Biología molecular de 


LA CÉLULA 


Quinta edición 


6ojo1g 


3P 1e]¡N3jOU e! 


VINIIV1 


BRUCE ALBERTS 
ALEXANDER JOHNSON 
JULIAN LEWIS 
MARTIN RAFF 
KEITH ROBERTS 


PETER WALTER 


Quinta edición 


medilibros.com 


OMEGA ALBERTS — JOHNSON LEWIS RAFF. ROBERTS WALTER 


1 


E AAA SA RO E O 


Phe Ser 
Phe Ser 
Leu Ser 
Leu Ser 
Leu Pro 
Leu Pro 
Leu Pro 
Leu Pro 
lle Thr 
lle Thr 
le Thr 
Met Thr 
Val Ala 
Val Ala 
Val Ala 
Val Ala 


Ser 
Ser 


Gly 


Alanina 


Cisteína 

Ácido aspártico 
Ácido glutámico 
Fenilalanina 
Glicina 
Histidina 
isoleucina 
lisina 

Leucina 
Metionina 
Asparagina 
Prolina 
Glutamina 
Arginina 
serina 
Treonina 
Valina 
Triptófano > 
Trosina 


GCC GCG GCU 


UGC UGU 
GAC GAU 
GAA GAG 
VUC UYU 


GGA GGC GGG GGU 


CAC CAU 


AUA AUC AUU 


AAA AAG 


UVA UUG CUA CUC CUE CUU 


AUG 
BAC AMU 


CCA CCC ECG CCU 


CAA CAG 


AGA AGG CGÁA GC CGG CGU 
AGCAGÚ UCA UCC UCG UCI 
ACA ACCACG ACU 

GUA GUC GUG GUU 


UGG 
UAC UAU 


A 


a o 


a»>»na 


a AS 


TED O 


El detalle completo de los signos convencionales utilizados en el libro están en la note al 

lector que sigue a este prefacio. Coro se explica alíl, hemos adoptado una drástica aproxi 

E mación al confrontar las diferentes regias utilizadas para escribir los nombres de los genes 
o de diferentes especies: a lo largo del texto uilizamos un solo estilo para todas las especies, a 


Do menudo desañiando los signos convencionales específicos de cada especie, 
o Cormo siernpre estamos en deuda con mucha gente, Los agradecimientos completos a 
o E $ > 
po las colaboraciones científicas se expresan a parte pero queremos destacar algunas contibu- A 


ciones excepcionalmente importantes: julie Theríot es el responsable casi úínico del Capít- 
lo 16 (El citoesqueleto) y del Capítulo 24 (Patógenos, infección e inmunidad ingate) y David 
Morgan del Capitulo 17 (El ciclo celular). Wallace Marshall y Laura árterdi proporcionaron 


0% colaboraciones sustanciales entos Capitulos 8 y 20 respectivamente, como hizo Maynard OL- 

UN son en la sección de gervórnica del Capítulo 4, Gisodone Wang en el Capitulo 18 y Micholes 

e Harberd en la sección vegetal del Capítulo 15. 

o Texmnbién estamos en deuda con el equipo de Gadand Publishing y COM Otras perso- 

E nas que transformaron el esfuerzo de los escritores en un producto final cuidado. Denise : . 
2 Schanci dirigió toda la emprese y condujo a los autores descarriados por el caméno correcta z 
C : con sabiduría, tacto y amabilidad. Nigel Oune acabó las figuras y supervisó los aspectos vi- 7 


suales del libro incluyendo la cubierta posterior, con su elegancia habitual. Manhew Cle- 

ments diseñó la cubierta del bro, Emuna Tefícock trató sus páginas con una velocidad F 
exuaordinara y una eficiencia insuperable, siendo impecable entas numerosas correccio- 

nes que hizo. Michael Morales consiguió transformar la gran cantidad de animaciones, vi- 

deoclips y otros materiales en un DVD-ROM fácil de utilizar. Eleanor Letwrense y Sheoy 

Granum revisaron y actualizaron el glosario. Jackle Harbor y Sigdd Masson colaboraron en 


Oc que el trabajo fuera organizado. Adam Sendroffnos hizo prestar atención 2 nuestros lectores 
ns y a sus necesidades y reacciones. Marjorie Anderson, Bruce Goally y Sherry Granuxm líbera- 
go ron el texro de confusiones, desaciertos y errores. Les agradecemos a tados ellos no sólo su 


nivel y dedicación profesionales y su eficiencia para sobrepasarnos a nosotrós mismos sino 

también su camaradería y ayuda en todo momento: han conseguido que el trabajar en el > 

bro haya sido tn placer. 

Do Finalmente y no con menos gratitud, expresamos nuestro agradecimiento a nuestras 
- esposas, familias, amigos y colegas. Sin su paciencia y su apoyo incondicional no podríamos 

¡ o haber producido ninguna de las ediciones de este libro, 


AS 


A A 


www.medilibros.com 


indice general 


Características especiales 


Índice de materias 
Agradecimientos 
Nota al lector 
Nota de los traductores 
PARTE 1 INTRODUCCIÓN A LA CELULA. 
l. Células y genomas 
2 Química celular y biosíntesis 
3. Proteínas : 
PARTE H MECANISMOS GENÉTICOS BÁSICOS 
4. DNA, cromosomas y genomas 
5. Replicación, reparación y recombinación del DNA 
6. Cómo leen las células el genoma: del DNA a la proteína 
Z El control de la expresión génica 
PARTE. MÉTODOS 
8. Manipulación de proteínas, DNA y RNA 
9. Observar las células 
PARTEIY ORGANIZACIÓN INTERNA DE LA CÉLULA 
10. Estructura de la membrana 
11. Transporte de moléculas pequeñas a través de la membrana 
y las propiedades eléctricas de las membranas 
va: Compartimientos intracelulares y clasificación de proteínas 
13. Tráfico vesicular intracelular * 
14, Conversión energética: mitocondrias y cloroplastos 
15. Mecanismos de coraunicación celular 
16. El citoesqueleto q 
17. El ciclo celular 
18. Apoptosis o 
PARTE Y CÉLULAS EN SU CONTEXTO SOCIAL 
19. Uniones celulares, adhesión celular y matriz extracelular 
20, Cáncer — 
21. La reproducción sexual: meiosis, células germinales y fecundación 
ESA Desarrollo de los organismos pluricelulares 
23. Los tejidos especializados, las células madre y la renovación tisular . 
24. - Patógenos, infección e inrunidad innata o 
25. Sistemas de inmunidad adquirida 
- Glosario 
Índice alfabético 


Tablas; el código genético, aminoácidos 


125 


195 
263 
329 
411 


501 
579 


617 


651 
695 
749 
813 
879 
965 
1053 
1115 


1131 
1205 
1269 
1305 
1417 
1485 


1539 


G-1 
14 
Pi 


Características especiales 


Tabla 1-1 
Tabla 1-2 


Tabla 2-1 
Tabla 2-2 
Tabla 2-3 


Fabla 2-4 
Panel 2-1 


Panel 2-2 
Panel 2-3 
Panel 24 
Panel 2-5 
Panel 2-6 
Panel 2-7 
Panel 2-8 
Pánel 2-9 
Panel 3-1 
Panel 3-2 


Tabla 3-1 
Panel 3-3 
Tabla 4-1 
Tabla 5-3 
Table 6-1 
Panel 8-1 
Tabla 101 
Tabla 1-1 


Panel 11-2 
Panel 11-3 
Tabla 12-41 


Tabla 12-2 
Tabla 14-1 
Panel 14-1 
Tabla 15-5 
Panel 16-2 
Panel 16-3 


Tabla 17-2 
Panel 17-1 


Algunos genornas secuenciados por completo 18 
Número de familias génicas, clasificadas por función, que son comunes E j 
para los tres dominios del mundo vivo ZA 
Enlaces químicos covalentes y no-covalentes 53 
Tipos de moléculas en las células bacterianas 55 
Composición química aproximada de una célula típica bacteriana - 
y de una célula típica de mamifero 63 
Relación entre la variación de energía libre, AG”, y la constante de equilibrio - 7 
Enlaces químicos y grupos que habitualmente se encuentran 
en las moléculas biológicas : 106-107 
El agua y su influencia en el comportamiento de las moléculas biológicas : 108-109 
Los principales tipos de enlaces químicos débiles que unen las macromoléculas 110-111 
Algunos de los tipos de azúcares frecuentes en las células 112-113 
Ácidos grasos y otros lípidos 114-115 
- Panorámica general de los nucleótidos 116-117 
Energía libre y reacciones biológicas : 118-119 
Detalles de las 10 etapas de la glucólisis 120-121 
El ciclo del ácido cítrico completo 122-123 
Los 20 aminoácidos que se encuentran en las proteínas 128-129 
Cuatro maneras diferentes de representar una proteína pegueña: ; 
el dominio SH2 132-133 
Algunos tipos comunes de enzimas 159 
Algunos de los métodos utilizados para estudiar las enzimas 162-163 
Aigunos datos estadísticos del genoma humano 206 
Las tres clases principales de elementos transponibles 318 
Tipos principales de RNA que fabrican las células ] 336 
Resumen de genética clásica : 554-555 
Composición lipídica aproximada de diferentes membranas celulares 624 
Comparación de las concentraciones de jones dentxo y fuera de una célula 
de mamifero típica ; a 652 
Deducción de la ecuación de Nernst 670 
Algunos experimentos clásicos con el axón gigante del calamar 679 
Volúmenes relativos ocupados por los principales compartimientos intracelulares 
en una célula hepática típica Hhhepatocito) j $697 
Cantidades relativas de tipos de membrana en dos tipos de céjulas eucariotas 6397 
Productos resultantes de la oxidación de azúcares y de grasas 824 
Potenciales redox o 830 
La familia Ras de GTPasas monoméricas 39 e 927 
La polimerización de la actina y de la tubulina SN 978-979 
Proteínas accesorias que controlan el ensamblaje y la localización de los filamentos * 
del citoesgueleto o . 994-995 
Resumen de las principales proteínas reguladoras del ciclo celular des 1066 


Las principales etapas de la fase M [mitosis y citocinesis) en una célula animal” 00000 “1072-1073 


Índice de materias 


Capítulo 1 Células y genomas 


LAS CARACTERÍSTICAS UNIVERSALES DELAS CÉLULAS 
EN LA TIERRA 


Todas las cóhdas guardan su información hereditaria en el mismo 
código químico lineal (el DNA) 

Todas las células replican su información hereditaria mediante 
una polimerización sobre un molde 

Todas las célules transcriben porciones de la información hereditaria 
contenida enel DA, en el mismo tipo de molécula fel RNA) 

Todas las células utilizan las proteínas corno catalizadores 

Todas las células traducen de la misma manera el RNA a proteina 

El gen es el fragmento de la información genética que 
corresponde a una proteína 

La vida necesita energía bre 

Todas las células funcionan como factorías bioquímicas que procesan 
los raisrros bloques moleculares básicos de construcción 

Yodax las células están envueltas por una mennbrana plastrática 
por la que deben pasar los nutrientes y los matensles de desecho 

Una cetula viva puede existir con menos de 500 genes 

Resumen 


LA DIVERSIDAD DEL GENOMA Y EL ÁRSOL DE LAVIDA 


Las células pueden alimentarse de una gran variedad de fuentes 
de energía Bbre 

Algunas células fijan: nitrógeno y dióxido de carbono para Owos 
Organismos 

Las células procariotas presentan la mayor diversidad bioquímica 

El árbol de la vida tiene tres ramas principales: fas bacterlas, 
las arquenbacterías y los eucariotas 

Algunos genes evolucionan rápidamente mientras que otros 
se conservan 

La mayoría de las bacterias y de las arqueas tienen entre 1100 y 6000 
genes 

Los genes se generan a partir de genes ya existentes 

Las duplicaciones génicas den lugar a familias de genes próximos 
en una misma célula 

Los genes pueden ser transferidos ente organismos, tanto en la 
naturaleza como en el leboratorio 

El intercambio horizontal de la informadón genética entre especies 
se ha hecho realidad a través del sexo 

A partir de la secuencia de un gen a menudo se puede deducir 
su función 

Más de 200 familias de genes son; comunes para las tres ramas 
ptincipaíes del árbol de la vida 

Las mutaciones revelan fas funciones de los genes 

Los biólogos moleculares han centrado sus estudios en £ coli 

Resumen 


LA INFORMACIÓN GENÉTICA EN EUCARIOTAS 


Las células eucariotas se originaron: como depredadores 
Las células eucariotas actuales han evolucionado gracias a un 
proceso simbiótico 
Los eucariotas fenen genomas híbridos 
El genoma eucañota es grande 
Los genomas de eucariotas son ricos en DNA de regulación 
El genomas define el programa del desarrollo pluricelular 
Muchos eucariotas viven como células sofitarias: los protistas 
Una levadura es el modelo eucariota más pequeño 
Los niveles de expresión de todos genes de un organismo 
se pueden seguir sivultánesmente 
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Para que las células tengan sentido, necesitamos de las matemáticas, 
ordenadores e nformación cuantitativa 

Arabidepsis ha sido escogida entre 300.000 especies candidatas 
como modelo vegetal 

El mundo de las células animales tiene corno modelo un gusano, 
uná mosca, un ratón y un ser hurano 

Los estudios en Drosophila proporcionan una clave del desarrollo 
dejos vertebrados 

El genoma de los vertebrados es el producto de duplicaciones 
repetidas 

La redundancia genética constituye un problema para los genetistas, 
pero supone oportunitiades para la evolución 

El ratón se utiliza corno modelo para los mamileros 

Los seres hurnanos analizamos nuestras propias particujaridades 

Todos tenemos detalles diferentes 

Resumen 
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Capítulo 2 Química celular y biosíntesis 


LOS COMPONENTES QUÍMICOS DELA CÉLULA 


Los cólujas están formadas a pariy de un número relativamente 
pequeño de fipos de átomos 

Los efecrones més exteros determinas la manera en 
Que interacuan los átomos 

Los entaces covalentes se forman al cormpartir electrones 

Existen diferentes tipos de entaces covalentes 

Un átomo se comporta a menudo como si tuviera un radio fi fijo 

El sgua esla sustancia más abundante de las células 

Algunas moléculas polares son ácidos o bases 

En las células, cuatro tipos de atracciones no covalentes facilitan 
la unión de las moléculas entre sí 

Las células estár formadas por compuestos de carbono 

Las células contienen cuatro grandes as de pequeñas 
molécilas orgánicas 

Los azúcares son fuente de energía para las células y son las 
subunidades delos polisacáridos 

Los ácidos grasos son componentes de las membranas celulares 
y también fuentes de energia 

Los aminoácidos son las subunidades de las proteínas 

Los nucleótidos son fas subunidades del DNA y del RNA 

La química celular está determinada por macromoléculas 
con propiedades sorprendentes 

Los enlaces no-covalentes determinan la forma precisa de urta 
riacromolécula y su unión con atras moléculas 

Resurnen 


CATÁLSIS Y UTILIZACIÓN DE EMERGÍA POR LAS CÉLULAS 


Las enzimas organizan el metebolismo celular 

El order biológico es posible gracias a que las células liberan energía 
en forma de calor 

Los organismos fotosintáticos utilizan ta luz del sol para siuetizar 
moléculas orgánicas 

Las células obtienen energía a partir de la radación de las moléculas 
orgánicas 

La oxidación y la reducción suponen la transterencia de electrones 

Las enzirass disminuyen las barreras que bloquean las reacciones 
químicas 

De qué forma las enzimas encuentran a sus sustratos: la enorme 

"velocidad de los movimientos moleculares 
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La verieción de encía lbes de una reacción determina sí esta 
resección puede tener lugar 

La concentración de los seactivos influye sobre la vertación 
de energía libre y el sentido de la reacción 


En el caso de reacciones secuenciales, los valores de AG” son aditivos 


Las moléculas transportadoras activadas sor esenciales para 
la Diosintests 

La formación de un trensportador activado se acopla 4 una 
reacción energeticamente favorable 

E ATP es la molécula más utilizada como transportador 
activado 

A menudo, la energia almacenada en el ATP se aproveches para unir 
dos moléculas 

NADH y NADÉH son importantes transportadores de electrones 

En las célitas existen otras moléculas transportadoras 
activadas 

La hidrólisis de ATP dirige la síntesis de polírmeros biológicos 

Restemen 


CÓMO LAS CÉLULAS OBTIENEN ENERGÍA 
DE LOS ALIMENTOS 


La glucólisis es una vía central de producción de ATO 

Las fermentaciones producen ATP en ausencia de oxlgeno 

La glucótisis llustra de qué forme las enzimas acoptan la oxidación 
al almacenamiento de energía 

Los organismos almacenan molécutas de alimento en reservorios 
especiales Ñ 

La mayoría de las células animates, entre periodos de alimentación, 
obtienen su energía de las grasas 

tos azúcares y las grasas son degradados a acetil CoA en 
la reitacondria 

El ciclo del ácido citrico genera NADH mediante la oxidación 
de grupos acerlo hasta CO2 

El treasporte de electrones impuisa la sintesis de gran parte del ATP 
en la mayoria de las célidas 

Los aminoácidos y los nucteóridos forman parte del cicio 
del nitrógeno 

El mersbolismo está organizado y regulado 
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Capítulo 3 Proteinas 


FORMA Y ESTRUCTURA DELAS PROTEÍNAS 


La forma de una proteína está especificada en su secuencia 
de aminoácidos 


Las proteínas se pliegan adoprende la conformación de menor energía 


La hélice y y la lámina $ son patrones comunes de plegamiento 

Los dorrimos proteicos son unidades modulares a partir de los que 
se construyen las proteínas grandes 

De entre la gran cantidad de caderas polipeptidicas posibles, 
sóla unas cuantas son Útites para las células 

Las proteínas pueden clasificarse en muchas familias 

La búsqueda de secuencias puede identificar parentescos 

Algunos dominios proteicos forman parte de rauchas protelnas 
diferentes 

Algunas parejas de dominios $e encuentran juntos en muchas 
proteinas 

El genoma hurano codifica un complejo conjunto de proteinas, 
truchas de las cuales siguen siendo desconocidas 


Es frecuente que ceda una de tas moléculas proteicas de mayor tamaño 


contenga más de una cadena polipeptídica 

Algunas proteinas forman largos filamentos helicoidales 

Muchas malécutas de proteína tienen una forma fibrosa 
y alargada ] 

Muchas proteínas concdenen una cantidad sorprendentemente 
elevada de su cadena polipentidica desestrucurado 

Las tirones covalentes cruzadas suelen estabilizar las proteinas 
extracelulares 

A rmenudo las moléculas proteicas actúen como subunidades 
que dan lugar a grandes estructuras 

Muchas estrucusras celulares son capaces de autoensambiarse 

Á menudo la presencia de factores de ensarsblaje colabora en la 
formación de estructuras biológicas complejas 

Resumen d 


47 


FUNCIÓN DELAS PROTEÍNAS 


Todas las proteínas se unen a otras moléculas 

La conformación de la superficie de una proteina determina sus 
propiedades químicas 

La comparación de secuencias enve miembros de una farniíla 

roteíca revela lugares cruciales de unión al ligarudo 

Las proteínas se unen unas a otras a través de diferentes tipos 
de interfases 

Los lugares de unión de los anticuerpos son especialmente 
versátiles 

La constante de equilibrio mide la fuerza de nión 

Les enzimas son potentes catalizadores y altamente especificos 

El primer paso de la catálisis enzimática es la unión del sustaro 

Las enzimas aceleran fas reacciones estabilizando determinados 
estados de transición 

Las enzimas pueden utilizar simultáneamente catálisis ácida 
y básica 

La lisozima ilustca córao funciona una enzima 

Moléculas pequeñas se unen irtimamente a las proteinas 
y aportan funciones extra 

Los túneles moleculares canalizan los sustratos a las enzimas 
que tienen muchos lugares catalíticos 

Los coraplejos multienzimáricos ayudan a incrementar la velocidad 
del metabolismo celular 

La célula reguka las actividades caralkticas de sus enzimas 

Las enzimas alostéricas tienen dos o más lugares de unión que 
interactúan entre sí 

Dos tigandos cuyos lugares de unión están acoplados pueden afectar 
reciprocamente la unión al uno del otro 

Los agregados protelcos simétricos producen transiciones alostéricas 
cooperativas : 

La transición alostérica de la aSpartato transcarbamilasa se conoce 
a nivel atómico 

La fosforilación proteica dirige muchos de los cambios que presentan 
las proteínas 

Las células eucariotas contienen una gran gama de proteínas quinasa 
y eroteínas fosfatasa h 

La reguiación de las proteinas quinasa Cdk y Sre ruestran de qué 
forma una proteina puede actuar como un microchip 

Las proteínas que unen e hidrolizan GTP son reguladores cetulares 
ubicuos Ñ 

Otras proteinas reguladoras contratan la actividad de las proteínas 
que unen GTP y determinan cuándo unen GDP y cuándo GYP 

Pequeñas moléculas pueden generar grandes movimientos 

Las proteínas maroras producen grandes movirnientos en las cétulas 

Los transportadores unidos a membrana utilizan energía para 
bombear moléculas a través de las membranas 

A menudo las proteínas pueden formar grandes complejos que 
funcionan como máquinas proteicas 

Las máquinas proteicas con partes intercambiables utilizan de forma 
eficiente la información genética 

A menuda ta activación de máquinas proteicas supone su 
posicionamiento en lugares determinados 

Muchas proteinas están controladas por modificaciones covalentes 
en muchos tigares 

Una compleja red de interacciones proteicas subyace tras la función 
cejular 
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Capitulo 4 DNA, cromosomas y genomas 


ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DEL DNA i 


Una molécula de DNÁ está formada por dos cadenas 
complementarias de nudeótidos 

La estuctura del DNA explica el mecanismo de la nesencia 

En las células eucariotas, el DNA está confinado en el núcleo 

Resumen 


EL DNA CROMOSÓMICO Y SU EMPAQUETAMIENTO 
EN LA FIBRA DE CROMATINA 


E DNA de la célula eucarlota se empaqueta en un conjunta 
de cromosomas 

Los cromosomas contienen largas tiras de genes 

La secuencia de nucleótidos del genoma humano muestra 
cómo están organizados nuestros genes 
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La comperación del genoma revela secuencias de ONA conservadas 
evalutivamente 

Á lo largo de la vida de una célula los cromosomas adoptan diferentes 
estados 


Cada molécula de DNA que forma un crormosama lineal debe 
contener un centrómero, dos telómeras y origenes de replicación 

Las molécidas de ONA están alternente condensadas 
endos cromosornas ] 

Las nucleosorges son una unidad básica de la estructura 
deta cromatina 

La esvuctura de la particula del núcleo del nudeosoma muestra 
cómo se empaqueta el DNA 

Los nescleosomas tienen una estructura dinámica y con frecuencia 
están sujetos a cambios catalizados por complejos remadeladores 
de cromatica dependientes de ATP 

Los nuceosornas suelen estar empaquetados juntos formando 
una fiba compacta de cromatina 

Resumner 


REGULACIÓN DE LA ESTRUCTURA DE LA CROMATINA 


Algunas incógnitos iniciales referentes a la estructura de la cromatina 

Lá heterocromatina está muy organizada y habitualmente 
estesistente a la expresión génica 

Las histonas del nucleosoma están modificadas covalentemente 
en muchos lugares 

La cromatina adquiere variaciones adicionales a través de la inserción 
de un pequeño grupo de variantes de histonas en lugares 
específicos 

Las modificaciones covajentes y las variantes de histonas actúan 
conjuntamente praducenda un “código de histonas” que ayuda 
a determinar le función biológica 

Un complejo de proteínas lectoras y escritoras de código pueden 
distribuir modificaciones específicas en largas distancias de 
cromatina alo largo de tun crornosoma 

Secuencias de DOHA barrera bloquean la expansión de los cormplejos 
lector-escritor y separan dominios de cromatina vecinos 

La cromatina de los centrómeras revela de qué forma las variantes 
de las histonas pueden generar estructuras especiales 

Las estructuras de fa cromatina se pueden heredar directamente 

Las estructuras de la crornatina añaden características únicas 
ala función de los cromosomas de los eucariotas 

Resurneo 


ESTRUCTURA GLOBAL DE LOS CROMOSOMAS 


Los cromosomas están piegados formando largos bucles de cromatina 
Las cromosomas políténicos sólo son útiles para visualizar 
las estructuras de la cromatina j 
Existen muchas forros de heterocromatzina 
Los bucles de cromatina se descondensan cuando se expresan 
los genes que contienen 
La cromatina se puede desplazar a lugares específicos dentro 
del núcleo y modificar la expresión de los genes 
Unas redes de macromoléculas forman un conjunto de diferentes 
ambientes bioquímicos en el interior del núcleo 
Los cromosornas mitóticos están AS por cramatina 
en su forma más condensada 
Resumen 


CÓMO EVOLUCIONAN LOS GENOMAS 


Errores en los mecanismos normales de copía y mantenimiento 
del DNA provacan alteraciones del genoma 

Las secuencias de las genomas de dos especies difieren de forma 
proporcional al tiempo durante el cual han evolucionado 
por separado 

Los árboles filogenéticos construidos a partir dela comparación 
de secuencias de ONA vazap las relaciones entre todos 
los organismos 

Comparando las cromosomas de humanos y de ratones se observa 
de qué manera divergen las estructuras de los genomas 

El tomaño del genoma de un vertebrado refleja las velocidades 
relativas de adición y pérdida de ONA de un inaje 

Pademos reconstruir la secuencia de algunos genomas antiguos 

La comparación de secuencias de muchas especies identifica 
secuencias importantes de DINA de función desconocida 

Los cambios acelerados producidos en secuencias que previamente 
eran conservadas pueden ayudar a descifrar los pasos críticos 
de la evolución humana 
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La duplicación génica constituye una importante fuente de novedad 
genética durante la evolución 

Los genes duplicados divergen 

La evolución de la farnílla génica de la globina muestra cómo 
las duplicaciones del DNA contribuyen a la evolución 
de los orgarismos 

Ls recombinación de exones puede dar lugar 3 genes que codifiquen 
nuevas proteínas 

Para que las mutaciones neutras lleguen a ser fijadas, frecuentemente 
se diserrinán porta población: la probabilidad depende 
del tamaño de la población 

Se pueden aprender muchas cosas a partir del análisis 
de la variación entre los humanos 

Resumen 

Problernas 

Bibliografia 


Capítulo 5 Replicación, reparación 
y recombinación del DNA 


El MANTENIMIENTO DE LAS SECUENCIAS DEDNA 


Las frecuencias de mutación son extremadamente bajas 

Fara que exista la vida tal como la conocemos san necesarias 
bajas frecuencias de mutación: 

Resumen 


MECANISMOS DE REPLICACIÓN DEL DNA 


El apareamiento de bases es la esencia de la replicación y dela 
reparación del DNA 

La horquilla de replicación del DNA es astaétrica 

El elevado grado de fidelidad del mecanisrao de replicación 
del DIA requiera la existencia de un mecanismo de “corrección 
de pruebas” 

Sólo la replicación del ONA en sentido S'a Y permite . 
kh existencia de un proceso eficiente de corrección de enores 

Una enzima espectal que polimeriza nucleótidos sintetiza moléculas 
cebadoras de RNA cortas sobre la cadena rerrasada 

Unas proteinas especiales ayudan a abrir la doble hélice del DNA 
por delante de ta horquilla de replicación 

Una abrazadera: deslizante mantiene unida el DNA una molécula 
de ONA polimerasa móvil 

En la horquilla de repticación, una serie de proteínas cooperan entre 
sí formando vas "maquinaria de replicación” 

Un sisterna de corrección de errores de apareamiento elimina 
tos errores de replicación producidos por la maquinaria 
de replicación 

Las DNA topoisomerasas evitan que el DNA se enrede durante 
Rk replicación : 

La replicación del DNA en los nucariotas es básicamente similar 
ala de los procarjotas 

Resumen 


INICIACIÓN Y TERMINACIÓN DE LA REPLICACIÓN DE DNA 
EN LOS CROMOSOMAS 


La sintesis de DNA empieza en los origenes de replicación 

Los cromosomas bacterianos normalmente tienen un sola orígen 
de replicación del DNA 

Los cromosomas de células eucariotas tienen varios origenes 
de replicación 

En eucariotas le replicación de DNA sólo tiene lugar durante una pajte 
del ciclo celutar 

En la fase S se replican distimias regiones de un mismo cromosoma 
a distintos tiempos i 

La cromatína altamente condensada se replica de forma tardía, 
mientras que los genes presentes en la cromatina menos 
condensada denden a replicarse antes 

Unas secuencias bien definidas de DMA actúan coma origen 
de replicación en eucariotas sencillos como la levadura 

En los orígenes de replicación de eucariotás se unen grandes 
complejos formados por muchas subunidades 

Difiastad para identificar las secuencias de DNA que especifican 
el inicio de la replicación en mamilesos 

Derrás de la horquilla de replicación se ensarmlan nuevos 
nucieosomas 

Los mecanismos de duplicación cromosómica en eucariotas aseguran 
que los patrones de modificación de histonas se puedan heredar 

La telomerasa replica los extremos de los cromosornas 


Las células y los organismos regulan la longitud del telómera 
Resumen 


REPARACIÓN DEL DNA 


Sino fueran corregidas, las alteraciones espontáneas del DIVA 
podrían carnblar rápidamente fas secuencias del DNA * 

La doble hélice de DNA es reparada con rapidez 

Las alteraciones del DNA pueden ser efiminadas por más de una vía 

El acoplamiento de la reparación del DNA a la transoripción asegura 
que el DNA más importante de fa célula se repara de forma 
eficiente 

Las propiedades quimicas de las bases del DINA facilitan da detección 
de las alteraciones 

Se utilizan ONA polimerasas especiales para reparar el DNA en casos 
de emergenda 

Les roturas en la doble cadena son reparades de forma eficiente 

Las alteraciones del DNA retrasan la progresión del ciclo celular 

Resumen 


RECOMBINACIÓN HOMÓLOGA 


La recombinación homóloga tiene muchas utilidades en la célula 

La recombinación hormáloga Beñe características comunes en todas 
las célufas 

El apareamiento de bases de DNA guía la condi inación homóloga 

La proteína RecA y sus hormnólogas permiten que una molécula de 
una sola cadena de DNA se aparee con una región homóloga 
de una dobie hélice 

La migración de cadenas puede alargar las regiones de heterodúplex 
o dejar el DNA de nueva sintesis como DNA de cadena sencilla 

La recombinación homóloga puede teparar de forma perfecta roturas 
enda doble cadena del DNA 

Las células regulan estrecharnente la utilización de la recombinación 
hornólegea en la reparación del DONA 

Las indones tipo Holiday a menudo se forman durante las 
recombinadones hornólogas 

La recombinación melática empieza con una rotura programada 
de la doble cadena 

La recombinación homóloga genera a menudo una conversión génica 

La corrección de errores de apareamiento evita la recombinación 
prorsiscua entre dos secuencias de DNA mal aporesdas 

Resumen ? 


TRANSPOSICIÓN Y RECOMBINACIÓN CONSERVATIVA 
ESPECÍFICA DE LUGAR 


Los elementos genéticos móviles se pueden insertas en cualquier 
secuencia de DNA mediante transposición 

Los transposones sólo de DNA se desplazan mediente mecanismos 
de corte y unión y mecanismos replicativos 

Algunos virus utilizan mecanismos de transposición ió desplazarse 
a cromosomas de la céjuta huésped 

Los retrotrensposones revrovirales se parecen a los retrovírtez, pero no 
tienen proteína de cubierta 

Una gran proporción del genoma hurnano está compuesto de 
retrotransposones no retrovirales 

En distintos orgarúsmas predominan distintos elementos 
transponibles 

La secuenciación del genoma permite conocer aproximadamente 
cuándo se han desplazado los elementos transponibles 

La recombinación conservativa especifica de lugar puede reordenar 
el DNA de forma reversible 

La recombinación conservativa específica de fugar fue descubierta 
en el bacteriófago A 

La recombinación conservativa específica de lugar se utiliza 
para activar o desactivar genes 

Resumen 

Problemas 

Bibliografía 


Capítuto 6 Cómo leen las células el genoma! 
del DNA a la proteína 


DEL DRA ALRANA 


Fragmentos de La secuencia de ONÁ se transcriben a RNA 
La tenscripción genera un RIVA complementario a una hebra del DNA 
Las células fabrican verlos tipos de RNA 
Enel DNA hay señales codificadas que le indican a la RNA. 
polimerasa dónde empezar y dónde acabar 


293 


Las señales de inicio y final de la transcripción tenen secuencias 
de nudeótidos heterogéneas 

En las células eucariotas, el inicio de la terecripción requiere muchas 
proteínas 

La RNA polimerasa 1) necesita los factores generales de transcripción 

La polimerasa li también requiere proteínas activadoras, mediedoras 
y modificadoras de la cromatina 

La elongación dela transcripción produce una tensión 
superhelicoidal en el DMA 

La elongación dela transcripción en eucariotas está estrechamente 
acoplada al procesamiento del RNA 

La adición de la caperuza es la primera modificación delos pre-mANA 
eucariotas 

La maduración del RNA elimina los intrones de los pre-mARA teción 
tvanscritos 

La secuencia de nuaieótidos indica dónde se tiene que producir el 
cone . 

EH espliceosorna lleva a cabo la maduración fsplicing) del RNA 

El espliceosora utifiza la hidirófisis del ATP para provocar una 
compleja serie de reordenarmientos RNA-RNA 

Otras propiedades del pre-mBNÑA y de su sintesis ayudan 2 explicar 
cómo se escogen de forma correcta los sitios de maduradón 

Un segundo conjunto de saRNP procesa una pequeña fracción 
de secuencias intrónicas en animales y plantas 

La maduración leyuste) del RNA muestra una notable plasticidad 

Probablemente la maduración de RNA catolizada por el espliceosoma 
evolucionó a parti de mecanásmos de atitornaduración 

Unas enzimas procesadoras del RNA generan el extrerno Y de los 
MRNA eucariotas A 

Los MENA maduros de los organismos eucariotas son exportados 
selectivamente desde el núcleo 

En el núdeo también se sintetizan y procesan muchos RNA no 
codificadores 

El nucieoto es una factoría de producción de ibosomas 

El núcleo contiene varias estructuras subaucdesres 

Resumen 


DEL ANA ALA PROTEÍNA 


La secuencia del mANA es descodificada en grupos de res nucleóridos 
Las moléculas de IRNA apereanlos aminoácidos con los codones 
del mAnaA 
Los ¡RNA son modificados covalentemente antes de salir del múcieo 
Unas enzimas específicas acoplan cada aminoácido con la molécula 
de tRINA apropiada - 
La edición mediante RNA sintetasas asegura lo precisión 
Los aminoácidos se añaden al extremo CAterminal de fa 
cadena pofllpeprídica en crecimiento 
El mensaje del RNA es descodificado en los ribosomas 
Los factores de elongación impulsan la traducción y Lenin 
su precisión 
El ribosoma es una ribozima 
Unas secuencias de nuceótidos del mRNA indican dónde 
debe empezar la síntesis de las proteinas 
Los codones de paro marcan el in de la traducción 
Las proteinas se fabrican en los polisribosomas 
Existen pequeñas variaciones del código genético estándar 
Muchos inhibidores de la sintesis de proteínas en procariotas resultan 
útiles como antibióticos 
La precisión del proceso de traducción requiere el gásto de enezgla 
libre 
Los mecanismos de control de calidad previenen la traducción 
de mBNA dañados 
Algunas proteinas comienzan A cisahdo aún están siendo 
sintetizadas 
Las chaperonas moleculares ayudan a dar eí plegamiento 
de la meyoría de las proteinas 
Las regiones hidrofóbicas de la proteína que quedan expliestas * 
"proporcionan señales críticas para el control de calidad 
de la proteína 
El proteosama es ma proteasa compartimentada con lugares activos 
"secuestrados 
Un elaborado sistema de conjugación con ubiquítina señala 
las proteínas que deben ser destriddas 
Muchas proteinas se controlan mediante la regulación de 
_ sudestrucción . 
Las proteínas plegadas de forma anormal pueden formar agregados 
que causan graves enfermedades humanas 
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Entre el DNA y tas proteinas existen ruchas etapas 
Resenen 


EL MUNDO DE REA Y ELORIGES DE LA VIDA 


Lavida requiere información almacenada 

Los palinucieótidos pueden almacena información y catallzer 
reacciones quénicas 

Un cuendo de preRNA pudo depredar el mundo de RÍA, 

Las moléculas de ENA de cadera sencila se pueden plegar formando 
estructuras altamente elaboradas 

Las moléculas autorreplicantes pueden estar sometidas a selección 
natural 

¿Cómo evolucionó la sintesis de proteínas? ! 

Todas las cérulas actuales utilizan DNA coma materia! hereditadio 

Resstqer 
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Capítulo 7 El control de la expresión génica 
INTRODUCCIÓN AL CONTROL GÉNICO 


Los distintos tipos celulares de un organismo pluricelular contienen 
el ésrno DINA 

Distintos tipos cellares sintetizan distintos conjuntos de proteínas 

Determinadas señales exfemas pueden provocar que una célula 
carnbie la expresión de sus genes 

La expresión génica se puede regular en muchas de las etapas de 
lavda que conduce desde el DONA a] RNA y a los proteínas 

Resumen 


MOTIVOS ESTRUCTURALES DE UNIÓN A DNA EN LAS PROTEÍNAS 
DE REGULACIÓN GÉNICA 


Las proteínas de regulación génica se descubrieron mediante 
técaicas de genética bacteñana 

El exterior de la hélice de DONA puede ser leído por protelnas 

Secuencias cortas de DNA son componentes fundamentales de los 
interuptores genéticos 

Las proteínas de regulación génica contienen motivos estructurales 
que pueden leer secuencias de DONA 

El motivo hélico-giro-hélice es Uno de dos motivos de unión a DNA 
más sencillos y habituales 

Las proteínas de homeodominios son una clase especial de protelnas 
hélice-glro-hélice 

Existen algunos tipos de marivos de nión a DNA en forma de dedos 
de dáne 

Las láminas $ también pueden seconocer el DNA 

Algunas proteínas, para reconocer el DNA, utilizan bucdes que 
penetran en dos surcos mayor y menor 

El motivo “cremallera de leucina” está implicado tanto en el 

- reconocimiento def DONA corno en la dimerización 

La heterodiraerización arnpila el repertorio de secuencias de DNA 
que las proteínas de regulación génica pueden reconocer 

El motivo hélice -bucle-hélce también está implicado en la 

" diraerización yen la enión al DNA 

Aín noes posible predecir la secuencia de DIVA que es reconocida 
por tuna proteína reguladora 

Un ensago de movilidad en gel detecta con gran facilidad proteínas 
quese unen a una secuencia específica de DIA 

La cromatografía de afinidad de DNA facilita la purificación 
de proteínas de unión a secuencias específicas de DINA 

La secuencia de DNA reconocida por ena proteína de regofación 
génica puede ser determinada de forraa experimental 

La huella flogenética identifica secuencias reguladoras del DNA 
mediante la genómica comparativa 

La iomunoprecipitación de la crornatina identifica muchos de los 
sitios que ocupar en las células vivas las proteinas reguladoras 
de genes 

Resumen 


CÓMO FUNCIONAN LOS INTERRUPTORES GEMÉTICOS 


El represor de ripiófeano es tn interruptor sencillo que activa 
y desactivo genes en bacterias 

Los activadores transeripdonales activan los genes 

Un ectivador ranscripdonal y un represor traescripaonal controlas 
eloperón Lac 

Durante la regulación génica en bacterñas tiene lugar la formación 
de buctes de DONA 


Las bactefías utilizan subunidades Intercambiables de la RNA 
polimerasa que colaboran en el control de la transcripción génica 

Algunos interruptores complejos han evoludonado controlandea 
la transcripción génica en eucariotas 

Una región de control eucariota está formada por un promotor 
y pardas secuencias de DNA reguladoras 

Las proteínas activadores de genes eucariotas facilican el ensarnblaje 
de la RNA polleras y de los fertores generales de trensadodén 
en el lugar de inicio de la transcripción 

Las proteínas actvadors de genes evcarñotes tenbién modifican 
la estructura local de la cromatina 

Las proteinas activadoras de genes actúan de forma sinérgica 

Las proteinas tepresaras de genes eucariotas pueden: inhibir 
to transoñpción de diferentes lamnas 

Las proteínas reguladoras de genes de células eucariotas 
frecuentemente se unen de forma cooperativa al DNA 

Los interraptores genéticos complejos que regulan el desarrollo 
de Drosapbila están forenados por módulos menores 

El gen Eve de Drosophila está regulado por controles cormbinaroños 


En dremiferos, las regiones de contro! también están formadas a partir 


de módualos reguladores sencillos 
Los aislantes son secuencias de DNA, que impiden quelas proteinas 
reguladoras de genes eucariotas afecten a genes distantes 
Los interruptores genéticos han evolucionado deforma rápida 
Resumen 


MECAMISMOS GENÉTICOS MOLECULARES QUE ORIGINAN TIPOS 
CELULARES ESPECIALIZADOS 


Los cambios de fase de las bacterias son provocadas por 
reorganizaciones del DNA 

Ers las levaduras de gernación, un conjunto de proteínas reguladoras 
génicas determina el tipo celular 

Dos protelnas que repárnen muruamente su síntesis, determinan 
el estado heredable del bactenófago fambada 

Mediante circuitos de regulación génica sencilla se pueden construir 
mecanismos de memnorda 

Los circuitos de transoripción permiten que la célula lleve a cabo 
Operaciones lógicas 

La biología sirtética de lugar a huevos dispositivos a partir de partes 
biológicas ya existentes 

Los relojes circadianos se basan en circuitos 
de reteoalimmentación de la regtlación génica 

na sola proteína de regulación génica puede coordinar la expresión 
deun confio de genes 

La expresión de una proteína reguladora crítica puede disparar 
la expresión de tna bateria de genes situados comiente abajo 

El control génico combinatorio da lugar a muchos tipos celulares 
distintos en los organismos eucariotas 

Una sola proteína reguladora puede der lugar ala fosmacdón de un 
Organo completo 

Cuando les células de vertebrados se dividen, pueden heredar 
el patrón de metilación del NA 

La impronta genómica se basa en la metilación del DNA 

En los mamiferos, las ¡stos ficas en CG se asocién con mitrchos 
genes 

Los mecanismos epigenéticos aseguran que se puedan transmitir 
pateores estables de expresión génica a células hijes 

Pueden heredarse grandes alteraciones cromosómicas en la 

| estuctura de la cromatina 
El control de la expresión génica es intrinsecamente cuidoso 
Resumen 


" CONTROLES POSTRANSCRIPCIONALES 


La atermación de la transcripción provoca la finalización prernatura 
de algunas rroléculas de RNA 

Los interruptores dbosómicos pueden representar antiguas formas 
de control génico 

La maduración alternativa del RNA puede producir diferentes formas 
de proteína a partir de un mismo gen 

La definición de gen ha tenido que ser modificada debido 
al descubrimiento de la maduración altematva del RNA 

La determinación del sexo en Drozophla depende de una sere 
de procesos de maduración alternativa regulada del RNA 

Un cambio en el panto de rotura del trenscrito de RNA y la adición 
de pok-A puede cambiar el extrero carboxilo terminal de 
una proteína 

La edición del RNA puede cambiar el sentido del mensaje del ENA ' 
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El transporte de ANA desde el núcleo puede estar reguísdo 

Bágunos mRNA ze localizan en regiones concretas del citoplasma 

Las regiones Y y 3 no traducidas de los MAMA controlan se tradurción 

La fasforiación de un factor de iniclación regula globelmente la sintesis 
de proteínas 
comente arriba respecto el punto de comienzo de la traduedción 
puede regular el inicio de la traducción 

Los sitios internos de entrada de los ibosomas generas posibilidades 
de control traduccional 

Cambios en la estabilidad del míiriA reguian la expresión 
génica 

La adición Citoplesmática de pollA puede reguiar la traducción 


¡Franscrtos pequeños de ENA no codificante sequbirifticios genes 


de animales y plantas . 
ELENA de interferencia es un reecanisino de defensa de la célida 
El RRA de interferencia dirige le formación de heterocromatina 
El RNA de interferencia es una herramienta 

experimental potente 
Resuraen Í 
Problemas 
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Capítulo 8 Manipulación de proteínas, DMA y RNA 


AISLAMIENTO Y CRECIMIENTO DE CÉLULAS EN CUETIVO 


Las células pueden ser aisladas a partir de tejidos niactos 

Las células pueden hacerse crecer en una placa de cuitivo 

Las líneas celulares eucariotas son una fuente ray utilizada 
para la obrención de células homogéneas 

Las células madre embrionardas podrían revolucionar la medicina 

El trasplante del núcico de células somáticas puede ser un 
mecanismo para generar células madre personalizadas 

Las líneas celulares de hibridomas son fábricas que producen 
anticuerpos monoclonales 

Resumen 


PURIFICACIÓN DE PROTEÍMAS 


Las células pueden separarse en sus distintos componentes | 

Los extractos celulares proporcionan sistemas útiles para el estudio 
de las funciones celulares 

Las proteinas pueden seporarse mediante cromatografía 

La cromatografía de afinidad aprovecha lugares de unión específicos 
de las protelras 

Marcas diseñadas genéticamente proporcionan una manera fácil para 
purificar proteínas E 

Se requieren sistemas libres de células pare estudiar de forma predsa 
las funciones moleculares 

Resumen 


ANÁLISIS DE LAS PROTEÍNAS 


Las proteínas pueden separarse mediante una electroforesis en gel de 
poltacrilamida con SOS 

La hibridación con anticuerpos permite detectar proteínas de forma 
específica 

La espectromersía de masas es un método muy sensible para la 
identificación de proteinas no identificadas 

Los métodos de separación bidimensionales son especialmente 
potentes 

Las tredidas hidrodinámicas revelen el tamaño y la forma de un 
complejo proteico : 

Se pueden identificar grupos de proteinas que interaccionan entre si 
mediante méxrodos bioquímicos 0 

Las interacciones proteína-proteína tembién pueden ser identificadas 
en tevaduras mediante la técnica de los hibridos dobles 

La combinación de datos obtenidos mediante diferentes técnicas 
produce mopes fiables de interacción proteica 

Los métodos ópticos pueden seguir interacciones proteicas 
en dempo real 

Algunas técnicas permiten analizar moléculas individuales 

La función de una proteína puede ser eliminada selectivamente 
con pequeñas moléculas 

La estructura proteica se determina utilizando difracción 
de rayos X - : 

La estructura proteica se puede determinar en solución utilizando 
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMB)] 


La secuencia proteica y la estrsciura proporcionan pistas sobre 
la función de las proteínas 
Resuren 


ANÁLISIS Y MANIPULACIÓN DEL DNA 


Las nudeasas de resteicción cortan en fragrentos las largas 
moléculas de DNA 

Las molécutas de DNA de diferentes tamaños pueden separarse 
mediante la electroforesis en gel 

Las moléculas purificadas de DNA se pueden marcar invitro 
con radloisótopos o. con marcadores químicos 

La hibridación de ácidos nucleicos proporciona un método sensible - 
para la detección de secuencias determinadas de nucleótidos 

Las transferencias de tipo Northern y de tipo Southern ficiiton 
ls hibridación con moléculas de ácidos nucleicos separadas 
gor elecuoforesis 

Los genes se pueden clonar vañizando bibliotecas de DONA 

Bos tipos de bácllorecas de DONA cubren diferentes propóstas 

Los dones cONA contienen secuencias codificantes continuas 

Los genes pueden ser amplificados selectivamente mediante 
una reacción de palimerntzación en cadena [PCR] 

Las células se utilizan: como fóbricas para producir proteinas 
especificamente 

Algunas proteínas y ácidos nucleicos se sintetizan directamente 
por reacciones químicas 

El DNA puede ser secuenciado rápidamente 

Las secuencias de nucleótidos se utilizan psra predecir las secuencias 
de amincácidos de las proteínas 

Se han secuenciado por completa los genomas de muchos 
organismos : 

Resumen 


ESTUBIO DE LA EXPRESIÓN Y LA FUNCIÓN DE 105 GENES 


La aproximación clásica empieza con la mutagénesis slestoria 

Las exploraciones genéticas identifican mutantes con anormalidades 
especificas 

Las mutaciones pueden causar la pérdida o la ganancia de una 
función proteica , 

Una prueba de complementación indica si dos mutaciones se 
encuentran en un misráo gen o en genes diferentes 

Los genes pueden ser ordenados en vías mediante un análisis epistásico 

Los genes que contienen munaciones se pueden donar 

La genética humnana presenta problemas y oportunidades espectales 

Los genes hurnanos $e heredan en bloques haploripicos que pueden 
fecilltac la búsqueda de mutaciones que causen enfermedades 

Múltpies genes infívencian los rasgos complejos 

La genética inversa empieza con un gen conocido y determina 
Qué proceso celulas necesita su función 

Los genes se modifican de diferentes maneras 

Los genes modificados se pueden insertar en la [ínes germinal 
de muchos organismos 

Los animales pueden ser alterados genéticamente 

Las plantas trensgénicas son importantes tento para ta biologia celular 
como para la agricultura 

Las grandes colecdones de animales nulos (knockouts) marcados 
proporcionan una herramienta para el análisis de la función 
de cada uno de los genes de un Organismo 

El ANA de interferenda es una manera sencilla y rápida de estudiar 
la función génica 

Los genes marcadores y la hibridación in situ revelan dónde y cuándo 
se expresa tun gen 

La expresión de genes individuales se puede medir utilizando REPCR 
cuantitativa 

Los microchips de DNA permiten estudiar simeltáneamente la 
expresión de miles de genes 

El análisis de la expresión génica de una célula revela el“ruido 
biológico” 
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Capítalo 9 Observar las células es 


ESTUDIAR LA ESTRUCTURA DE LAS CÉLULAS 
CON EL MICROSCOPIO ÓPTICO 


El microscopio Óptico puede resolver detalles situados a 0,2 unn 
de distancia 


y 


Las células vivás se pueden abservar con nitidez con tun microscopio 
de contraste de fases o de contraste de fases interferencial 

Mediante técnicas digitales las imágenes pueden ser arapificadas 
y analizadas 

Para ser observados al microscopio, los tejidos intactos 
son fijados y seccionados 

Mediante la microscopía de fluorescencia se pueden focalizar 
moléculas determinadas en las células 

Se pueden utilizar anticuerpos para detectar determinadas 
moléculas 

Es posible obtener imágenes de objetos ridimenstonales complejos 
tnedianze la microscopía óptica 

El microscopio confocal produce secciones ápticas, eliminando 
ía luz que queda fuera de faco 

Las proteínas Nuorescentes se pueden utilizar para marcar proteinas 
individuales en células y organismos vivas 

La dinámica de las proteínas se puede seguir en células vivas 

Indicadores que emiten luz pueden medir concentraciones 
intracelulares de tones que cambian con rapidez 

Existen diferentes sistemas que permiten introducir en una cétula 
moléculas para las que la rmembrana celular 383 ropermesble 

La luz se puede utlizar tanto para ver objetos microscópicos como 
para manipulados 

Se pueden visualizar molécutas individusies utilizando microscopía 
Nuorescente de reflexión interna total 

Las moléculas individuales se pueden tocar y desplazar utilizando 
fa riicroscopía de fuerza atómica 

Las moléculas se pueden marcar con radioisótopos 

Los radioisótopos se utlizan para seguirte pista de moléculas tanto. 
entas cébtulas como en los organismos 

Resumen 


OBSERVACIÓN DE CÉLULAS Y MOLÉCULAS 
CON EL MICROSCOPIO ELECTRÓNICO 


El enicsoscopío electrónico resuelve la estruciura fina de la célula 

Para poder ser estudiadas con el microscopio electrónico, los 
muestras biológicas requieren ina preparación espedal 

Las macrornojécutas pueden ser inmntanolocalizadas de forma 
especifica con partículas de oro coloidal, gracias a la enitroscopia 
electrónica 

Mediante la riicroscopía electrónica de barrido se pueden obtener 
imágenes de superficles ó 

El sombreado eretálico permite el examen de deralles superficiales 
alta resolución mediante el microscopio electrónico de 
tracsmisión 

Tanto la tinción negativa como la microscopía crícelectrónica 
permiten observar macromoléculas a alta resolución 

Para tacrementar la resolución se pueden combinar múltiples 
imógenes 

Imágenes de un misras objeto tomadas desde distintas direcciones 
se pueden combinar para dar lugar a una reconstrucción 
vidimensional 
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Capítulo 10 Estructura de la membrana 


LA BICAPA LIPÍDICA 


Los fosfoglicáridos, tos esirgolipidos y los esteroles son fos 
principales lípidos de las membranas celulares 

Los fosfolípidos forman bicapas de forma espontánea 

La bicapa fipídica es un fuido bidimensional 

La fluidez de una bicapa lipídica depende de su composidón 

A pesar de su fitidez, las bicapas Hipldicas Pueden formar dominios 
de composición diferente - 

Las gotas lipídicas están envueltas por una monocapa 
de fosfolípidos 

La asircetría de la bicapa lipidica es importante para su función 

En la superficie de todas fas membranas plasmáticas hay glucolipidos 

Resumen R p 


PROTEÍNAS DE MEMBRANA 
Las proteinas de merbrana se asacian a la bicapa 
lipídica de varias maneras 


Los anclajes lipidicos controlan la localización en la mespbrania 
de algunas proteínas señalizadoras 
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En la mayoría delas proteínas trarimembrana, las regiones de la 
cadena polipeptídica que atraviesan la bicapa fípidica presentan 
una conformadón en hélice (e 

Á menudo las hélices í« traensmembrana interactúan entre sí 

gunos barriles $ forman grandes canales transmembrana 

Muchas proteínas de membrana están ghucosiladas 

Las proteínas de membrana pueden ser solubilizadas y purificadas 
mediante detergentes 

La bacteriorrodopsina es una bomba de protones conducida por 
la tuz, que atraviesa la bicapa en forma de slera hélices a. 

Con frecuencia las proteínas de membrana actúan en forma 
de grandes complejos 

Muchas proteínas de messbrana difunden en el plano de la menbrana 

Las células pueden confinar a lípidos y a proteínas en dominios 
especificos de la membrana 

El ditoesqueleto cortical proporciona ala membrana fuerza mecánica 
y restringe la difusión de las proteinas de membrana 
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Capitulo 11 Transporte de moléculas pequeñas 
a través de la membrana y las propiedades eléctricas 
de las membranas 


PRINCIPIOS DELTRAMSPORTE ATRAVÉS DELA MEMBRANA 


Las bicapas lipidicas Ebres de proteína fienen un alta grado 
de impermeabilidad a los iones 

Existen dos clases principales de proteinas de transporte a través 
de la membrana: transportadores y canales 

El transporte activo está mediado por transportadores acoplados 
auna fuente energética 

Resumen 


TRANSPORTADORES Y TRANSPORTE ACTIVO 
ATRAVÉS DE LA MEMBRANA 


El transporte activo puede ser dirigido por gradientes iónicos 

Los trensportadores de la merabrana plasmática regulan el pr 
citosófico 

En las células epiteliales, la distribución asimétrica de 
transportadores permite el transporte transcelular de solutos 

Existen: tres clases de b_.nbas impulsadas por ATP 

La bomba de Ca* es la ATPasa mejorconocida 

La bomba de Na*/X* de tipo P de la membrane plasmática establece 
el gradiente de Na" a través de la membrane plasmática 

Los vansportadores ABC constituyen la mayor familia de proteinas 
de vanspone de membrana 

Resumen 


CANALES IÓNICOS Y PROPIEDADES ELÉCTRICAS 
DELAS MEMBRANAS 


Los canales iónicos son selectivos para el lon transportado y fuctdan 
entre estados abiertos y cerrados 

El potencial de membrana en las células animales depende 
principalmente de los canales de fuga de K* y del grans 
de K' a través de la membrana plasmática 

Cuando se detiene la bomba Na*/Kt, el potencial de reposo sálo 
decae levemente 

La estructura tridimensional de un canal bacteriano de K* muestra 
cómo funciona un canal iónico 

Las acuaporinas son permezbles al agua pero impermeables a los 
tones 

La función de una neurona depende de su estructura alargada 

Los <anales catiónicos regulados por voltaje generan potenciales 
de acción en las células excitables eléctricamente 

La mielinizacón incrementa la velocidad y la eficiencia 
de propagación del potencial de acción er las células nerviosas 

El registro de zona indica que cada uno de los cantes de Ma? se abre 
siguiendo la ley ded todo o nada 

Los canales catíónicos regulados gor voltaje están relacionados 
evolutiva y estructuralmente 

Enfas sinapsis químicas, los canales iónicos regulados por 
wansmisores conmierten las señales químicas en señales eléctricas 

Las sinapsis químicas pueden ser excitadoras o inhibidoras 

Los receptores de acetilcolina de las uniones neuromusculares son 
canales catíiónicos reguladas por transmisores 
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Los canales iónicos regulados por transmisores son las dienas 
principales de los fármacos psicosctivos 
La transmisión netromuscalar implica la activación secuencial 
de cinco grupos diferentes de canales iónicos 
Cada neurona es un complejo sistema de integración 
La integración neuronal requiere la combinación de porlo menos 
tres dlases de canales de K? 
La potenciación a largo plazo en el hipocampo de los marniferos 
depende delo entrada de Ca** a través delos canales de los 
receptores de HMOA 
Hesumen 
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Capítalo 12 Compartirmientos intracelulares 
y clasificación de protelnas 


LA COMPARTIMENTACIÓN DELAS CÉLULAS 


Todás las células eucariotas tenen la mistra dotación básica 

de orgénulos rodeados de mennbranea 
Los orígenes evolutivos explican las relaciones topológicas 

de los orgánulos 
Las proteínas pueden desplazarse entre compartimientos 

de diferentes maneras 
Las secuencias señal dirigen a las proteínas a su destino celular correcto 
La mayoría delos o7gánulos no se pueden construir de novo: 

« necesitan información del propio orgánulo 
'Resursen 


TRANSPORTE DE MOLÉCULAS ENTRE EL NÚCLEO Y EL CITOSOL 


Los complejos de poro nuclear atraviesan la envoltura nuclesr 

Las proteínas nucleares son dirigidas hacia el núcleo mediente señales 
de localización nuclear 

Los receptores de importación nuclear se unen tanto a señales 
de localización nuclear como a proteinos MPC 

La exportación del núcleo funciona como la kaporración, peto en el 
sentido opuesto 

La GTPasa Ran impone una direccionalidad en el transporte a través 
de los NPC 

El vensporte a través de los NPC se reguís controlando 
elacceso ala maquinaria transportadora 

La ervoltisa nuclear se desorganiza durante la imátosis 

Resumen 


TRANSPORTE DE PROTEINAS AL INTERIOR DE MITOCONDRIAS 
Y DE CLOROPLASTOS 


La transiocación a la matriz mitocondrial depende de una secuencia 
señal y de iranslocadores de proteínas 

Los prectirsores de las proteínas mitocondrisles son importados como 
cadenas polipeptidicas desplegadas 

La hidrólisis de ATP y el potencial de membrana dirigen la Importación 
de proteinas al espacio de la natriz 

Las bacterias y les mitocondrias utilizan mecanismos similares para 
insertar porinas en su membrana externa 

El transporte a la membrana mitocondrial interna y al espacio 
intetrrermbrana mitocondrial se produce a través de varias vías 

Dos secuencias señal diigen las proteínas a la membrana lacolda) 
de los cloraplastos 

Hestinen 


PEROXISOMAS 


Los peroxisomas utilizan el oxígeno molecujar y el peróxido 
de hidrágeno para realizar rescciones de oxidación 

Una corta secuencia señal Sifige la importación de proteínas hacia 
los peroxisomas 

Resumer 


RETÍCULO ENDOPLASMÁTICO 


ELER es estructural y fisncionalmente diverso 

Las secuencias señal fueron descubiertas en proteinas importadas 
Sl ER rugoso 

Una partícula de reconocimiento de señal (SRP) dirige los péptidos 
señal de ER a un receptor especifico de la membrana del ER 

La cadena pollpeptidica pasa a través de tn poro acuoso del aparato 
de translocación 

"La translocación a través de la membrana del ER no siempre requiere 
que se esté produciendo el crecimiento de la cadena pollpeptídica 


En las proteínas tansmembrana de paso único, queda una sola secuencia 
señal intema de ER en la bicapa lipídica, atte adopta la forma 
de héllce a y atraviesa la membrana 

Combinadones de señates de inicio y de paro de translocación 
determinan la topología de las proteínas ransmembrana 
de paso múltiple 

Las cadenas polípeptídicas translocadas se pliegan y se ensarniblan 
en el lumen del ER rugoso 

La mayoria de proteínas sintetizadas en el ER rugoso son glucostadas 
por la adición de un ofigasacárido común unido a N 

Los oligosacáridos actúan como etiquetas que marcan el estado 
del plegamiento de las proteínas 

Las proteínas mal plegadas son exportadas desde el ER y 
degradadas en el citosol 

Las proteínas mal plegadas en el ER activan una respuesta a proteínas 
desplegadas 

Algunas proteínas de membrana adquieren un anclaje 
covalentemente a glucosilfosfauditinositol (GPY 

La mayoría de las bicapas lipídicas de membrana son ensambiadas 
en el ER 
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Capitulo 13 Tráfico vesicular intracelular 


MECANISMOS MOLECULARES DE TRANSPORTE 
DE MEMBRANA Y DE MANTENIMIENTO DE 
LA DIVERSIDAD DE LOS COMPARTIMIENTOS 


Hay varios tipos de vesículas recubiertas 

El ensambiaje de la cubierta de latina controla la formación 
de vesículas 

No todas las cubiertas forman estructuras de tipo cesta 

Los fosfoinositoles coro mercadores de orgánulos y de dominios 
de membrana 

La separación de le vesicula y el desprendimiento de le cublerta son 
regtilados por proteínas citosóficas 

Unas GiPasas monoméricas controlan el ensamblaje de la cublesta 

No todas las vesículas de transporte son esféricas 

Las proteinas Reo guían el direccionamiento de las vesículas 

Las proteínas SNARE participan en el proceso de fusión 

Las SNARE unidas fíenen que ser separadas antes de volver a 
ser isadas 

Las proteínas de fusión virales y las SNARE pueden uxilizar 
mecanismos de fusión similares 

Resumen 


TRANSPORTE DESDE EL ER ATRAVÉS DEL COMPLEJO DE GOLGÍ 


Las proteínas abandonan el ER en vesículas de trensporte recubiertas 
de COPE 

Sólo pueden abandonar el ER las proteinas que están correctamente 
plegadas y ensambladas 

Agregados túbulo-vesicufares realizan el transporte desde el ER Hab. 
el complejo de Goígi 

La vía de recuperación del ER utiliza señales de ciasificación 

Muchas proteínas son retenidas selectivamente en el compartimiento 
en el que actúan 

El complejo de Goig) está formado por una sere de compartimientos 
ordenados 

Las cadenas de da son procesadas en el complejo 
de Gotigi 

Los proteoglucanos se ensambian en el complejo de Golgí 

¿Cuál es el propésito de la glucosilación? 

El transporte a través del complejo de Golgi se leva a cabo mediante 
transporte vesicular o maduración de cisternas 

Las protelnas de lá matriz del complejo de Golgi organizan el dictiosama 


Restnien 


TRANSPORTE DESDE LA RED DEL TRANS GOLGÍA 
LOS LISOSOMAS 


Los lisosomas san el hegar principal de digestión intracelular 
Los lisosornas son heterogéneos 
Las vacuolas de las plantas y de los hongos son lisosomas 
muy versádlles 
Varias vías aportan materiales a los lisosomas : 
" Un receptor de manosa 6-fostaro reconoce las proteínas lisesómt icás 
en la ted del trans Golai 
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fireceptor MSP viaja como una leazadera entre determinadas 
mernbrenas 

Una región señal enla cadena polipeptidica proporciona la leve 
gara la unión de Map 

En huenanos, los defectos en la CicHAc fosforansierase Casan 
una enfeamedad de scurmdsdión isosómica 

Algunos lisosomas son exodtados 

Restémen 


TRANSPORTE HACIA EL INTERIOR DE LA CÉLULA DESOE 
LA MEMBRANA PLASMÁTICA: ENDOCITOSÍS 


Biginas células fagaciicas especializados pueden ingerir grendes 
particutas 

Las vesículas de pinocitosis se forman en la membrana plasmática 
a partir de depresiones revestidas 

Nao todas las vesicules pinociticas están recublerzas de clatina 

Las células utilizan da endocitosis mediada por receptor para importar 
macromoléculas extracelulares seleccionadas 

El material endodctado que no es recuperado por los endosomas 
sermina entos lisosomas 

Determinadas proteínas son recuperadas de los endasomas 
temprénos y devuejtas a la mernbrana plasmática 

En la ruta hacia los endosomas tardíos se forman cuerpos 
meltivesioilares 

La transcitosis transporta macromoléculas a través de mornocapas 
de células epiteliales 

Las células epiteliales úenen dos compartimientos endosómicos 
tempranos distintos pero un solo cormpartimienta endasómico 
tardío cornán 

Resumen 


TRANSPORTE DESDE LA RED DEL TRANS GOLGÍ 
HASTA EL EXTERIOR CELULAR: EXOCITOSIS 


Parece que muchas proteínas y Mpidos son transportados 
eutomáticamente desde el ER y desde el complejo de Gotgi 
hasta la superficie celular 

Las vesiculas secretoras emergen por gemación desde la red del trans 
Golgi 

A menudo las proteínas san procesadas proteoliticamente durante 
la formación de fas vesículas secretoras 

Las vesículas de secreción esperan cerca de la membrana plasmática 
hasta que una señal les haga liberar su contenido 

La exocitosts regulada es una respuesta localizada de la membrana. 
plazmática y del citoplasma subyacente 

Los componentes de mensbrana de las vesiculas de secreción son 
rápidamente recuperados desde la membrana plasmática 

Algunos procesos de secreción regulada permiten alenentar la 

membrana plasmática 

Las células potayizadas dirigen los proteinas desde la red del trans 
Golgi hasta el dominio apropiado de la merbrana plosmática 

Diferentes estrategías direccionan selectivamente a las proteínas 
de membrana y e los lípidos hacia el dominio de membrana 
plasmática correcto j 

Las vesículas sinápticas pueden formarse directamente a partir 
de vesículas endocíticas 
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Capitulo 14 Conversión energética: mitocondrias 
y <loroptastos 


LA MITOCONDEJA 


La mitocondía presenta una mernbrana extema, Una mterna 
y dos compartimientos internos 

£i cicto del ácido cítrico genera electrones tie alta energía > 

Un proceso quimiosmótico transforma la energía de oxidación en ATP 

ENNADH transfiere sus electrones al oxigeno a través de tres grandes 
complejos enzimáticos respiratodos.* 

A medida que los electrones se desplazan alo largo de la cadena 
respiratoria, se almacena energía en forma de gradiente 
electroquímico de protones a través de la membrana interna 

El gradiente de protones impulsa la síntesls de ATP 

E gradiente de protones está acoplado con el transporte a través 
de la membrana mitocondial interna 

Eigradiente de protones produce le mayor parte del ATP de las células 

La maítocondrla mantiene una elevada relación: ATRADP en las células 
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Coro el valor de £6 de la hidrólisis del ATP es muy negativo, 
el ATP es útil para la cólida 

La ATP sntasa puede actuar en sentido contraño, hidrofizando ATP 
y bombesado H* 

Resurnen 


LAS CADENAS DETRANSPORTE DE ELECTRONES 
Y SUS BOMBAS DE PROTONES 


Los protones tienen una gran facilidad para desplazarse 


¿E parencial redox es ura medida de la afinidad porlos electrones 


La transferencia de electrones libera grandes caridades de energía 

Mediante riátodos espectroscópicos se han identificado muchos 
de los transportadores de electrones de la cadena respiratoda 

La cadena respiratoria contiene tres grandes complejos enzimáticos 
embebidos en la mernbrara interna 

En la citacrorao oxidaza, Un centro hierro-cobre cataliza de forrne 
eficiente la reducción del Oz 

Las transferencias de electrones enla menbrna mitocondrial 
interna están mediadas porel efecto túnel de electrones durante 
colisiones al zar 

Una gran calda de potenciol redox a través de cada uno de los 
complejos enzimáticos respiratorios aporta energía para 
el bombeo de H* 

El mecanismo del bombeo de H* octare por diferentes mecanismos 
enlos tres complejos enzimáticos prncipeles 

Los jonóforos de H* desacoplan el transporte de electrones 
de la síntesis de ATP 

Normalmente el control respiratorio modera el fhujo de electrones 
a través de la cadena 

Unos desacoplantes naturales convierten las mitocondalas del tejido 
adiposo marrón en máquinas productoras de calor 

Las mitocondrias desempeñan muchos papeles críticos en el 
metabolismo celular 

Las bacterias también tulizan fos mecanismos quimiosmóticos 
paca aprovechar la energía 

Resumen 


CLOROPLASTOS Y FOTOSÍNTESIS 


El cloroplasto es un miembro de la familla de los plastidios 

Los cloroplastos se parecen a las mitocondrias, pero tienen 
un compartiraiento adicional 

Los cloroplastos captan la energía de ta luz solar y la utilizan para fijar 
carbono 

La fijación del carbono está catalizada por la ribulosa bisfosfato 
carboxilasa 

Por cada tnolécala de CO, fjada $e consemen tres moléculas de ATP 
y dos de NADPH 

En algunas plantas, la fjación del carbono está compartimmentada, 
to cual facilita el crecirmiento a concentraciones bajas de COz 

La fotosíntesis depende de la fotoquímica de las rnoléculas 
de clorofila 

Un fotosistema está formado por un centro de reacción fotoquímico 
y un complejo antena 

En un centro de reacción, la energía capturada por la clorofila genera 
un donador fuerte de electrones a partir de uno débil 

La fotofosforifación no cíctica produce NADPH y ATP 

Los doroplastos pueden producir ATP por fotofosforiación ciclica 
sin generar NADPH : 

Los fotosistemas iy l tenen estructuras relacionadas entre si que 
además se parecen a la de las bacterias 

La fuerza protóremotrz es la misma en la mitocondiia 
y enel doroplasto 

La membrane interna del cloroplasto contiene proteínas 
transportadoras que facilitan ebintercarablo de metabolitos 
con el citosol 

Los Cloroplastos también Hevan a cabo otros importantes procesos 
biosimtéticos q 

Resumen 


SISTEMAS GENÉTICOS DE MITOCONDRIAS Y PLASTIDIOS 


Las raltocondrias y los choroplestos contienen sistemas genéticos 
compleros 
El crecimiento y la división de los orgánalos determinan el número 
de mitocondrias y de plastidios de cada célula 
Las mitocondrias y los doroplastos tenen genomas diferentes 
Tanto las mitocondrias como los doroplastos probablemente han 
-. evolucionado a partir de bacterias endosimbiénticas 
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Las mitocondrias presentar una utilización relajada de codones 
y pueden: tener una variante del código genético 
Les mitocondrias de fas células animales contienen el sistema 
genético más sencilla de tados los conocidos 
Algunos genes de orgánulos contienen introrus 
El genoma del doroplasto de las plantas supeñores tiene unos 120 genes 
Los genes mitocondriales se heredan por un mecanismo no mendellano 


En rechos organismos los genes de los orgánulos se heredan de la madre 


Los mutantes diminutos de fa levadura demuestran la eocracrdinaria 
importancia del núcleo celular enda biogéónesis mitocondrial 

Las mitocondrias y los plastos tienen proteínas específicas de tejido 
que están codificadas en el núdeo de la célula 

Las: mitocondrias linportan la mayor parte de sus pOdos 

doroplastos producen la mayor parte de ello 

Las AO pueden contribuir 24 vejedmiento delas células 
y delos organismos 

¡Para los cloroplastas y las rikocondrias denea sus propios 
sistemas genéticos? _ 

Resumen 


LA EVOLUCIÓN DE LAS CADENAS DETRAMSPORTE 
DE ELECTRONES 


Probablemente las células más prmitbras producian ATP por 
fermentación 

La cadena de transporte de electrones capacitó a las bacterias 
anaeróbicas pora utilizar compuestos orgánicos na fermentables 
corno fuente páncipeal de energía 

Las bacterias fotosintéticas, suministrando una fuente inagotable de 
poder reductor, superaron el mayor obstáculo de la evoiución 
delas cérlas 

Las cadenas de transporte electrónico de las clanobacterias producen 
oxigeno atmosférico y permitieran nuevas formas de vida 

Restimen 

Problernas 

Bibliografía 


Capitulo 15 Mecanismos de comunicación celular 


PRINCIPIOS GEMERALES DE LA COMUNICACIÓN CELULAR 


Las moléculas señal extracetulares se unen 3 receptores específicos 
Las moléculas señal extracetulares pueden actuar a corte o a larga 
distancio 
Las Uniones de tipo gap permiten quedes células vecinas comparan 
la información de señalización 
Cada céfula está programada para responder a combinaciones 
especificas de mealéculas señal oxaracelulares 
Por lo general diferentes tipos de células responden de farma 
diferente a una misma molécula señal extracelhlar 
El destino de algunas células en desarrollo depende de $u posición 
en un gradiente de morfágeno 
Una célida sólo modifica rápidamente la concentración de una 
molécula invacetular bla vida media de esta molécula es corta 
El óxido nítrico, un gas, actúa como tna señal regulando directámente 
ta acriidad de determinadas proteinas en el interior de la célula 
diana 
Los receptores nucleares son proteínas reguladoras de la expresión 
génica moduladas por ligando 
Las tres clases principales de proteinas receptoras de superficie celular 
son los receptores acoplados a canales iónicos, los acoplados 
a proteínas O y los acoplados 4 enziras 
La aragoría de los receptores de superficie celular transmiten 
las señales a través de pequeñas moléculas y de una red 
de proteinas de señalización lntracelulares 
¿Muchas proteinas de señalización intracelulares actóen como 
interrepiores moleculares que se activan por fosforilación 
o por unión a GTP 
Los complejos de señalización intracelular incrementan la velocidad, 
eficiencia y especificidad de la respuesta 
Las interacciones entre las proteínas de señalización intracelulares 
están mediadas por dominios de jateracción modulares 
Las células pueden utilizar varlos mecanismos para responder de 
forma sábila a incrernentos graduales de la concentración 
de una señal extracelular . 
Las redes de señalización intracelular habitualmente utilizan sistemas 
de setroalimentación : 
Las células pueden ajuster su sensibilidad frente a ima señal 


- Resurnen 
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SEMALIZACIÓN ATRAVÉS DE RECEPTORES DE SUPERFICIE 
CELULAR ACOPLADOS A PROTEÍNAS O (GPCR) Y MEDIADORES 
INTRACELULARES PEQUEÑOS 


Las proteínas G tisnéricas pansmiten señales intracelulares desd GPOR 
Aigunas proteínas G regulan la producción de ABAP cíclico 
La proteína quinasa dependiente de ABAP cíclico (PRA) media 
ta mayoría de los efectos del AdAP cíclico 
Algunas proteínas G activan una vía de señalización de fosfolípidos 
de inositol y activan la fosfolipasa Of z 
£1 Ca acrús como un mediador intracelular ubicua 
La frecuencia de les oscilaciones de Casó? afecta la respuesta celular 
En las cójulas anirnales, las acciones del Ca? se producen a través 
de protelnos guinasa dependientes de Co2fcalmodulina 
Cab quinazas) 
Algonas proteínas 6 reguian ditectemerte canales iónicos 
El olfato y la vista dependen dé GPCR que reguian canales iónicos 
regulados por nucleótidos cíclicos 
Los mediadores intracelulares y los cascadas enzimáticas amplífican 
las señales extracelulares 
La desensibilización de los GPCR depende de la fosforiiación 
del receptor 
Resumen 


SEÑALIZACIÓN A TRAWÉS DE RECEPTORES DE SUPERFICIE 
CELULAR ACOPLADOS A ENZIMAS 


Los receptores Hrosina quenasa (RT) acibeados se autofosforilan: 
Determinadas tirosinas fostoriladas de RTK actúen como lugares 
de unión de proteinas señal intracelulares 
Los residuos tirosina fosforilados actúsn como lugares de unión 
de proteínas con dominios SHZ 
Ras forma parte de una gran superfariilla de GTPasas monoméricas 
Los RTK activan Ras a través de adaptadores y GEF: evidencias a partir 
del desarrollo del ojo de Drosophila 
Ras activa una molécula señalizadota MAP-quinesa 
Algunas proteinas de armazón ayudan e impedir el entvecruzamiento 
de señales entre módulos paralelos de MAP-quinesa 


Las GTPasas de la familia Rho se acoplan funcionalmente a receptores 


de superficia celular con el citoesqueleto 

La P13-quinasa produce fosfolípidos de inosizal que actúan como 
sitios de unión en la membrana plasmática 

La vía de señallzación Fl 3-quinasa-AKT estiraula el crecimiento 
yla superdvencia de las células animales 

Las vías de señalización corriente abajo activadas por RTK y por PoR 
se solapan 

La actividad de los receptores asociados a tirosinas quinasa depende 
de proteinas Urosina quinasa citoplasmátcas 

Los receptores de citoquinas activan la vía de señalización JAR-STAÉ, 
proporcionando in cármino rápido hacia el núcleo 

Las proteínas tírosina fosfarasa revlerten las fosforilaciones en tirasinas 

Las proteinas señolizadosas de la superfamilia TGF] actúan mediante 
receptores señna/ftreonios quinasa y Smads 

Las proteínas serinaftreonina quirasa y las proteínas tirosina quiriasa 
están rejacionadas estructuralmente 

La quimiotaxis bacteriana depende de una vía de señalización 
de dos componentes activada por receptores asodados 
ehistidina quinaza 

La rnetilación del receptor es la responsable de la adaptación en la 
Guiriotands bacteriana 

Resumen 


VÍAS DE SEMALIZACIÓN DEPENDIENTES DE PROTEOLISIS 
REGULADA DE PROTEÍNAS LATENTES REGULADORAS DE GENES 


La proteína receptora Notch es una proteína latente reguladora 
de genes 

Las proteínas Vint se unen a los teceptores Prizzled eintiben 
la degradación de la [kcatenina 

Las proteínas Hedgehog se unen a Patched y eliminan su efecto 
iohibidor sobre Smoothened 

Muchos estímealos de estrés e inflamatorios acuúsn mediante una vía 
de señalización dependiente de NFxB 

Resumea 


SEÑALIZACIÓN EM PLANTAS 


La pluricejlularidad y la comunicación celulas evofucionaron 
independientemente en plantes y anémales 

Los receptores serina/treonina quinasa actúan como teceptores 
de superficia celtdar en plantas 
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E etileno bloques la degradación de proteinas reguladoras de genes 
específicas en el núdeo 

La localización regulada de los transportadores de auxina determina 
el crecimiento de la planta 

Los ftocromos detectan luz soja y los eriptacromos detectan luz azul 

Resumen 

Problemas 

Bibliografía 


Capítulo 16 El citoesqueleto 


EL AUTOENSAMBLAJE Y LA ESTRUCTURA DINÁMICA 
DE LOS FILABAENTOS DEL OTOESQUELETO 


Los lamentos del ditoesqueleto son dinámicos y adaptables 

El ditoesquelero tembién puede forrar estructuras estables 

Pequeñas subunidades proteicas forman cada una de los tipos 
de filamentos del citaesquelero 

Los tilarsentos formados por protofilamentos múltiples tienen 
propledades ventajosas 

La nuceación esta etapa imitante en la velocidad de formación 
de los polímeros del citcesqueleto 

Lás subunidades de actina y de tubulina se ensambian cabeza con 
cola dando lugar a fifamentos potares 

Microtúbulos y filamentos de actina lenen dos extremos distintos 
que crecen a velocidades diferentes 

El recambio rotatorio ttreadmilingj y la inestabilidad dinámica son 
consecuencias de la hidrólisis de nucieóridos producida por 
la tubulina y la actina 

Elrecambio rotatorio y la inestabilidad dinámica faciliran la 
reorganización rápida del citoesquetato 

La tubulina y la acuña han sido altamente conservadas durante 
la evolución eucariota 

La estructura de los filamentos intermedios depende de los enlaces 
laterales y del sobreenrollarciento 

Los filamentos intermedios proporcionan estabilidad mecánica 
a las células animales 

Diferentes compuestos pueden alterar la polimerización de los flamentos 

La organización celular de las bacterías y la división celular dependen 
«de homólogos del citoesqueleto aucariota 

Resusnen 


CÓMO REGULAN LAS CÉLULAS LOS FILAMENTOS 
DE SU CTOESQUELETO 


Un cormplejo proteico que contiene tubulina y nuclea a los microtúbulos 
En las células animales Jos micsovíábulos se forman a partir 
del centrosorna 
A mentudo los fitarmentos de actina se nuclean en la membrana plasmática 
El mecanismo de la nucleación influye en la organización de los filamentos 
El olergamiento de tos Slementos está modificado par proteínas 
que se unen a las subunidades libres 
Existen proteínas fragmestadoras que regtilan la longitud y el 
cormportermiento cinético de los filamentos de actina 
y de los microtúbulos 
Las proteínas que se unen lateralmente a los filamentos pueden 
estabilizarios o desestabilizarios 
La dinámica de los filamentos puede verse drásticamente alterada 
par ta unlán de proteínas que interaccionan con sus extremos 
Diferentes pos de proteínas alteran las propiedades de los extremos 


de los microtúbulos que crecen rápidamente ha 


En las células, tos filamentos se organizan en estructuras de ÁlS 
más elevado 

Los fiamentos intermedios están empaquetados y entrecuuzados 
formando hileras compactas 

"Proteínas de entrecruzamiento de propiedades distintas organizan 
diferentes ensamblajes de filarmentos de actina 

La fHamína y la espectrina forman redes de filamentos de actína 

Los elementos del citoesqueleto pueden unirse a la membrana 


plasmática 
Resumen 
MOTORES MOLECULARES - 


Las proteínas motoras basadas en actina son miembros 
de la superfamilla de las míasicas 

bdsten dos tipos de proteínas motoras de microtúculos: las quinesinas 
y las dineínas 

El parecido estructura) entre la miosina y la quinesina refieja un origen 
evolutivo común 


Las proteínas motoras generan fuerza acoplanido la hidrólisis del ATP 
a cambios conformacioneles 

La cinética de las proteínas motoras está adaptada a las funciones 
celulares : 

Las proteinas motoras median el transpotte intracelular de los 
orgénulos rodeados de membrana 

El ctoesqueleto posiciona moléculas especificas de ANA 

Las céjutas regulan la función de las proteínes motoras 

Resuraen 


EL CIFOESQUELETO Y EL COMPORTAMIENTO CELULAR 


La contracción muscular depende del deslizamiento de la rolosina li 
sobre los filamentos de actina 

Un incremento repentino de la concentración citosólica de Cate 
inicia la contracción muscular 

El músculo cardíaco es una ráguina de ingeniería muy precisa 

Los cilias y los flagelos son estructuras móviles formadas 
pot microtóbulos y por dineina 

La dinámica de los microrúbulos y las interacciones de muchas proteínas 
motoras son necesarias para la formación del huso mitótlca 

Muchas célstas pueden desplazarse sobte un sustrato sólido 

La protuberancia de la membrana plasmática está dirigida 
porta polimerización de actina 

La adhesión celular y la tracción permiten avarnzas a las célutas 

Los miembros de la familia de proteínas Rho inducen reorganizaciones 
iraportantes del citoesqueteto de actina 

Algunas señales extracelutares pueden acúvar a los tres miembros 
de la farnília de proteínas Rho 

Señales externas pueden dictar la dirección de la migración celular 

La comunicación entre el citoezsquelera de microtúbulos y el 
de actína coordina la polerización y el movimiento de las células 

La compleja espectalización morfalágica de las neuronas depende 
del citoesqueteto 

Resumen 

Problermos 

Bibliografía 


Capítulo 17 El cido celular 


VISIÓN GENERAL DEL CICLO CELULAR 


El ciclo celular eucariota se divide en cuatro fases 

El control del ciclo celular es semejante en todos los eucariotas 

El control del ciclo celular se puede diseccionar genéticamente 
analizando levaduras mutantes 

El contrat del ciclo celular se puede analizar bioquirnicarnmente 
en embriones de animales 

El control del ciclo celutar se puede estudiar en células de mamífero 
en cultivo 

La progresión del ciclo celular se puede estudiar de varias formas 

Resumen 


EL SISTEMA DE CONTROL DEL CELO CELULAR 


El sistema de control del ciclo celular desencadena los principales 
acontecimientos del ciclo celular ; 

El sisterna de control del ciclo celular depende de proteinas quinasa 
dependientes de cíclina (Cdi que se activan ciclicamente 

Las fosftorilaciones inhibidores y las proteínas inhibidoras de Cdk (CK) 
pueden inhibir ta actividad Cake . 

El sistema de control del ciclo celular depende de la proteolisis cíclica 

El control del ciclo celular depende de la regulación teanscripcional 

El sistema de control del ciclo celular funciona como una red de 
intercuptores bioquímicos 

Resurnen 


+, FASES — - 


CdicS inicia la replicación del DNA una vez en cada cido 
La duplicación de los cromosomas requiere la duplicación: 
de la estructura de la cromatina 
Las cohesinas ayudan a mantener a las cromátidas hermanas juntas 


. Resumen 


MITOSIS 


CdkeM desencadena la entrada en la mitosis 

La defosforilación actíva Cdicót al principio de la mitosis 

La condensina ayuda a configurar los comosormas dupkcados 
para la separación 

El huso mitótico es una máquina basada en microtúbulos 
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Las proteínas motoras dependientes de micronúbulos regulan 
elensariblaje y la función del buso 


Dos mecanisenos colaboran en el ensamblaje de un huso mitóRico bipolar 


La duplicación del centrosorna se produce al púnaipio del ciclo celular 
Cák-Minicia el ensamblaje del huso en la profase 
En das células animales, la finalización del ensamblaje del huso 
requiere que la envoltura nuclear se desorgenite 
La inestabilidad de los micratúbulos aumenta mucho en la mitosis 
Los cromosomas mitóticos proreeven el ensamblaje bipolar del huso 
Los dinetocoros unea las oomátidas hermanas al huso 
La biorientación se consigue mediante ensayo y enror 
HNurnerosas fuerzas desplazan los cromosomas en el huso 
E APCLC desencadena le sepsración de los crométidas hermanas 
yla nalización de la mitosis 
Los cromosomas sueltos bloquean la seperación de las cromárldas 
hermanas: el punto de control del ensamblaje del huso 
Los eromosomas se segregan en la anafase A y B 
Los cromosomas segregados se empaquetan en núcleos hijos 
en la telofase 
La meiosis es una forma especial de división nuclear implicada 
en la reproducción sexual 
Resturnes 


CITOCINES:S 


La actina y ta miosina € del anillo contrácill generan la fuerza 
necesaría para la citocinesis 

La activación local de BhoA desencadena el ensambiaje 
y la coruracción del anillo contrácul 

Los microtúbutos del huso mitótico dezerminan el plano de división 
de las células animales 

El fragrnoplasto guía la citodnesis en las plantas superiores 

Los orgánutos rodeados de mernbrena tienen que distribuirse entre 
las celulas hijes durante la citocinesis 

Algunas células reebican su huso para dividirse asimétricarmente 

La mitosis se puede producir sin citocinesis 

La fase G es un estado estable de inactividad Cake 

Resumen 


CONTROL DELA DIVISIÓN CELULAR Y DEL CRECIMIENTO CELULAR 

Los mitógenos estimulan la división celular 

Las células pueden retrasar la división entrando en un estadio 
especializado no proliferativo 

Los mitógenos estimulan las actividades de Cok-Gry de Cdk-Gy/S 

El daño en el DNA bloquea la división celular: la respuesta al daño 
enel DA 

Muchas células humanas lirnitan de forma programada el número 
de veces que se pueden diádir 

Las señales de proliferación anómalas originan la detención del ciclo 
celular o la apoptosis, excepto en células cancerosas 


El crecimiento del organismo y de los órganos is del crecimiento 


celtiar 

Las células que proliferan por Jo general coordinan su crecimiento 
y división 

Las células vecinas complten por las proteínas de señalización 
extracelulares 

Los animales controlen la masa celular tota) mediante mecanismos 
desconocidos : 

Resumen 

Problemas 

Bibllogrofía 


Capitulo 18 Apoptosis 


La muerte celular programada emita las células superfluas 

Las células apoptóticas se reconocen bioquimicamente 

La apoptosis depende de una cascada proteolítica intracelular 
mediada por caspasas 

Los receptores de muerte de la superficie celular activan la vía 
extrínseca de la apoptosis 

La vía intrinseca de la apoptosis depende de las mitocondría S. 

Las proteínas Ecl2 regulan la vía intrínseca de la apoptosis 

Los lAP inhiben las caspasas 

Los factores de supervivencia extracelulares inhiben la aporto 
de varias lomas 

La apoptosis excesiva o insuficiente puede contibuir a la enfermedad 

Resumen 

Problernas 

Bibliografía 


Capítulo 19 Uniones celulares, adhesión celular 
y matriz extracelular 


CADHERINAS Y ADHESIÓN INTERCELULAR 


Las cadherinas median la adhesión imercelular dependiente de Cat? 
en los telidos animales 

En vertebrados, le superfarnilla de las cadhernos está consdtulda 
por dentos de proteinas diferentes e incksfe algunas que 
presenten funciones de señafización 

Las cedherinas median adhesiones homofilicas 

La adhesión selectiva célulacélula posibilita a las células disociedas 
de vertebrados resgruparse entedos organizados 

Las cadherinas controlan la rnezcla sejectíva de las celulas 

Test sequía las transiciones epitelio-mesenguimáticas 

Las cateninas conectan las cadherinas ciásicas con el citnesqueleto 
desciina 

Las uniones adherentes coordinen la morilidad basada en la actina 
en celtas adyacentes . 

Los desmosornas confieren resistencia mecánica a los epitellos 

Las uniones intercelulares envían señales al interior de la célula 

Las selectinas median las trsones imercelulares transitorias en 
el sistema vascular _ 

Las proteínas que pertenecen a la superfamilla de las 
inmunoglobulinas median la adhesión cébila-célula 
independiente de Ca%+ 


En de formación de na sinapsis actúen numerosos tipos de moléculas 


de adhesión en paralelo 
Las proteínas de armazón organizan los complejos de unión 
Resumen 


UNIONES ESTRECHAS Y ORGANIZACIÓN DE LOS EPITELIOS 


Las uniones estrechas setlan las células entre sí y forman una barrera 
entre los dominios de mernbrana 

Las ploteínas de armazón de los complejos de unión desempeñan 
un papel importante en el control de la profiferación celular 

Las uniones intercelularos y la lómina basal gobiernan la polaridad 
¿picobasal en los epitelios 

Un sistema de señalización distinto controtata polaridad 
celular planear 

Resumen 


CANALES INTERCELULARES: UNIONES DETIPO GAP 
Y PLASMODESMOS 


Las uniones de tipo gap acoplan las células, eléctrica 
y metebolcamente 

Un conexón de uniones de tipo gap está compuesta por seis 
subunidades vansmembrana de tipo conexina 

Las uniones de tipo gap tienen diversas funciones 

Las células pueden zeguler la permeabilidad de sus uniones 
de tipo gap 

En los vegetales, los plasmodesmos realizan muchas de las funciones 
de las unlones de tipo gap 

Resumen 


LA LÁMINA BASAL 


Los léminas basales subyacen a todos los epitelios y envuelven 
algunos Bpos celulares no epiteliales 

La laminina es el principal componente de la lárnina basal 

Las colégenas de tipo IV confieren a la lárnina basal resistencia 
ala yacción 

Las láminas basales realizan diversas fundones 

Resumen 


INTEGRINAS Y ADHESIÓN CÉLULA-MATRIZ 


Las integsinas son heterodimeros transmembrana que se unen 
al citoesqueleto 


- Lasintegrinas pueden cambiar de una conformación activa a Otra 


inactlva 
Defectos en la miegrina son jos responsables de numerosas 
enfermedades genéticas 
Las integrinas se agrupan formando fuertes adhesiones celulares 
Las uniones a la matriz extracelular actúen a través de las integiinas 
controlando la profiferación y la supereivencia celulares 
Las integrinas reciutan proteínas de señalización intracelular - 
en regiones de adhesión célula sustrato 
Lasintegrinas pueden producir efectos intracelulares localiados 


Resumen, 
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MATRIZ EXTRACELULAR DE LOS TEJIDOS CONSUNTIVOS 
ANIMALES 


La rnatriz estracelulas está producida y orientada por las células 
incluidos en ella 

Las cadenas de glucosarminogiucanos (GAG) forman geles híciratados 
y ocupan grandes volúmenes 

El ácido hialurónico actúa corno relleno y facilita la migración celular 
durante la morfogénesis y la reparación de los tejidos 

Los proteoglucanos están compuestos por cadenas de GAG unidas 
covalentemente 3 103 proteína central 

Los proteogfucanos pueden regular las actividades de las proteínas 


setretadas 
Los proteogiucanos localizados en la superficie celular acuían como 
cormeceptores 


Las colágenas son las principates protelnas de la matriz extracelular 

Las cadenas de colágena sufren una sere de modificaciones 
postraduccionales 

Tras su secreción, los propéptidos son escindidas de la prrcoagena 
permitiendo la organización de las fibrillas 

Las colágenas asociadas a fibrillas de secreción intervienen en la 
oxganización de las fibrillas 

Las células parúcipan en la organización de las Rbriflas de colágena 
que secretan al ejercer fuerzas de teacción sobre la matriz 

La elastina confiere elasticidad a los tejidos 

La fibronecina es una proteína extracelular que interviene 
en el anclaje de la célola a la maviz 

La tensión ejercida por las células regula el ersambiaje de las Abríllas 
de fibronectina 

La fibronectina se une a ntegrinas a través de motivos RGD 


Las células ener que ser capaces tanto de degradar la matriz como * 


de formearia 

La degradación de la matriz se locelíza en las proximidades 
de las células 

Resumen 


PARED CELULAR VEGETAL 


La composición de la pared celular depende del tipo celular 

La resistencia a la tracción que presentan les puredes celulares permite 
alas cólulas vegorales desarrollar una presión de turgen da 

La pared colular primaria está constituida por microfibxillas de celulosa 
entrerejidas con una red de polisacáridos y proteínas 

La deposición orientada de la pared celular controla el crecimiento 
celular en los vegetales 

Los microtúbulos orienten la deposición de la pared celular 

Resumen 

Problemas 

Bibliografía 


Capitulo 20 Cáncer 


EL CÁNCER COMO PROCESO MICROEVOLUTIVO 


Las células cancerosas se reproducen sin restricciones y cofonizan 
otros tejidos 

La mayoría de cánceres derivan de una sola céluta 

Las celulas cancerosas tenen mutaciones somáticas 

Una sola mutación no es suficiente para causar cáncer 

Los cánceres se desarrofian gradualmente a partir de un número 
crechente de células aberrantes 

La detección precoz evita los cánceres cervicales 

La progresión de los tumores implica rondas sucesivas de mutación 
y selección natural 

- Los cambios epigenéticos que se acumulan en las células cancerosas 

incluyen estructuras heredadas de cromatina y metllaciones 
enel DIA 

Las células cancerosas humanas son genéti camente inestables 

Amentdo el crecimiento del cáncer depende de un control 
defectuoso de la muerte celular se la diferenciación cehiñar 
ode ambas cosas 

Las células cancerosas presentan las en sus respuestas 
al daño en el DMA y a otras formas de estrés : 

Las células cancerosas humanas escapan a la sutolimitación 
de la proliferación celular 

Una pequeña población de colutas progenitoras usmopales mantiene 
la mayorla de tumores 

. ¿Cómo aparecen las células progenitores del cáncer? 

Para produch metástasis, las células cancerosas malignas tienen que 

sobrewhár y proliferar en un ambiente adverso 


Los tumores inducen anglogénesis 

El microambiente del tumor influye en el desarrollo del cáncer 
Diversas propiedades contribuyen al crecimiento canceroso 
Resumen 


CAUSAS DEL CÁNCER QUE PODEMOS PREVENIR 


Cast todos, pero no todos, los agentes que dañan el DNA 
producen cénter 
Los inidadores de tumores dañan el DNA, los promotores huernorates no 
Los virus y otras infecciones contribuyen a la formación de cáncetes 
hurnanos en Una proporción significativa 
La identificación de los carcinógenos revela formas de evitas el cáncer 
Resumen 


DESCUBRIMIENTO DE LOS GENES CRÍTICOS DEL CÁNCER 


La identificación de mutaciones que suponen ganancia de función 
y de mutaciones que suponen pérdida de función, requiere 
métodos distintos 

Losretrovirus pueden actuar como vectores para los Ontogenes 
que alteran el comportemiento cetular 

Las distintas búsquedas de oncogenes hán convergido en el mismo 
ger: Ras 

Los genes supresores de tumores pueden ser identificados a través 
de estudios de raros síndromes cancerosos hereditarios 

Los genes supresores de tumores también pueden identificarse 
estudiando los tumores 

Tanto mecanismos genéticos como epigenéticos pueden inactívar 
alos genes sepresores de tumores 

Los genes mutados en el cáncer se pueden convertir en hiperactivos 
de muchas formas distintas 

La búsqueda de los genes críticos del cáncer continúa 

Resumen 


BASES MOLECULARES DEL COMPORTAMIENTO 
DELAS CÉLULAS TUMORALES 


Los estudios en embriones en desarrollo y en animates transgénicos 
permiten descubrir las funciones de tos genes críticos del cáncer 

Muchos genes críticos del cáncer reguian la proliferación celutar 

Diferentes vias pueden mediar la destegulación de la progresión: 
auavés del ciclo celular y del crecimiento celular en las células 
cancerosas 

Algunas mutaciones en los genes que regulan la apoptosis permiten 
a las células tumarales sobrevivir cuando no deberian hacerto 

Algunas mutaciones en el gen p53 permiten a jas células tumorales 
sobrevivir y proliferar aunque preseruen alteraciones en su DNA 


- Los virus tumorales de DNA bloqtiean la actividad de los genes clave 


supresores de tumores 

Las tuutaciones que permiten las metástasis todavia constituyen 
un misterio 

Los tumores colono-rectales evolucionan lentamente a través de una 
sucesión de cambios visibles 

Algunas lesiones genéticas ciave son comunes 3 una gran cantidad 
de cánceres colono-rectales 

Algtnos cánceres colono-rectales presentan errores en el 
apareamiento del DNA durante su reparación 

Las etapas de la progresión tumoral se correlacionan 
con determinadas muteciones 

Cada cáncer se caracteriza por se propia colección de lesiones 
genéticas 

Resemen 


TRATAMIENTO DEL CÁNCER: PRESENTE Y FUTURO 
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La búsaueda de tratamientos para el cáncer es dificil pero no desesperada 1257 


Las terapias tradicionales aprovechan la inestabilidad genética 
y la pérdida del control del cicio celular de las células cancerosas 

Los nuevos fármacos aprovechan Las casas específicas 
de la inestabilidad genética de los tumores 

La inestabilidad genética permite a los cánceres ser progresivamente 
más resistentes a las terapias 

Á partir del conocimiento de la biología del cáncer pueden 
desarrollarse nueves terapias 

Se pueden diseñar pequeñas moléculas dirigidas especificamente 
a proteinas ancogénicas 

Los vasos sanguíneos tumorales son dianas lógicas para la terapia 
antitumoral 

Muchos cánceres pueden ser matados incrementando la respuesta 
nerune contra un tumor específico 
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El tratarsiento de los pacientes con diversos fármacos simultáneamente 
presenta ventajas potenciales para la terapia antitumoral 

El patrón de expresión génica eysda a clasificar los cánceres 
en subgrupos con significado dínico 

Todavía queda mucho por hacer 

Resumen 
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Capítulo 21 La reproducción sexual: meiosis, células 
germinates y fecundación 


LA REPRODUCCIÓN SEXUAL 


En dos eucariotas superiores, la fase haploide es breve 

La meñosis genera diversidad genética 

La reproducción sexual propardona a los arganismos ura ventaja 
comperñtiva 

Resumen 


MELOSIS 


Los gametos són el resultado de dos divislones mejóticas 

Los cromosomas homólogos duplicados ly los cromosomas sexuales) 
se aparean durante la profase l temprana 

El apareamiento de los cromosomas homólogos culmina 
con la formación del camplejo sinaptinénico 

La segregación de los cromosomas homólogos en la meiosis depende 
de proteinas asocladas al cinetocoro 

A menudo la meñosis no funciona correctamente 

Los entrecruzamientos aumentan la redistibución genética 

Ebentrecruzamiento está muy regulado 

La regulación de la meiosis es disdnta enfos machos y en las hembras 
de los mamiferos 

Resumen 


CÉLULAS GERMINALES PRIMORDIALES Y DETERMINACIÓN 
DEL SEXO EN LOS MAMÍFEROS 


Señales específicas de las células vecinas a fas PGC 
de los mamiferos 

Las PGC migran a tas gónactas en desarrollo 

En los marniferos, el gen Sry conduce el desarrollo de la gónada baca 
la formación de un testículo 

Muchos aspectos de la reproducción sexual varían en gran medida 
enve las especies animales 

Resumen 


OOCIrOS 


Un gocito es una célula atamente especializada para seguir un 
desarrolla independiente 

Los oocitos se desarrotian par etapas 

Los aacitos alcanzan su gran tamaño mediante mecanismos 
especiales de crecimiento 

La mayor parte de los oocitos hurnanos mueren sin llegar a madurar 

Resumen 


ESPERMATOZOIDES 


Los espermatozoides están extracrdinariamente especializados para 
transmitir su DNA a tun oocito 

Los espermatozoides se producen en los testículos de los mamiferos 
de manera continuada 

Los espermatozoides se desarrollan como un sincitio 

Resumen 


FECUNDACIÓN 


en los embriones 


Los espermatozoides eyaculados alcarizan la capacitación en el wecto 


genital femenino 
Los espermatozoides capacitados se adhieren a la zona pelícida 
y experimentan la reacción acrosómica 
Todavia no se conoce el mecarásmo de la fusión aci 
La fusión con un espermatozoide activa el occito mediante 
un atmento del Ca% citosólico 
La reacción cortical asegura que el aocito sea fecundado por un solo 
espermatozoide 
El espermatozoide proporcione al zigoto los centriclos y su genoma 
VF e (CS han revolucionado el tratamiento de ta Infertilidad humana 
Restimen 
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Capítulo 22 Desarrolio de los organismos 
pluricelulares 


MECANISMOS GENERALES DEL DESARROLLO ANIMAL 


Los arirnales comparten algunas caracteristicas anatóradces básicas 
Los animales pluricelulares son ricos en proteínas que intenáeñen. 
entas interacciones celulares y la regulación génica 
El DNA regulador define el programa de desarrollo 
La manipulación del embrión revela las interacciones ente sus céntas 
Los estudios de animales mutantes identifican los genes 
que controlan los procesos del desarrollo : 
La célula torna decisiones sobre su desarrollo mucho antes de mostrar, 
algún cambio visible , 
Las células recuerdan valores posicionales que reflejan su localización. 
en el cuerpo 
Mediante señales inductoras se generan, de una máne 
diferencias entre células inicialmente idénticas 
Una división celutor asimétrica puede der lugar 3 células hermanas E 
diferentes E 
La rerroalimentación positiva genera asimetría donde antes no la había 
La rerroatimentación positiva genera patrones, respuestas de todo 
o nada y proporciona mernaria 
Un pequeño grupo de vias de señalización, utilizado de forma repetida, 
corerota el parón de desarrollo 
Los morfógenos son inductores de largo alcance que ejercen efectos 
graduales 
inhibidores extracelulares de las riolécujas señal modelan la 
respuesta del inductor 
Las señales del desarrollo pueden difundir por el tejido de diferentes 
maneras 
Los programas intrínsecos de una célula definen la temporización 
de su desarrallo 
Los patrones iniciales se establecen en pequeños campos de células, 
se perfeccionen por inducción secuencial y el embrión crece 
Resumen 


CAENORHABONIS ELEGANS: SU DESARROLLO DESDE 
LA PERSPECTIVA DE LA CÉLULA INDIVIDUAL 


Coenorhebaitis elegans es anatómicamente sencillo 

En el desarrolto de un nematodo, el destino celular se puede predecir 
casi períectamente 

La división asimétrica del huevo se organiza mediante los productos 
de los genes de efecto materno 

Las interacciones célula-célula generan patrones progresivamente 
más complejos 

La microdisección y la genética revelan la lógica del control del 
desarrollo; la cionación génica y la secuenciación revelan sus 
mecanismos moleculares 

Con el tiempo, las células cambian su capacidad de respuesta frante 
a las señales de desarrollo 

Los genes heterocrónicos controlan la temporización del desarrollo 

El contaje de las divisiones celulares no forma parte del prográrna 
interno de temporización 

Algunas células mueren por apoptosis como parte del programa 
de desarrollo 

Resumen 


DROSOPHILA Y LA GENÉTICA MOLECULAR DELA FORMACIÓN 
DEL PATRÓN: GÉNESIS DEL ESQUERA CORPORAL 


El cuerpo del insecto está constituido por una sería de unidades 
o segmentos 

Drosaphita empieza su desarrollo como un sinicitio 

Mediante cábajes genéticos se han definido los grupos de genes 
necesarios para determinados aspectos del patrón inicial 

Las interacciones entre el cocito y su entoma definen los ejes 
del embrión: el papel de los genes de polaridad del hueyo 

Los genes de señalización dorsoventral crean un gradiente 
de proteína reguladora de genes nucleares * 

Dpp y Sog establecen un gradiente morfogénico secundaria 
para perfeccionar el patrón de la parte dorsal del embrión 

El eje dorsoventral de los insectos coresponde al eje ventrodorsal 
de los vertebrados 

Tres clases de genes de segmentación perfeccionan el modelo 
matemo anteroposteñor y subdividen el embrión 

La expresión lacalizada de los genes de segmentación se regula 
por la jerarquía de tas señales posicionales 
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La naturaleza madular del DNA regulador permite que los genes 
tengan funciones múltiples controladas independientemente 

Los genes de polaridad del hueva, los gap y los de regla par crean un 
patrán temporal que es recordado por otros genes 

Resumen 


LOS GEMES SELECTORES HOMEÓTICOS Y SU PAPEL 
EN LA FORMACIÓN DEL PATRÓN DEL EJE AMTEROPOSTERIOR 


El código Hox determina las diferencias entre el sector anterlor 
yet posterior 

Los genes selectores homeóticos codifican proteínas que se entazan 
al DNA que interacróan con otras proteínas reguladoras 

Los genes selectores homeóticos se expresan secuenciolmente 
según el orden que siguen en el complejo Hox 

El carmmplejo Hox contiene un registro permanente de información 
posicional : 

También en verrebrados los genes selectores Hox controlan el eje 
anteroposterior 

Resumen 


ORGANOGÉNESIS Y DISEÑO DE LOS APÉNDICES 


Las mutaciones sornáticas condicionales e inducidas hacen posibla 
el análisis de las funciones génicas en el desarrollo tardío 

Las partes del cuerpo de la mosca adulta se desarrollan a partir 
de los discos imaginales 

Las genes selectores homeóticos son esenciales en fa memoria de la 
información posicional en fas células de los discos imaginales 

Los genes reguladores específicos definen las células que formarán 
un apéndica 

El disco del ata de insecto se divide en compartimientos 

Cuatro vías de señalización ya conocidas se combinan entre 
si formando el patrón del disco del ala Wingless, Hedgehog, 
DOpp y Notch 

El tamaño de cada compartiralento se regula por interacciones 
entre sus cólutas 

Mecanismaos similares modelan fos extremidades de los 
vertebrados 

La expresión focalizada de clases específicas de genes de proteínas 
reguladoras prefigura la diferenciación celular 

La inhibición lateral escoge las células madra sensoriales de los 
agregados proneurales 

La inhibición lateral conduce a ta descendencia de la célula madre 
sensorial hacia destinos finales diferentes 

La polaridad planar de las divisiones asimétricas está controlada 
por la señalización mediada por el receptor Fizzled 

Las divisiones asimétricas de las células madre generan neuronas 
adicionales en el sisterna nervioso central j 

Las divistones asimétricas de los neuroblastos segtegan un inhibidor 
de la división celular en tna sola de fas células hijos 

En muchos tejidos, la señalización Norch regula el patrón detallado 
de los tipos de células diferenciadas 


Algunos genes reguíadores son clave para definir un úpo celular 


otros pueden activas el prograrna de generación de un órgano 
completo 
Resumen 


LOS DESPLAZAMIENTOS CELULARES Y LA FORMACIÓN 

DEL CUERPO DE LOS VERTEBRADOS , 

La polaridad de un embrión de anfibio depende de la polaridad 
del huevo 

La segmentación genera muchas células a partir de una sola 

La gasterulación transforma una esfera hueca en una estructura 
con tres capas y un tubo digestivo primitivo 

Los desplazamientos de ta gastrulación se pueden predecir 
can precisión 

Las señales químicas desencadenan tos procesos mecánicos 

Cambios actiros en el empaguetamiento celular proporcionan 
la fuerza matriz de la gastrulación 


Un cambio en los patrones de adhesión cetutar obliga a tas células z 


areordenarse : 

La notocorda se alarga y la placa neural se abarquilla formando 
el tubo neural z 

Un oscilador de expresión génica controla la segmentación 
del mesodermo en somitas 

Las oscitaciones del reloj de segmentación pueden deberse 
atun retrosfimentación negativa reterdada 
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Las células migradoras invaden los tejidos embrionarios de farma 
estricramente controlada 

La distribución de las células migradoras depende de factores 
de supervivencia así como de los indicios guía 

La sirnetría lateral de los vertebrados deriva de una asimetria 
molecular en el embrlón temprano 

Resumen 


EL RATÓN 

El desarrollo de los mamiferos empleza con un preámbulo espectat 

El embrión temprano de los mamiferos es altamente regulador 

A partir de un embrión de marifero se pueden obtener cálulas 
madie embrionarias toipotentes 

Las interacclones entre el epitelio y el mesénrquima generan 
estructuras tubifares ramificadas 

Resumen 


EL DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO 


Las neuronas toman distintos caracteres según el momento y el lugar 
donde nacen 

El carácter asignado a una neurona en el momento de su nacimiento 
determina las conexiones que formará 

Cada axón y cada dendrita se alarga mediante el cono de crecimiento 
del ápice . 

El cone de crecimiento in vito marca el rumbo de la neurita 
en desarrolla a lo fargo de una vía perfectamente definida 

Los conos de crecimiento pueden carnbiar su sensibilidad mientras 
viajen 

Los tejidas diana liberan factores neurotiópicos que controlan 
el crecimiento y la supervivencia de las células nerviosas 

La especificidad neuronal guía la formación de mapas neuronales 
ordenados 

Las axones de diferentes regiones de la retina responden de forma 
diferente a un gradiente de moléculas repelentes del tectum 

Los patrones difusas de conexiones sinápueas se definen 
por remodelación activa 

La experiencia moldea el parón de las conexiones sinápticas 
en el cerebro 

Posiblernente la memoria del adulto y la remadelación sináptica 
en el desarrollo dependen de mecanismos similares 

Resumen j 


EL DESARROLLO DELAS PLANTAS 


Arobidapsis se utiliza corno organismo modelo para la genética 
molecular de las plantas 

El genoma de Arcbidopsis es fico en genes de control del desarrollo 

El desarrollo embrionario empieza estableciendo el eje raíz-calllo 
y fuego se detiene dentro de la semilla 

Las partes de la planta se generan secuencialmente por meristemas 

El desarrollo de la plántula depende de señales ambientales 

Señales hormonales de largo alcance coordinan las fases del 
desarrollo en distintas partes de la planta 

La formación de cada nueva estructura depende de la división 
orientada y de la expansión celular 

Cada módulo de la plana crece a partir de un grupo de primardios 
microscópicos del meristemo 

El transporte polarizado de auxina controla el parrán de los primordios 
en el messtemo 

La señalización celular mantiene el meristemo 

Las mutaciones reguíadoras pueden transformar la topología de la 
planta alterando el comportamiento celular en el meristerno 

La activación de la foración depende de las condiciones 
ambientales posadas y presentes 

Los genes selectores homeóticos especifican las partes de una Hor 

Resumen 

Bibliografía 


Capítulo 23 Los tejidos especializados, las células 
madre y la renovación tisular 


LA EPIDERMIS Y SU RENOVACIÓN MEDIANTE CÉLULAS MADRE 


Las células epidérmicas forman una barrera impermeable de varias 
capas 

A medida que van maduranaso, las células epidérmicas en 
diferenciación expresan una secuencia de genes diferentes 

Las células madre de la capa basal permiten la renovación 
de la epidermis 


Las dos células hijas de una célula madre no siempre tienen que 
llegara ser distintas 

La capa basal contiene tanto las células madre como las células 
amplificadores trensitorias 

Las divistones amplificadores transitodas formen purte de la estrategia 
de control del crecimiento 

Lascélulas madre de algunos tefidos conservan hebras del DIVA inicial 

Cuando se necesitan nuevas células con urgencia, la velocidad de 
división de las oójulas madre puede aumentar considerablemente 

Muchas señates que intereccionen entre sí dirigen le renovación 
de la epidermis 

La glándula marnara experimerta ciclos de deserollo y regresión 

Hestmen 


LOS EPTFELIOS SENSORÍALES 


Las neuronas olfatorias se reeraplazan continuamente 

Las cálulas cilladas del oido denen que durar toda lasáda 

La mayoría de les células permenentes renuevan sus componentes; 
las cétulas fotorreceptors de la retina 

Restmen 


LAS VÍAS RESPIRATORIAS Y EL INTESTINO 


En los alvéctos de los pulmones, los tipos celulares aciyacentes actúan 
de foema conjunta 

Las células caliciformes, las célutas cilledas y tos mecrófagos colaboran 
manteniendo irmpias los vías tespiratorias 

El revestimiento del intestino delgado se renueva més deprisa que 
cualouier otro tejido 

La señalización Vínt mentiene el compartimiento de células madre 
del intestino 

La señalización Notch controla la diversificación de las células 
intestinales 

La señalización Efrina-Eph controle las migraciones de las células 
del epiteko intestinal 

Las vías de señalización YVént, Hedgehog, POGF y BRAP se combinan 
delimitando el nicho de las cóhalas madre 

El bigado funciona como una interfase entre el tracto digestivo 
yla sangre 

La pérdida de células hepéricas estimula su proliferación 

La renovación del tejido no tiene que depender de las células madre: 
las células secretoras de insulina en el páncreas 

Resumen 


LOSVASOS SANGUÍNEOS, LOS VASOS LINFÁTICOS Y LAS CÉLULAS 
ENDOTELÍALES 


Las células endotefiales revisten todos los vasos sanguíneos 
y linfáticos : 

Las céletas endoteliales estrelladas promueven la anglogénesis 

Diferentes células endoteliales forman tipos de vasos diferentes 

Los tejidos que necesiten igacdión sanguinea producen VEGE; 
la señalización Hotch entre las céfutas endoteliales regula la 
respuesta s 

Las señales de las células endoteliates controlanta incorporación de 
los pericitos y de céludes musculares lisas formando la pared 
del vaso 

Resumen 


RENOVACIÓN MEDIANTE CÉLULAS MADRE PUURIPOTENCIALES: 
FORMACIÓN DE CÉLULAS SANGUÍNEAS 


Los tres pos principales de glóbulos blancos son granulocitos, 
monacitos y infociros 

La producción de los distintos pos de células sanguíneas en 
la rmédula ósea roja está controlada inclividusimente 

La riédula ósea rola contiene las células madre hernatopoyéticas 

Vea cálula madre pliripotencial da lugar a todos los tipos de células 
senguineas 

La determinación es un proceso gradual 

Las divisiones de las células progenitoras comprometidas amplifican 
el número de célulos sanguíneas especializadas 

Las células madre hematopoyéticas dependen de señales de 
contacto con tas célutos del estrorria 

Los factores que regulan la hernatopoyesis pueden analizarse 
en cultivo : : 

La erttropoyesis depende de la hormona enitropoyetins 

En la producción de los neutrófilos y de los macrófagos influyen 
muchos CSF 
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El comportandento de una céluda hematopoyética depende 
parcialmente del azar . 

La reguiadión de la supervivencia cebuler es fan importante coran 
la tegulación de la proliferación celular 

Resumen 


GÉNESIS, MODULACIÓN Y REGENERACIÓN DEL MÚSCULO 

ESCUELÉTICO 

Los rrioblastos se fusionar para forrpar nuevas fibras musculares 
esqueléicas 


Las células musculares pueden modular sus propiedades cembiando 


isoformas de las proteínas que presentes 

Las fibras musculares esquelóticas segregan miostetina, que limita 
su propio crecimiento 

En el adulto, algunos miobleztos persisten como células madre 
cuiesceribes 

Resumen 


LOS FIBROBLASTOS Y SUS TRANSFORMACIONES: LA FAMILIA 
DELAS CÉLULAS DEL TEJIDO COMSJUNTIVO 


Los fibrotáastos cambian sus características en respuesta a señales 
de la matriz extracelular 

La matriz extracelular puede influir en la diferenciación de las célales 
del tejido conjuntivo, afectando a su forma y su adhesión 

Los osteoblastos fabrican la matriz ósea 

La mayor perte de los huesos se forman a partir de reodelos 
de carulago 

El hueso se remodela continuamente por medio de las células 
que lo forman 

Las señales de los osteoblastos controlan alos osteoclastos 

Las cólutas adiposas pueden desarrollarse a partir de los fibroblastos 

La leptina segregada por las cébitas adiposas proporciona una 
setroalime:rtación negativa que inhibe la ingesta 

Resurnern 


INGENIERÍA DE LAS CÉLULAS MADRE 


Las cólulas madre hermosoyéticas se puedeo utilizar pare susditulr 
cálulas sanguíneas alreradas por otras sanas 

Las poblaciones de células madie epidérmicas pueden expandirse 

en ccultivo pora la tegeración de Un teudo 

Las células madre neuronales se pueden manipular en cultivo 

Las células madre neuronsles pueden repobíar el sisterta nervioso 
caniral 

En el adulto fes células rmadee son especificas de cada tejido 

Las cólulas ES pueden formas cuelquier parte del cuerpo 

Las céltuias ES especificas de un paciente podían resolver 
el problerna del rechazo inmunitario 

Las células ES son útiles para el descubrirmiente de fármacos 
y el estudio de enfermedades 

Resurnen 
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Capítudo 24 Patógenos, infección e inmunidad innata 


INTRODUCCIÓN A LOS AGENTES PATÓGENOS 


Los agentes patógenos har desarrollado mecanismos especificos 
de interacción con sus huéspedes 


Los signos y síntomas de una infección pueden deberse tanto 


al agente infeccioso como a las respuestas del huésped 
Los agentes patógenos son flogenéticamente diversos 
Las bacterias patógenas son portadoras de genes de virulencia 
Protozoos y hongos parásitos siguen complejos ciclos vitales a través . 
de reúitíples formas 
Todos los procesos de la propagación vitica dependen 
de la maquinaria de la célula huésped 
Los priones son proteínas infecciosas 
Los agentes infecciosos están relacionados con el cáncer, 
las enfermedades cardiacas y otras enfenmedades crónicas 
Resurnen : ? 


BIOLOGÍA CELULAR DE LA ENFECCIÓN 


Los agentes patógenos atraviesan barreras protectoras para colorázar 
al huésped 

Los patógenos que colonizen los epitelios han de evitar $u eliminación 
por parte del huésped 

Los patógenos intracelulares disponen de mecanismos tanto para 
entrar como para abendoner les células huésped 


Las partículas víricas se adhieren a moléculas expresadas en 
la superficie de las células huésped 

Los viriones entran en las células huésped mediante 
la Fusión de rnermbranas, la formación de poros o la disruprión 
dela membrana 

Las bacterias entran en la célula huésped por fagocitosis 

Los parásitos intracelulares eucariotas invaden has células huésped 
de manera activa 

Muchos patógenos alteran el tráfico de membranas de la céfula 
huésped 

Vicus y bacterias utilizan el citoesqueteto de la célula huésped para 
desplazarse dertiro de las células 

Las infecciones víricas se hacen con el control del metabolismo de las 
células huésped 

Los agentes patógenos pueden alterar el comportamiento 
del organismo huésped con el in de fecilitar su diserninación 

Los agentes patógenos evolucionan rápidamente 

La vaciación antigénica en los patógenos está producida por diversos 
mecanismos 

La evolución vérica está dominada por la replicación que favorece 
errores 

Los patógenos resistentes a los fármacos constituyen un problema 
creciente 

Besumen 


EL SISTEMA INMUNITARIO INNATO Y LAS BARRERAS FRENTE 
ALA ENFECCIÓN 


Los eptielios y las defensinas colaborah en la prevención 
de las infecciones 

Las células humanas reconocen características que se encuentran 
conservadas en los patógenos 

La activación del complemento dirige a los patógenos hacta su 
fagocitosis o su Úsis 

Las proteínas hornólogas a Toll y las protemas NOD cons ttuyen na 
- antigua femitia de receptores de reconocimiento de patrón 

Las células fagociterias detectan, endocitan y destrsyen a los agentes 
patógenos 

Los macrófagos activados participan en la respuesta inflamatoria 
en tos lugares de infección 

Las células infectadas por virus toman medidas drásticas para 
prevenir te replicación vírica 

Las células citotóxicas naturales (NIK) inducen fa autodestrucción 
delas celulas infectadas por virus 

Las célutas dendríticas constituyen la conexión entre los sistemas 
inmtnitarios innato y adquirido 

Resumen 
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Capítulo 25 El sisterna de inmunidad adquirida 


LIMFOCTTOS Y BASES CELULARES DE LA ENMUNIDAD ADQUIRIDA 


Los linfocitos son necesarios para la inmunidad edquerida 

Los sisternas insnunitarios innato y adquirido acuíen conjuntamente 

Los Enfocítos 8 se desarrollan en la méduta ósea; los Fnfocitos T 
se desarrallan en el timo 

El sistema inmunitario adquirido actúa por selección clonal 

La mayoría de antlgenos estímulan muchos dones diferentes 
de linfocitos 

La memorla inmunológica se debe tanto a la expansión clonal 
como a la diferenciación de los linfocitos 

La tolerancia inrmunológica evita normalmente que los antígenos 
propios sean atacados 

Los linfocitos circulan continuamente a través de los Órganos 
lnfoides periféricos 

Resumen 


UNFOCITOS B Y ANTICUERPOS 


Los Enfocitos 8 producen antícuerpos tanto en forma de recepiores 
de antígeno de superficie celular como de protelnas secretadas 

Un anticuerpo típico tiene dos lugares idénticos de unión al antígeno 

Una molécula de anticuerpo está compuesta por cadenas pesadas 
y cadenas hgeras 

Existen cinco clases diferentes de cadenas pesadas de anticuerpo, : 
cada una de las cuales tiene propiedades biológicas distintas 

La intensidad de las interacciones antígeno-enticuerpo depende 
tanto del número corno de la afinidad de tos lugares de unión 
alantigeno 
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Tanto las cadenas ligeras como las pesadas de los anticuerpos 
presentan regiones constantes y regiones variables 

Las cadenas ligeras y las cadenas pesadas están formadas 
por dominios lg repetitivos 


El lugar de unión al antígeno se halla formado por bucles hipervariables 


Sesumen 


GENERACIÓN DE LA DIVERSIDAD DE LOS ANTICUERPOS 


Durante el desarrollo de los linfocitos E, los genes de los anticuerpos 
se ensambian a partir de segmentos génicos diferentes 

La unión imprecisa de los segmentos génicos aumenta la diversidad 
de las regiones Y 

El cortoi de la recombinación VIDY asegura la monoespecificidad 
de los linfocitos B 

La hipermutación somática dirigida por el antígeno acaba de afinar 
las respuestas de los anticuerpos 

Los linfocitos 8 pueden cambiar la clase del anticuerpo 
que producen 

Resumen 


LINEOCITOS TY PROTEÍNAS MHC 


Los receptores de los linfocitos Y (TCR) son heterodimeros similares 


alos anticuerpos 

Los linfocitos T son activados o inducidos a la tolerancia por las células 
dendriticas a través de la presentación de antígeno 

Los linfocitos T citotóxicos electores inducen la autoelirminación 
de las células diana infectadas 

Los linfocitos T colaboradores efectores colaboran en fa activación 
de otras células de los sistemas inmuniterios innato y adquirido 

Los linfocitos T reguladores suprimen ls actividad de otros linfocitos T 

Los linfocitos T reconocen péptidos extraños unidos a las proteínas 
MAC 

Las proteínas MHC fueron identificadas entas reacciones 
de trasplante antes de conccer sus funciones 

Las proteinas MHC de clase l y de clase M son heterodímeros similares 
estucturafmente 

Las proteínas MH” snen páptidos e interaccionan on receptores 
de linfocitos T 

Las proteínas MHC ayudan a dirigir a los linfocitos T nea las diarias 
adecuadas 

Los correceptores CDA y CDE se unen a reglones iris delas 
proteinas MHC 

Los linfocitos T citotóxicos responden a fragmentos de protelnas 
citosólicas extrañas asociadas a proteinas MHC de clase | 

Los infoditos T colaboradores responden a fragmentos de proteinas 
antigénicas extrañas endocitadas y asoctadas con proteinas MHC 
de clase $ 

Los linfocitos Y útiles en potencia son seleccionados positivamente 
enel timo 

La mayoría de los linfocitos Y citotóxicos y colaboradores en desarrollo 
que podrían ser activados por los complejos MHC-péptido propio 
Son eliminados en el timo 

Algunas de las proteínas especificas de órgano se expresan de modo 
ectópico en la médula del imo 

La función de las protelnas MHC ayuda a explicar su polimorfisma - 

Resumen 


LINFOCITOS Y COLABORADORES Y ACTIVACIÓN 
LINFOCITARIA 


Las células dendríticas activadas utilizan varios mecanismos 
para activar alos linfocitos Y 

La activación de los linfocitos 8 está cormrotada por retroslirmentación 
negativa 

La subclase de linfocito Y cotaborador activado determina 
la naturaleza de la respuesta inmenitaria adquiida 

Los linfocitos Ta activan ados macrófagos infectados e inducen 
una respuesta inflarnatoria 

La unión del antígeno al receptor de los linfocitos B (BCR) es sólo 
un paso en la activación de los infacitos 8 

Laos linfocitos Y colaboradores específicos de antígeno son esenciales 
para la activación de fa mayoría de los linfocitos B 

Un tipo espectal de linfocitos B reconoce los antígenos 

"independientes del linfocito Y 

Las moléculas de reconocimiento inmunitario pertenecen a la antigua 
superfamilla la 

Resumen 
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Células y genomas 


La superficie de nuestro planeta está poblada por seres vivos sorprendentes, factorías quí- 
micas altamente especializadas que incorporan materia de su entorno y la utilizan para ge- 
nerar copias de sí mismos. Los organismos vivos son extraordinadiamente diversos. ¿Qué 
puede ser más diferente que un tigre y un alga marina, o una bactería y un árbol? Nuestros 
ancestros, sin conocimiento alguno de células o de DINA, nos explicaron que todos estos en- 
tes tenían algo en comúa. Hablaron de algo “vivo”, se maravilleron de su existencia e inten- 
tazon definirlo, y se desesperaron intentando explicar qué exan y cómo se relacionaban con 
la materia “no viva”. 

Los descubrimientos del sigio pasado no han disminuido nuestra admiración por lo vivo, 
sino tode lo contrario. Ne obstante, han esclarecido en gran parte algunos misterios como la 
naturaleza de la vida. En la acnalidad podemos decir que todos los seres vivos están formados 
por células y que estas unidades de materia viva cormparten una maquinaria común para sus 
funciones más básicas. Los seres vivos, aunque infinitamente diversos por fizera, sor: muy si- 
mileres por dentro. La Biología en su conjunto es el punto de encuentro de dos ideas: la asom- 
brosa variedad individual y la constancia en los mecanismos fundarentales. En este primer 
capítulo cormenzareroos a delinear las caracterísúcas universales comunes a toda la vida de 
nuestro planeta. laspeccionaremos, brevemente, la diversidad celular y verernos cóxao, gra- 
cías a un código comía en el que están escritas las especificaciones de todos los organismos, 
es posible leer, medir y desentrañar estas especificaciones para alcanzar un conocimiento co- 
herente de todas las formas de vida, desde las més pequeñas a las vués grandes. 


LAS CARACTERÍSTICAS UNIVERSALES 
DE LAS CÉLULAS EN LA TIERRA 


Se ha estimado que el número de especies que enla actualidad pueblan la tierra es superior 
a 10 miltones (quizás a 100 millones). Cada una de estas especies es diferente, y cada uma se 
reproduce a sí raisma con exactitud, dando lugar a una progenie perteneciente a la misma 
especie, ya que el organismo progenitor aporta una información que especifica con gran de- 
talle las características que tendrá su progenie, Este fenómeno de la herencia es handamen- 
tal en la definición de la vida, ya que la distingue de otros procesos como el crecimiento de 
cristales, la combusdón de una vela o la formación de olas en el agua, procesos en los que se 
Beneran estructuras organizadas pero sin el mismo tipo de relación que existe entre las pe- 
culiaridades de los progenitores y las desu progenie. Como la Hama de una vela, el organis- 
mo consume energía libxe para generar y mantener su organización; esta energía libre se 
utiliza en el desexrollo de un enorme y complejo sistema de procesos guírmicos que están 
especificados por la información hereditaria. z 
La mayoría de los organismos vivos son células sencillas. Otros, coro nosotros mismos, 
son eaormes ciudades pluricelulares en las que grupos de células realizan funciones especí- 
ficas y serelacionan mediante elaborados sistemas de comunicación. No obstante, en todos 


los casos desde una bacteria solitaria al agregado de más de 10% células que forma ebcuer- 


po humano- cada organismo se ba originado por división celular a partir de una sola célula. 

Porio tanto, la célula es el vehículo a través del que se transmite la información hereditaria 
que define cada especie (Figura 1-1). Además y deterrainada por esta misma. información, la 
célula contiene la maquinaria necesaria para obtener materiales del ambiente y para gene- 
rar una nueva célola idéntica a sí misma, que contendrá una pueva copia de ioformación 
hereditaria. Sólo la célula dispone de esta capacidad. 


En este capítulo 
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Figura 1-1 La nformación hereditaria de un óvedo fecundado determina la naturaleza de todo un organismo pluricelutar. 

(A y B) Un óvulo de erizo de mar dá lugar a un erizo de mar. (€ y DJ Un óvalo de ratón da lugar a un ratón. (E y E) Un óvulo del alga 
marina Focus genera una alga Fucus. ÍA, cortesta de David McClay; E, cortesía de M, Gibbs, Oxford Scientific Films; C, cortesía de 
Patricia Catarco, de G. Martin, Salence 209768-776, 1980, Con la autorización de AAAS; D, cortesía de O, Newman, Oxford Saendfla 


Films; E y E, cortesía de Colin Brawniee) 


Todas las células guardan su información hereditaria 
en el mismo código químico lineal (el DNA) 


Los ordenadores nos han familiarizado con el concepto de la información como algo cuan 

tificable un millón de bytes para guardar algunos centenares de páginas de texto o una ira- 

gen procedente de una cámara digital, 600 millones para guardar la música en un CD, ete. 

También nos han hecho entender que una misma información $e puede almacenar en dife- 

rentes formatos físicos. El desarrollo de la informática implica que los disquetes y las cintas * ñ 

de ordenador que utibizábamos hace 10 años para guerdar nuestra información resultan le- 

gibles en las máquinas actuales. Las células vivas, igual que los ordenadores, contienen La: 
formación; se estima que Hevan evolucionando y diversificándose desde hace más de 3 rail 
millones y medio de años, Desde esta perspectiva, parecía poco probable que todas ellas 
guardasen la información de la misma manera y que los archivos de una célula pudiesen ser 
leídos por el sisterna de lectura de otros tipos celulares. Sorprendentemente, esto es lo que 
acurre. Todas las células vivas de la Tierra, sin pinguna excepción conocida, guardan su ln- 
formación hereditaria en forma de moléculas de DINA de doble cadena —dos largos políme- 
ros paralelos ná ramificados formados por cuatro tipos de monómeros. Estos monómeros, 
que denominamos con apodos de un alfabeto de cuatro jetras A, Y, €, —- están unidos en- 
tre sí formando una larga secuencia lineal que codifica la información genética de la célula, 
dela misma manera que la secuencia de unos y ceros codifica la información en un ordena» 
dor. Podemos tomar in fragmento de DNA (ácido desoxirribonucieico: desoxiribonucieio 
acid) de na célula burnenñea e hisertdio en une bacteria, o un fragmento de DINA de una bac» 
teria e inseridlo en vna céhuda hornana, y ésta información será leída, interpretada y copiada 
correctamente. En la actualidad, gracias a diversos métodos químicos, los cientificas y cien- 
tíficas pueden obtener y leer la secuencia de monórneros presente eq cualquier molécula de 
DNA compuesta por millones de nuceótidos- y así descifrar la formación hereditaria 
contenida en cada organismo. 
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Todas las células replican su información hereditaria mediante 
una polimerización sobre un molde 


Los mecanismos que hacen posible la vida dependen de la estructura de la molécula del 
DNA de doble cadena. Cada rmonámero de una de las cadenas sencillas del DNA —denomi- 
nado nuclegtido— tiene dos partes: un azúcar (da desoxirribosa) con ua grupo fosfato unido, 
y ima base que puede ser adenina (A), guanina (E), citosina (€) o irina (T) (Figura L-2. 
Cada azúcar está unido al siguiente azúcar de la cadena por el grupo fosfato mediante un en.- 
lace fosfodiéster y forma un polímero cuyo eje central está formado por los azúcares fosfato 
y del cual sobresalen las bases, El polímero de DINA puede crecer por la unión de monóme- 
ros a uno de sus extremos. En el caso de una cadena sencilla de DNA, los monómeros pue- 
den incorporarse el polímero de forma aleatoría, sin un orden preestablecido, ya que todos 
los nucleótidos pueden unirse entre sí del mismo modo en el sentido del crecimiento del 
polimero de DNA. Por el contrario, en la célula viva el DNA no se sintetiza como tuna cadena 
Kbre aislada sino sobre an patrón o roíde de DINA de otra cadena preexistente. Las bases 
contenidas en la cadena patrén se unen 2 las bases de la nueva cadena siguiendo una es- 
tricta norma de complementariedad: A se une aL, y € se une a O, Este emparejamiento ne 
alos nuevos mondmeros en la cadena y además controla la selección del monórnero que se 
añade a la cadena. De esta forma, una estuciura de doble cadena consiste en dos secuen-. 
clas complementarias de A, C, T y G. Además, las dos cadenas de nucleótidos se enrollar una 
sobre la otra generando una doble hélice (Figura 1-28). 


(8) unidad estructural del ONA (0) DNA de dabla cadena 
fosfato : 


X ata 
NN 
+ E 
azúcar base 
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8) cadena de DNA 


esqueleto de pares de bases unidas 
azúcar-fosfato  porenlaces de hidrógeno 


(£) — doble hélice de DNA ' 


(€ polimerización de una nueva cadena de DNA sobre molde 


MOndrmeros 
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Figura 1-2 ELDINA y sus unidades estructurales. (A) El DNA está formado por unidades sencillas denominadas nucleóridos, cada una de las cuales está 
formada por una molécula de azúcar, fosfato y ua grupo lateral que contiene nitrógeno, o base. Las bases puedan ser de cuatro tipos (adenina, guanina, 
citosina o timina), que corresponden a los cuatro nucleótidos distintos que denominamos A, G, € y T. (8) Una cadena sencilla de DONA está formada por 
nucleótidos unidos ente sí por enlaces azúcardosfato. Nótese que cada una de las unidades de azúcar-fosfato son asimétricas, generando un esqueleto 
o cadena que tiene una direccionalidad determinada o polaridad. Esta direccionalidad guía los procesos moleculares por los que la información del DINA 
es interpretada y copiada en les células: la información siempre se “les” en una dirección consistente, como un texto en español que se escribe y se los 
de izquierda a derecha. (€) Gracias a esta polimerización sobre un molde, la secuencia de nudeótidos de una cadena de DNA determina la secuencia 

en la que los nucleótidos se unen en la cadena de DNÁ en crecimiento; tuna Y de una cadena se empareja con una A de la otra, y una G de una cadena 
3e empareja con una Cde la otra. La nueva cadena presenta ina secuencia de nucleóridos complementaria a la de la cadena antigua y un esqueleto 
con la direccionafidad opuesta: a la secuencia GTAA... de la cadena original le corresponde la secuencia ...TTAC (0) Una molécula de DNA normal 

está formada por dos cadenas complementarias. Los nucleótidos de cada cadena están unidos por enlaces fuertes (covalentes); los nucleótidos . 
complementarios de las cadenas opuestas se unen entre sí mediante enrdaces de hidrógeno, más débiles. (E) Las dos cadenas se enroscan una alrededor 
de la otra y forman una doble hélice: una estructura resistente que puede acomodar cualquier secuencia de nucleótidos sin alterar su estructura básica. 
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hueva cadena 


nueva cadena 


Los enlaces establecidos entre las bases son débiles si se comparan con les uniones azú- 
car-fostaro del resto del esqueleto. Esta debilidad permite separar las dos cadenas de DNA 
sin forzar la rotura de su esqueleto. Cada una de las cadenas puede comportarse como ua 
molde o patrón en la síntesis de un muevo DINA, una prueva copia de información heredita- 
ría (Figura 1-3). En diferentes tipos celulares, el proceso de replicación del DNA se produce 
avelocidades diferentes, con controles de inicio y final diferentes y con moléculas regulado- 
ras audliares diferentes, Pero la base del proceso es universal: el DNA constituye el almacén 
de la información y la polimerización sobre un patrón o molde es el modo en el que esta in- 
formación hereditaria se copla y se transmite a lo largo del mundo vivo. 


Todas las células transcriben porciones de la información 
hereditaria contenida en el DNA, en el mismo tipo 
de molécula (el RINA) 


Para llevar a cabo esta función de transporte de información, el DNA tiene que hacer algo 
más que duplicarse, También debe expresar la información que contiene dirigiendo la sín- 
tesis de otras molécutas de la célula, El mecanismo responsable de este proceso es el mismo 
en todos los organismos vivos y se inicia con la síntesis secuencial de dos pos de moléculas: 
el ENA y las proteínas. El proceso (que se anabiza en detalle en los Capítulos $ y 7) comienza 
con la polimerización sobren parón, denominada transcripción, proceso en el que diHfe- 

rentes segmentos de la secuencia de DNA se utilizan corno molde pera la síntesis de molé- 
culas cortes de un polímero muy relacionado con el DNA: el ácido ribonacleico o RNA 
(ribonucieic acid). Después, en un proceso rás complejo denominado traducción, muchas 
de estas moléculas de RNA se utilizan para dirigir la síntesis de polímeros de una clase quí- 
mica radicahmente diferente: las proteínas (Figura 1-4). 

En el RNA, el esqueleto del polímero está formado por azúcares ligeramente diferentes 
alos del DNA (ribosa en higar de la desoxirribosa) y, adernás, una de las cuatro bases es dife- 
rente -uracilo (0) en el lugar de la Gimina (D)-—pero las Otras tres bases A, C y G- son las mis- 
mas y se emparejan con su complementaria como en el DNA: la A, el U, la € y la G del RNA 
se unen con le T, la A, la G y la C del DNA, respectivamente. Durante la transcripción, los mo- 
nómeros de RNA se seleccionan para la polimerización del RNA sobre una cadena molde de 
DINA, como se seleccionan los monómeros de DNA durante la replicación. El resultado de la 
transcripción es un polímero de RNA que contiene una parte de la información genética de 
la célula, aunque escrita en un alfabeto diferente de monómeros de RNA en lugar de monó- 
sneros de DINA. 

Un raismo bagmento de la secuencia de DNÁ se puede utilizar varias veces para guiar la 
síntesis de muchos transcritos de RNA idénticos entre sí De esta forma, mientras que el ar- 
chivo de información de la cétula -en el DNA- es fijo y “sagrado”, los transcrítos de RNA se 
producen en gran número y son desechables (Figura 1-5). Como veremos, estos transcritos 
se utilizan como intermediarios en la transferencia de la información genética: principal- 
mente acoróan como un RNA mensajero (mANA: messenger RMA) que dirige la síntesis de 
proteínas de acuerdo con las instrucciones almacenadas en el DNA. 

Las maolécules de RNA presentan estructuras moleculares particulares que les confle- 
ren capacidades químicas sorprendentes. En forma de cadena sencilla, su esqueleto es flexi- 


bie de manera que puede plegarse sobre sí mismo estableciendo uniones débiles entre . 


(ierentes partes de la misma molécula. Este fenomeno ocurre cuando fragmentos de la se- 
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Figura 1-3 Copiado de la información 
genética por replicación del DNA. En este 
procesa, las dos cadenas de una doble 
hélice de DNA se separan y cada una 

de ellas actúa de molde para la sintesis 

de uña pueva cadena coraplementaria, 
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Figura 1-4 Del DMA a la proteina. 

La información genética se utiliza a través de 
un proceso que tiene dos ezapas. En primer 
lugar, enla transcripción, segmentos de la 
secuencia del DNA se utilizan para gujar 
la sintesis de moléculas de RNA, Entonces, 

en fa traducción, las moléculas de RINA se 
utilizan para guiar la síntesis de mofécules 
de proteína. j 
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cuencia del RNA son localmente complementarios: por ejeraplo un Eagrnento .GGOÓ... 
tiene tendencia a asociarse con un fragmento de lá molécula de secuencia ...COCC... Estas 
asociaciones internas permiten al RNA plegarse por regiones concretas de su molécula 
(Figura 1-6). La forma de la molécula de RNA, fruto de este plegamiento, le permite recono- 
cery unirse a otras moléculas y, en ocasiones, catalizar cambios químicos en las moléculas a 
las que se han unido. Cono veremos más adelante en el Capítulo 6, unas cuantas reacciones 
químicas catalizadas por el RNA son cruciales para algunos de los procesos más antiguos y 
básicos de las células vivas, lo cual ha sugerido que una catálisis más general guiada por el 
RNA Hegó a desempeñar un papel crucial en la evolución inicial de la vida. 


Todas las células utilizan las proteínas como catalizadores 


Las moléculas de proteínas, como el DNA o el RNA, son largas cadenas no ramificadas for- 
madas por monómeros tomados de un repertorio idéntico en todas las células vivas. Corno 
el DINA y el RINA, las proteínas contienen la información en forma de una secuencia lineal de 
símbolos, de la misma forma que un mensaje hurano escríto en un manuscrito. En cada cé- 
lula existen muchos tipos diferentes de proteínas, y sino tenemos en cuenta el agua, consti- 
tuyen lamayor parte de la masa celular. 

Los monómeros de las proteínas, los aminoácidos, son muy diferentes de los monó- 
meros del DNA o el RNA, y además, existen 20 tipos diferentes en lugar de 4. Todos los axmi- 
noácidos tienen una estructura central semejante, por la que pueden unirse a los demás 
arninoácidos. Unido a esta estructura central, se encuenta un grupo lateral que confiere a 
cada exminoácido su carácter químico característico, Cada uma de las moléculas proteicas O 
polipéptidos, formada por la unión de varios aminoácidos siguiendo una secuencia deter- 
minada, se pliega y genera una estructura tridimensional que en su superficie presenta lu- 
gares reactivos (Figinra 1--7A). Estos polímeros de aminoácidos se unen a otras moléculas 
con gran especificidad y actúan como enzimas catalizando reacciones en las que se rom- 


(8) 


Figura 1-5 Cómo se transmite la 
información genética para que pueda ser 
utilizada en la célula, Cada célula contiene 
un conjunto fo de moléculas de DNA 

14 archivo de información genética. Un 
segmento determinado de su DNA guía ta 
sintesis de muchas moléculas idénticas de 
transcritos de RNÁ, que se utilizan como 
copias de trabajo de la Información 
almacenada en el archivo, $e pueden 
hacer suchos conjuntos de raolécttas 

de RNA diferentes transaibiendo partes 
determinadas de una larga secuencia de 
DONA, lo cual permite a cada cálula utilizar 
su almacén de información de una 
manera diferente, 


Figura 1-6 Conformación de una molécula 
de RNA. (A) El emparejamiento de los 
nucteótidos entre diferentes regiones del 
mismo polímero de RNA hace que la 
molécula adopte una forma caracteristica, 
(8) Estructura tridimensional de una 
molécula de RNA, la del virus de la hepatitis 
delta, que cataliza le rotura de la cadena de 
RNA. La cinta azi representa el esqueleto 
azúcar-fosfato; las barras representan pares 
de bases. (8, basado en AR, Ferré D'Amaré, 
K Zhou y LA. Doudna. Mature 395:567-574, 
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Figura 1-7 Cómo actúa cuna proteína como catalizador de una reacción química, 

(A En ina molécula de proteina, la cadena del polímero se pliega y adouiere una 
conformación específica definida por su secuencia de aminoácidos. na muesca en la 
superficie de esta molécula plegada, la enrima lisozima, constituye un bugar caralítico. 
(2% Una molécula de polisecárido (rojo) un polímero de moráómeros de azúcar- se une 
él jugar catalítica de la lisozima y se separa por efecto de la soción de potura de enlaces 
9 A (as lsozima j covalentes catatizada por los arránoácidos que rodean ala rouesca, 


pen ose forman enlaces covalentes. De esta forma, dirigen la gran mayoría de procesos qué 
micos de la célula (Figura 1-7B). Las proteínas tienen muchas otcas funciones “mantienen 
po. éstruetaras celulares, generan movimientos, traducen señales, etc.) cada proteína cumple 
: una función específica de acuerdo con su secuencia de aninoácidos especificada genética- 
d mente. Las proteínas son das molécilas que ponen en acción la información genética de la 
ER célula. . 
o Así, los polinuciedtidos especifican la secuencia de los aminoácidos de las proteínas. A 
ás su vez, las proteínas catalizán nuichas reacciones químicas en la célula, entre las que se Ín- 
í duye la sintesis de las moléculas de DNA y las reacciones a través de las cuales la nforma- 
ds ción genética del DNA se utiliza para sintetizar tanto el RNA como las proteínas, Esta 
da retroalimentación es la base del comportamiento autocatelítico y autorreproductiva de los 
sl organismos vivos (figura 1-8), 


3% Todas las células traducen de la misma manera el RNA a proteína 


La traducción de la inforraación genética contenida en el alfabeto de 4 letras de los polinu- 
cieótidos al alfabeto de 20 letras de las proteínas es un proceso complejo. Las reglas de esta 
p traducción parecen ea algunos aspectos claras y racionales y en otros aspectos peculiar- 
e mente arbirarias. Estes norroas (con pocas excepciones) sen idénticas en todos los seres vi- 
Eo vos. Se cree que estas arbitrariedades reflejan accidentes que sucedieron durante la historia 
Pd inicial de la vida propiedades que cambiaron en los primeros organismos y que han sub- 
da sistido por la herencia y han quedado tan arraigadas en las células vivas que no pueden cam- 
NN biaxse sin producir efectos desastrosos. 
10: La información contenida. en la secuencia del RNA mensajero se lee en grupos de tres 
nucleótidos: cada triplete de nucleótidos, o codón, específica (codifica) un aminoácido de 
una proteína. Debido a que hay 64 (= 4x4 x 4) posibles codones, todos los cuales se produ- 
cen en la naturaleza, pero sólo 20 aminoácidos, necesariamente hay muchos casos en los 
que varios codores comesponden a un mismo aminoácido, El código se le2 por una clase 
a especial de pequeñas moléculas de RNA, el RNA de transferencia ((RNA: tranfer RNA]. Ca- 
8 da tipo de (RNA une en uno de sus extremos a un aminoácido y en su otro excremo tiene ua 
secuencia específica de tres nucleótidos un anticodón— que le permite reconocer por enn- 
parejariento de bases, un codón o subarapos de codones del mRNA (Figura 1-9). 

Para la síntesis de proteínas, un conjunto de moléculas de RNA cargadas con sus arl- 
noácidos respectivos se unen a un mENA por ermparejamiento de sus anticodones con cada 
uno de los codones sucesivos del mENA. Después, los aminoácidos se van uniendo entre 
ellos de forma que la proteína naciente va creciendo y cada tRINA, relegado de su carga, se li- 
a bera. Este complejo conjunto de procesos se lleva a cabo por una maquinaria macromole- 

cular gigante, el ribosoma, formada por dos grandes cadenas de RNA GRNA ribosóraico o 
TENA, de ribosoraal RNA) y más de 50 proteínas diferentes. Este coraplejo molecular muy 
antiguo se une 4 un extremo de una molécula de mANA y “cabalga” sobre ella capturando las 
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Figura 1-8 La vida es un proceso 
sutocatalítico. Los polinucleótidos 
tcolimeros de nudeótidos) y las proteínas 
(polímeros de arnrincácidos) propordenan 
la información de la secuencia y de las 
funciones catalíticas que —a través de un 
conjunto complejo de reacciones quimicas 
elaboran la síntesis de polinacioótidos y de 
proteínas del mismo tipo. 
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moléculas de (RNA cargadas y dirigiendo la unión de los aminoácidos que transportan; el re- 
sultado del proceso es la formación de una nueva cadena proteica (Figura 1-10). 


Cde 


El gen es el fragmento de la información genética que 
corresponde a una proteína 


Por regla general, las moléculas de DNA son muy largas y contienen la especificación de mi- 
les de proteínas. Los segrientos de esta secuencia completa del DNA se transcriben en dife- 


rentes moléculas de mANA, cada uno de los cuales codifica una proteína diferente. Cada Figura 1-9 El RNA de transferencia. (A) 
unos de estos segmentos de DNA representa un gen. Una complicación adicional es que a Una molécula de tRNA especifica para el 


menudo las moléculas de RNA transcritas a partir de un mismo segmento de DNA pueden  ¿mincácido triptófeno. Un extremo de la 
¿ a Si de £ £ A 2 < i 
ser procesadas de más de una manera diferente, generando una colección de versiones al- molécula de tANA está unido al riptófano, 


A - e s mientras que el otro muestra la secuencia 
ternativas de € roteína 4 een las céh s como son las de los q QUES 
átivas de cada p na, especialrment ébutas más complejas como san la. de dudestidos CM (ersercocaniae 


vegetales y de los animales. Así pues, un gen se define de una forma general como un frag- reconoce el codón del triptófano presente 
mento de la secuencia del DINA que corresponde a una sola proteína o a una colección de en las moléculas del ANA mensajero. (B] 
variantes de una proteína (o a una molécula de RNA catalítico o estructural, en el caso de los Estructura tridimensional de la molécula 
genes que no producen proteína sino RENAL de tRNA del triptófano. Obsérvese que el 


codón y el anticodón en (A) están en 
orientación antiparalela, como las dos 
«hebras de un DNA de doble hélice (véase 
Figura 1-2). Por esta razón la secuencia del 


En todas las células, la expresión de determinados genes está regulada: en lugar de sh 
retizar el catálogo completo de posibles proteínas en todo momento, la célula ajusta la velo- 
cidad de transcripción y de traducción de diferentes genes de forma independiente y 


de acuerdo con sus necesidades. En el DNA celular existen secuencias de DNA no-codifi- anticadón, en el RNA, se lee de derecha a 

cantes denominadas DNA regulador, distribuidas ente las regiones codificantes de pro- izquierda, mientras que la del codén en el 

teínas, que se unen a proteínas especiales que controlan la velocidad local de transcripción MRNA, se lee de izquierda a derecha. 
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Figuea 1-10 Un ribosoma trabajendo. (A) El esquema muestra cómo se desplaza 
un ribosoma a lo largo de uns molécula de mRRA, capturando las moléculas de 
RRA cuyos anticodones coinciden con los codones presentes en el mBNA, y 
uniendo los arninoácidos que transportan pera formar una cadena pollpeptídica. 
El MENA específica la secuencia de aminoácidos. (8) Estructura tridimensional 

de un tíbosorna bacteriano (verde claro y azut), desplazándose a lo largo de una 
raciécula de mBANA lesferas naranja) con tres moléculas de ¡RNA (amarillo, verde 
y rosado) en diferentes fases del proceso de captura y liberación. El ribosoma es 
un complejo gigante de más de 59 proteínas y motéculas de RNA. (B, cortesía de 
Joachim Frank, Yanhong Li y Rajendra Ágarwal) 


Céggura 1-11). Existen también otras regiones no-codifícantes, algunas de las cuales actiían 
como elementos de puntuación, indicando el inicio y el fnal de la información de una pro- 
tefna. La cantidad y la organización de las regiones reguladoras y no-codifícantes en el DINA 
vada enormemente entre una clase de organismo y otro, pero la estrategia básica es univer- 
sal. En este sentido, el genoma de una célula -la totalidad de la información genética inclui- 
da en su secuencia completa de DNA- dicta no sólo la naturaleza de las proteínas celulares, 
sino tembién, cuándo y dónde se sintetizarán. 


La vida necesita energía libre 


Una célula viva es un sisterna químico dinámico que actía lejos del equilibrio químico. Pa- 
ra que tna célula crezca o genere otra célula idéntica a sí misma, necesita captar del entor- 
no, además de los materiales para la construcción, energía libre para dirigir las reacciones 
sintéticas necesarias. Este consumo de energía libre es fundamental para la vida. Cuando se 
detiene, la célula se va acercando al equilibrio químico y pronto muere. 

La información genética también es fundamental para la vida. ¿Existe alguna conexión 
entre estos dos procesos? La respuesta es positiva: la energía líbre es necesaría paxa la pro- 
pagación de la información. Por ejewaplo, para especificar un bit de información que con- 
siste en escoger una entre dos alternativas igualmente probabies- hace falta utilizar una 
cierta cantidad de energía libre que se nuede caiculaz. La relación cuantitativa entre ambas 
cantidades requiere algunos razonamientos más o menos profundos y depende de la defini- 
ción precisa del término “energía líbre” (tratado en el Capítulo 2). No obstante, no es difícil 
de entender intuitivamente. 

* Imaginemos las moléculas de una célula como un enjarabre de objetos dotados de ener- 
gía térmica, que se desplazan violentamente al azar y que chocan entre ellos. Para determinar 
una información genética por ejemplo en forma de una secuencia de DNA- las moléculas de 
este marermagnum agitado deben ser capturadas, colocadas siguiendo un orden determina- 
do definido por un patrón preexistente y unidas entre sí Estas uniones que mantienen las 
moléculas en sus higares adecuados sobre el patrón y que las unen entre sí, tienen que ser 
suficientemente fuertes corno para resistir el efecto desordenador del movimiento térmico. El 
proceso se lleva a cabo gracias al consumo de energía libre, la cual es necesaria para asegurar 
que se forman los enlaces adecuados y que éstos son resistentes. En el caso más sencillo, las 
moléculas se pueden comparar a trampas de resorte, preparadas a saltar hasta un estado más 
estable, de menor energía, cuando encuentran sus parejas adecuadas; cuando saltan juntas y 
se unen, su contenido de energía almacenada -su energía libre— como la energía almacenada 
en el resorte, se libera y se disipa en forma de calor. En las células, los procesos químicos que 
acompañan a la transferencia de la información son más complejos, pero siguen este misrro 
principio básico: la generación de orden requiere el consumo de energía libre. 


Para replicar Belmente su información genética y, por lo tanto, para fabricar todas sus . 


complejas moléculas de acuerdo con las especificaciones correctas, la célula necesita ener- 
pía bre, la cual se debe importar de alguna manera del entorno, 


Todas las células funcionan como factorías bioquímicas que procesan 
los mismos bloques moleculares básicos de construcción 


Todas las células producen DNA, RNA y proteínas, y en todos los casos estas maciomolécu- 
las están formadas por el mismo tipo de subunidades, por lo que todas las células deben 
contener y manipular una colección similar de pegueñas moléculas, incluyendo amícares, 
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nucleótidos y aminoácidos, así come otras sustancias necesarias de forma universal para su 
síntesis. Por ejemplo, todas las células requieren el nucleótido fosiorílado ATP tadenosina 
erifosfato: adenosine triphospbate) como bloque de construcción para la síntesis del DNA y 
del RNA. Adernás, todas las células producen y utilizan esta molécula corno transportadora 
de energía libre de grupos fosfato necesarios para dinigir muchas otras reacciones químicas. 

Aunque todas las células funcionan como factorías bioquímicas esencialmente de la 
inisma forma, se diferencian en detalles respecto al modo de procesar muchas de las pe- 
queñas moléculas. A diferencia de lo que ocurre con las macromoléculas relacionadas con la 
información, no resulta fácil caracterizar los rasgos que son universales de las reacciones 
químicas en las que intervienen estas pequeñas reolécules. Algunos organismos, como las 
plantas, para poder elaborar la práctica totalidad de estas pequeñas moléculas orgánicas 
únicamente requieren nutrientes sencillos y energía solar. Por el contrario, otros organismos 
corno los animales se alimentan de seres vivos y obtienen ya elaboradas muchas de las mo- 
léculas orgánicas. Volveremos a este punto más adelante. 


Todas las células están envueltas por una membrana plasmática 
por la que deben pasar los nutrientes y los materiales de desecho 


Coro mínimo existe otra característica de las células que es universal: cada célula está in- 
cluida dentro de una rmmembrena, la denominada membrana plasmática. Este contenedor 
actúa como una barrera selectiva permitiendo a la célula concentrar los nutrientes que ob- 
tiene de su ambiente y, a su vez, retener los productos que sintetiza para su uso propio, cor 
la excepción de los productos de desecho. Sin la presencia de una mernbrana plasmática, la 
célula no podría mantener su integridad como un sistema químico coordinado. 

Las rroléculas que forman esta membrana úenen la propiedad fisicoquímica de ser an- 
Ffílicas, esto es, denen una parte que es hidrofóbica insoluble en agua) y otra parte que es 
hidrofílica (soluble en agua). Cuando estas moléculas se colocan en agua, se agregan espon- 
táneamente y ordenan sus porciones hidrofóbicas de forma que estén en el máximo con- 
tacto posible entre ellas escondiéndolas del agua, mientras que sus porciones hidroflicas 
quedan expuestas al agua. Las rmoléculas anfifílicas adecuadas, como las moléculas de fos- 
folípidos que constituyen la mayor parte de la membrana plasmática, se agregan de forma 
espontánea en el agua y originan una bicapa que genera pequeñas vesículas cerradas 
(Pigura 1-12). Este fenómeno se puede poner de manifiesto en el laboratorio mezclando 
fosfolípidos y agua: bajo condiciones apropiadas se forman pequeñas vesículas cuyo conte» 
nido acuoso está aislado del medio externo. 

Aunque los detalles químicos son variables para cada caso concreto, las colas hidrofó- 
bicas de las moléculas predominantes en las membranas celulares son polímeros hidrocar- 
bonados CH+-CH-CH2-). Su ensamblaje espontáneo formando una vesícula bilaminar 
constituye uno de los rauchos ejemplos de un principio general importante: las céludas pro- 
ducen moléculas cuyas propiedades químicas hacen que se autoensamblen formando es- 
tructuras moleculares necesarias para la célula. 

El contomo celular no puede ser completamente impermeable. Si una célula crece y se 
reproduce, debe ser capaz de importar materiales para su crecimiento y de exportax mate- 
riales de desecho a través de la membrana plasmética. Por lo tanto, todas las células tienen 
en sumembrana plasmática proteínas especializadas en transportar específicamente molé- 
culas desde un lado al otro de esta membrana (Pigera 1-13). Algunas de estas proteínas de 
transporte de mernbrana, como algunas de las proteínas que catalizan las reacciones funda- 
mentales de pequeñas moléculas en el interior celular, se han conservado de tal modo a lo 
largo de la evolución que podemos reconocer las semejanzas familiares entre ellas, incluso 
entre los grupos más distantes de OIganismos vivos. y 


Figura 1-11 Regulación génica mediante proteínas unidas a DNÁ regulador. 

(A). Disgrama de una pequeña porción del genoma de la bacteria Escherichia coli. 
Esta porción contiene genes (denominados Lací LacZ, LacY y LacA) que codifican 

4 proteínas diferentes, Entre los fragmentos de DNA que codifican proteinas 

(rojo) existen segrnentos regtladores y otros segmentos de DNA no-codificantes 
tornarillo). (8) lrnagen de microscopía electrónica de transmisión de esta región del 
DMA, con una proteína (codificada por el gen Lach) unida al fragmento regulador; 
esta proteína controla la velocidad de transcripción de los genes LacZ, LecY y Leca. 
(0) Un esquema de les estructuras mostradas en (8). (B, cortesfa de Jack Guftith.l 
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El transporte de proteínas en la membrana plasmática determina en gran medida las 
moléculas que entran en la célula ylas proteínas catalíticas del interior de la célula determi- 
nan las reacciones que sufren estas moléculas. Así pues, especificando las proteínas que fa- 
f” * bricala célula, la información genética almacenada en la secuencia del DNA determina no 

“7 sólolas propiedades químicas de la célula, sino también. su forma y su comportamiento, ya 
(que ambos procesos están gobernados y controlados por las proteínas de la célula. 


A 


Una célula viva puede existir con menos de 500 genes 


£l principio básico de la transferencia de información biológica es bastante sencillo, pero 


£ | ¿qué complejidad tienen las células vivas en realidad? Concretamente, ¿cuáles son los re- 
E querimientos mínimos para la vida? Podemos tener una respuesta aproximada consideran- 
¿ : do una especie que tiene uno de los genomas conocidos más pequeño -la bacteria 


0 Mycoplasma genitalimn (Figura 1-14). Este organismo vive como parásito en los mamiferos 
í ¿ y su ambiente le proporciona, ya sintetizadas, muchas de sus pequeñas moléculas. Sin en- 
bargo, tiene que sintetizar todas las grandes moléculas —(DNA, RINA y protefuas)- que nece- 


9 E sita para el proceso de la hereucia. Sólo tiene 480 genes en su genoma de 580.070 paxes de 
db nucleótidos, que representan 145.018 bytes de información, aproximadamente lo que se ne- 
Ue cesitariapara almacenar la información de un capítulo de este libro. La bialogía celular pue- 
 desercomplicada, pero no imposible, 

Los Es probable que el número mínimo de genes necesarios para que una célula sez viable 


en un entorno actual no sea menor de 200-300, a pesar de que sin ninguna excepción cono- 
cida, el juego central de genes que comparten todas las especies vivas es de unos 60. 


Resumen 


Los organismos vivos se reproducen a sí mismos transmitiendo su información genética a su proge- 
ale, Cada céhuia es la nidad autorreproduciiva más pequeña y es el vehículo de transmisión de la 
información genética en todas las especies vivas, Cada célula de nuestro planeta guarda su infor- 
mación genérica en la misma forma quimica -una doble cadena de DNA. La célute replica su in- 
€ + fermaciónseparando las cadenas de DNA y utiliza cada una de ellos como molde para la polimeri- 
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Figura 1-13 Proteínas de transporte a través de la membrana. (A) Estructura 
de una molécula de hacteriorradopsina, de tina arquecdbacteria, Halobacterium 
hatobjurm. Esta proteina de transporte utiliza la energía de la luz para bombear 


Sus protones (iones H*) hacia el exterior de la célula, La cadena polipeptidica atraviesa, 
e tá membrana, En varias regiones presenta una conformación helicoidal y estos .. 
AU fragmentos helicoidales se ordenan y forman las paredes de un canal á través 


del cual son transportados los jones. (B) Esquema del conjunto de protelaas de 
transporte encontradas en fa membrana de la bacteria Thermiotoga maritima. Los 
números entre paréntesis se refieren al número de proteínas de transporte de- 
jnembrana diferentes de cada tipo. La mayoría de las proteinas de cada clase están 
refacionadas evolutivamente con el resto y con sus equivalentes en otras especies. 
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Figura 1-12 Formación de na membrana 
por moléculas anfifilicas de fosfolípidos, 
Estas moléculas presentan una cabeza 
hidrofítica fsoluble en aque, fosfato) y 

una cola hidrofóbica finsoluble en agua, 
hidrocarbonada). En una interfase entre 
aceite y agua, las moléculas se agregan 
entre sí formando una lámina, con sus 
cabezas orientadas hacia el agua y sus 
colas orientadas hacia el acejte. Cuando se 
sumergen en agua, se agregan formando 
bicapas que albergan compartimientos 
ACUOSOS. 
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Figura 1-14 Mycoplasma genitalitra. (A) Electromicrografía de barrido mostrando 
la forma irregular de le bactería, debido a la ausencia de una pared celular rígida. 
(2) Sección (electroricrografía de transmisión) de una célula de Mycoplasma. De 
los 477 genes de Mycoplasma genitatiumn, 37 de ellos codifican los (RRA, AMA 

y otros RIGA no mensajeros. Se conocen o intuyen las funciones de 197 genes 
que codifican proteínas, De ellos, 153 están involucrados en la replicación, ta 
transcripción, la traducción y en otros procesos en los que participan DRA, ANA y 
proteína; otros 29 codifican proteínas de la membrana y estructuras superficiales 
de la célula; 23 están involucrados en el transporte de nutrientes y de otras 
moléculas a través de la membrana; 71 participan en la conversión de energia 

y ea la sintesis y degradación de pequeñas moléculas y 11 participan en la 
regutación del ciclo celular y Otros procesos. (A, cedida por S. Razín y cols. Infect. 
Iramun. 30:538-546, 1980. Con la autorización de la Argerican Society for 
Microbiology; B, por cortesía de Roger Cole, en Medical Microbiology 4, ed, 

(S. Baron ed]. Galveston: University of Texas, Medical Branch, 1996.) 


zación de una nuevo cadena de DONA de secuencia complementaria de nucleótidos, La misma estra- 
regia de polimerización sobre un molde se utíliza para transcribir porciones de la información des- 
de el DINA a moléculas formadas por un polímero similar el RNA. El RNA, a su vez, dirige la síntesis 
de moléculas de protelna mediante una maquinaria de traducción mucho más compleja, en la que 
participa una gran máquina plurirotecubar, el nbbosoma, compuesto por RINA y proteína. Las pro- 
telnas son los principales catalizadores de casi todas las reacciones quíraicas de la célule; sus otros 
funciones incluyen el control selectivo de la importación y de la exportación de pequeños moléculas 
através de la membrana plasmática que delimita la célula. La función específica de cada proteína 
depende de su secuencia de aminoácidos, la cual está especificada en la secuencia de nucleótidos de 
un fragmento de DNA, esto es, el gen que codifica esa proteína. De esta forma, el genoma de ina cé- 
lula deyermina sus propiedades químicas y las propiedades químicas de todas las células vivas son 
básicamente similares ya que deben permitir la síntesis de DNA, ENA y proteínas. Las células más 
sencillas que se conocen en la actualidad tienen algo menos de 500 gentes, 


LA DIVERSIDAD DEL GENOMA 
Y EL ÁRBOL DE LA VIDA 


El éxito de los organismos vivos basados en las formas químicas del DNA, RNA y proteína, 
seleccionadas de entre una infinidad de otras formas químicas que podemos imaginar, ha 
sido espectacular, Los organismos han poblado los océanos, han cubierto los territorios, se 
han infiltrado en la corteza de la Tierra y han modetado la superficie de nuestro planeta. 
Nuestra atrnósfera rica en oxígeno, los depósitos de carbón y de petróleo, las capas de mine- 
rales de hierro, los acantilados de cal y de mármol... tado esto, de forma directa o indirecta 
es el resultado de la actividad biológica sobre nuestro planeta. 

Los organismos vivos no están limitados por les temperaturas habituales de la tierra, el 
ague y la luz del sol Podernos encontrar organismos vivos en les oscuras profundidades del 
océano, en las abrasivas lavas volcánicas, por debajo de la superficie helada del Antártico o 
enterrados varios idiómetros bajo la corteza de la Tierra. Las criaturas que viven en estas con- 
diciones extremas generalmente son poco conocidas, no solo por su inaccesibilidad, sino 
porque muchas de ellas son microscópicas. Íneluso en hábitats más próximos al nuestro, la 
mayoría de organismos son tan pequeños que para poder observarlos necesitamos equipa- 
mieruo especial. Por ello no suele ser noticia para nosotros a no ser que causen alguna en- 
fermedad o destruyan las vigas de madera de nuestras casas. Los microorganismos 
constituyen la mayoría de la materia viva que puebla la Tierra. Solo recientemente y gracias 
a nuevos métodos de análisis molecular y especificamente del análisis de las secuencias de 
DNA, hemos podido empezar a obtener una visión de la vida que no esté distorsionada por 
nuestra percepción a escala humana. 

En esta sección, consideramos la diversidad de los organismos y sus posibles interrela- 
ciones. Actualmente podemos caracterizar, catalogar y comparar cualquier conjunto de or- 
ganismos vivos con referencia a sus secuencias de DINA, ya que la información genética de 
todos los organismos está escrita en el lenguaje universal de secuencias de DNA y las se- 
cuencias de DINA de cualquier organismo se pueden obtener por mstodos bioquímicos es- 
tandarizados. A partir de comparaciones de este tipo podemos estimar el lagar que ocupa 
cada organismo dentro del árbol familiar de especies vivas: el “Grbol de la vida”. Pero, antes 
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de describiz lo que revela esta aproximación, hemos de considerar los sistemas por los que 
las células obtienen en diferentes ambientes la materia y la energía necesaria para sobrevivir 
y proliferar, así como los mecanismos por los que algunas clases de organismos dependen 
de otros para sus necesidades químicas básicas. 


Las células pueden alimentarse de una gran variedad 
de fuentes de energía libre 


Los organismos vivos obtienen su energía libre de diferentes maneras. Algunos, como los 
anímales, los hongos o las bacterias que viven en el intestino humano, la obtienen alimen. 
tándose de otros seres vivos o de los compuestos orgánicos que estos seres vivos producen. 
A este tipo de organismo se le denomina organotrofos (del griego trophe, alimento). Otros 
organismos obtienen su energía directamente del mundo inanimado (no vivo). Este gnupo 
esté constituido por dos clases de organismos: los que obtienen la energía de la luz sotar y los 
que obfienern la energía a partir de sistemas ricos en energía de compuestos químicos inor- 
gánicos presentes en el ambiente (sisternas químicos que están alejados del equilibrio quí- 
mico). Los organismos de la primera clase se denominan fototrofos (que se alimentan de la 
Inz del sol) y los del segundo grupo se denominan litotrofos (que se alimentan de las pie- 
dras). Los organismos organotrofos no pueden subsistir sio los conversores primarios de 
energía, los cuales son las formas de vida más abundantes, 

Los organismos fototrofos incluyen diversos tipos de bacterias, así como las algas y las 
plantas. De estos organismos dependemos nosotros y casi todos los organismos vivos que 
podernos observar a nuestro alrededor. Los organismos fototrofos han cambiado votalmen- 
te las características químicas de nuestro entorno: el odgeno presente en la atmósfera de la 
Tiexra es el producto final de sus actividades biosintéticas. 

Los organismos litotrofos no constituyen un elemento obvio de nuestro mundo, ya que 
son microscópicos y la mayoría de ellos habitan lugares que los humanos no frecuentan, co- 
mo la profundidad de los océanos, el interior de la corteza terrestre u otros ambientes 
" inhóspitos, Sín ermbaxrgo, constituyen una parte importante del mundo vivo y son especial- 
mente importantes bajo cualquier consideración que realicemos de la historía de la vida en 
“nuestro planeta. 

Algunos organismos litotrofos obtienen la energía a partir de reacciones neróbicas, que | 
utilizan el oxígeno molecular del arabiente. Debido a que el O, atmosférico es el producto fi- 
nal de los organismos vivos, estos Hitotrofos aeróbicos, en algún sentido se alimentan de los 
productos de la vida anterior. Sin embargo, existen otros litotrofos que viven anaeróbica- 
mente en jugares en los que el oxígeno reolecular es escaso o no existe, en circunstancias si- 
milares a las que debieron existir en los primeros días de la vida sobre la Tierra, antes que el 
oxigeno se acumulese, 

El lugar más inhóspito de todos ellos son los afloramientos hidrotermales situados en las 
profundidades de los océanos Pacífico y Atlántico, en regiones en las que el suelo oceánico 
se expande, formando ruevos componentes de la corteza de la Tierra, a partir del material 
que emerge del interior dela Tierra OPígura 1-15). En estas regiones, el agua marina infiltra- 
da se calienta y es proyectada hacia arriba a modo de un géiser submarino Hevándose con- 
sigo una gran cantidad de materiales derivados de las profundas rocas calientes. Una mezcla 
típica de materiales transportados incluye H2S, Hz, CO, Mné*, Fe?+, Ni?*, CH, NHz* y cona- 
puestos ricos en fóstoro. En las proximidades del afloramiento vive una rica población de 
microbios a partir de esta dieta austera, obteniendo energía libre de reacciones químicas 
que se producen con los compuestos químicos disponibles. Otros organismos —<omo las 08- 
tras, los mejillones o los gusanos marinos- se alimentan de los microbios de estos respira- 
deros del fondo oceánico y forman un completo ecosistema similar al establecido entre las 
plantas y los animales al que perteneceraos, pero alimentado por energía geoquímica en lu- 
gar de huz solar (Fipura 118). 


Algunas células fijan nitrógeno y dióxido de carbono 
para otros organismos 


Construir un organismo vivo requiere materia y energía Kíbre. ELDNA, el RNA y las proteínas 


están formados por seis elementos: hidrógeno, carbono, nitrógeno, oxígeno, azufre y fósforo. - - 


Estos elementos son muy abundantes en el ambiente inanimado, en las rocas de la Tierra, en 
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el agua o la atmósfera; pero no se encuentran en formas químicas fáciles de incorporar en 
moléculas biológicas. El Nz y el COz atmosféricos son muy poco reactivos, por lo que se re- 
quieren grandes cantidades de energía libre pera divigir reacciones que utilicen estes molé- 
culas inorgánicas generando compuestos orgánicos necesarios para biosíntesis posteriores, 
es deck, para fijar nitrógeno y dióxido de carbono, de modo que el N y el C sean disponibles 
para los organismos vivos. Muchos tipos de células vivas no tienen la maquinada bloquími- 
ca necesaria para realizar esta fijación, por lo que dependen de otros tipos de células que re- 
alicen este trabajo para ellas. Nosotros, como el resto de animales, dependemos de las 
plantas como fuente de carbono orgánico y de compuestos nitrogenados. Las plantas pue- 
den fijar el dióxido de carbono a partir de la atmósfera pero no tienenda capacidad de fijar el 
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Figura 1-15 Geología de un aflorarniento 
hidrotermal er el suelo oceánico, El agua 
se infiltra hacia las rocas calientes del 
interior de la Tierra, donde se calienta 

y es empujada hacia arriba arrastraralo 
minerales de estas rocas ardientes. Se 
establece un gradiente ténmico desde 

más de 350 *C en las prodmidades del 
afloramiento hasta los 2-3 “C de las 
profundidades oceánicas. Los minerales 
precipitan por el contacto del agua fría y 
forman una chimenea, Diferentes tipos 

de organismos, resistentes a diferentes 
teraperaturas, viven en diferentes hábitats 
en las proáimidades de la chimenea. Una 
chimenea típica puede tener unos cuantos 
metros de altura y presentar un flujo de 
12 rm/segunda 


Figura 1-16 Organismos vivos en el 
afloramiento hidrotermal. Varias especies 
Hitotrofas de bacterias y de arqueobacterias 
tienen su hábitat cerca del afloramiento, a 
temperaturas próximas a los 120, del que 
obtienen su alimento, Un poco más lejos, 
donde la temperatura es menor, varios 
tipos de animales invertebrados viven 
alimentándose de estos misoorganismos. 
Mención especial requiere los grandes 
gusanos tubiformes (2 metros) que, en lugar 
de alimentarse de células litotrofas, viven 
en sirabiosis con ellas: unos órganos 
especializados del gusano mantienen un 
número elevado de bacterias oxidatlivas 

de azufre, Estas bacterias capturan la 
energía hidrotermal y la suministran a 

sus huéspedes, que carecen de boca, de 
intestino y de ano. La dependencia del 
gusano tubiforme respecto a las bacrerlas 
para la captación de la energía hidrotermal 
es análoga a la dependencia de los 
vegetales respecto a los cloroplastos para 
la captura de la energía soles, de la que 
trataremos más adelante en este capítajo, 
Sin embargo, los gusanos tubiformes han 
evolucionado a partir de animales más 
comeencionales y se han adaptado a 

la vida en el afloramiento hidrotermal. 


(Cortesta de Dudtey Foster, Woods Hole 
: Gceanographic Institution.) 
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células esféricas células en farma las células ZO 

p. el, Streptococcus de bastoncilio más pequeñas células espirales - 
p. ej, Escherichia col p.ej, Mycoplasma, p- ej. Treponema palfidum 
Vibria choleras : Spiraplasma 


nitrógeno aunosférico, por lo que dependen en parte de las bacterias fijadoras de nitrógeno 
para suplir su necesidad de compuestos nitrogenados. Por ejemplo, las plantas de la familia 
del guisante mantienen en simbiosis bacterias fijadoras de nitrógeno en sus raices. 

Por lo tanto, las células vivas difieren mucho en algunos de los aspectos más básicos de 
sus propiedades bioquímicas. No es sorprendente encontrar que células con necesidades y 
capacidades complementarias hayan desarrollado estrechas asociaciones. Algunas de estas 
asociaciones, como veremos después, han evolucionado hasta el punto en que los organis- 
mos haú perdido su identidad propia y han unido sus fuerzas formando una sola célula 
compuesta. : 


Las células procariotas presentan la mayor diversidad bioquímica 


Desde que se inició la utilización del microscopio óptico, ha resultado evidente que los or- 
garismos vivos pueden clasificarse en dos grupos según su estrúctura: los organismos eu- 
carlotas y los procariotas. Los eucariotas guardan su DNA en un compartimiento 
intracelular delimitado poruna membrana denominada núcleo (término derivado del grie- 
go “verdaderamente nucleado”, delos términos eu, "bien” o “verdadero” y karyon, “corazón” 
o*núcieo”). Los procariotas no presentan un compartimiento nuclear diferenciado para al- 
macenear su DNA. Las plantas, los hongos y los animales son eucariotas: las bacterías son 
procariotas como lo son las arqueas, tuna clase diferente de células procariotas (se trata de 
ellas más adelante). 

La mayoría de las células procariotas son pequeñas, simples en cuanto a su apariencia 
externa (Figura 1-17) y viven corno individuos independientes o en comunidades organiza- 
das de formá muy laxa en lugar de formar arganismos pluricelulares. Típicamente tienen 
una forma esférica o de bastoncillo, de apenas mas cuantas micras en su eje mayor. A me- 
mudo presentan una cubierta de protección denominada pared celular, por debajo de la cual 
se encuentra una membrana plasmática que envuelve el compartimiento citoplasmático 
único, que contiene el DNA, el RNA, las proteínas y una gran cantidad de pequeñas molécu- 
las necesarias para la vida. Ai microscopio electrónico, el interior celular aparece como una 
matriz de textura cambiante sin una estructura organizada (Figura 1-18). 


Figura 1-18 Estructura de una bacteria. (A] La bacteria Vibrio cholerae muestra 
una organización sencilla, Vibrio tiene un apéndice helicoidal en un extremo —un 
flagelo- que rota empujando a ta célula hacia adelante. (B) Electromicrografía de 
transmisión de una sección longitudinal de la bacteria É cofí. Esta bacteria está 
ermparentada con Vibrio pero tiene muchos flagelos distribuidos en su superficie. 
no visibles en esta sección). El DNA de ambas células se concentra en la zona 
más pálida de la bacteria. (B, cortesía de E. Kellenberger) 
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Figura 1-17 Formas y tamaños 
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de largo, tembién hay especies 
gigantes. Un ejemplo extremo 
(no mostrado] es la bacteria 
Eputopisciura fshelsoní, que 
tiene forma cilindrica y vive en 
el intestino del pez cirujano, 
llegando a medk 600 um 

de longitud. 


E 


e 


LA DIVERSIDAD DEL GENOMA Y EL ÁRBOL DE LA VIDA 


Las células procariotas viven en tna gran variedad de nichos ecológicos y tener urnas 
propiedades bioquímicas extraordinariamente variadas mucho más que las células euca- 
riotas. Lás especies organotrofas pueden utilizas casi cualquier tipo de moléculas orgánicas 
como alimento, desde azúcares o aminoácidos hasta hidrocarburos o gas metano. Las espe- 
cies fototrafas Figura 1-19) alroacenan la energía de la haz por diversas vías. Agunas de eltas 
generan oxígeno coro producto final y otras no, Las especies litorrofas pueden alimentarse 
coa una dieta de nutrientes inorgánicos: obtienen el carbono del COz, y utilizan el Hy8 como 
combustible para obtener sus necesidades energóticas (Figura 1-20), el Ha, el Fe?*, el azufre 
elemental, o cualquier otro de la gran cantidad de productos químicos presentes en el arn- 
biente, 

Muchas partes del mundo microscópico están aún sin explorar. Los métodos bacterio- 
lógicas tradicionales han proporcionado ua conocimiento considerable de las especies que 
pueden ser aisladas y cultivadas en el laboratorio. No obstante, el análisis de las secuencias 
de DNA de las poblaciones bacterianas de muestras de hábitats naturales corno el suelo, el 
agua de mar o incluso la cavidad bucal humana- nos ha abierto los ojos al hecho de que la 
mayoría de las especies no se pueden cultivar mediante técnicas convencionales de labora- 
torio. De acuerdo con tina estimación, el 99% de las especies procariotas todavía no han si- 
de caracterizadas. 


El árbol de la vida tiene tres ramas principales: 
las bacterias, las arqueobacterias y los eucariotas 


Tradicionalmente, la clasificación de los seres vivos se ha fundado en el estudio comparatl- 
vo de sí apariencia externa: podemos ver que un pez tiene ojos, mandíbulas, espinazo, ce- 
rebro, etc., como nosatros, mientras que un gusano no; que un rosal es “pariente” de un 
mauzano y más diferente que el césped. Cormno demostró Darwin, podemos interpretar estas 
similitudes familiares en términos de evolución a partir de ancestros cómunes y encontrar 
los restos de muchos de estos ancestros preservados en el registro fósil, De esta manera ha 
sido posible empezar a dibujar el árbol genealógico de los organismos que muestre las di- 
versas líneas de descendencia así como los puntos de ramificación en la historia en los que 
los ancestros de un grupo de especies empiezan a ser diferentes alos de otro grupo. 

Sin embargo, cuando las diferencias entre organismos se hacen muy grandes, estos mé- 
todos comienzan a fallar. ¿Cómo decidir si un hongo es un pariente más cercano de una 
planta o de un animal? Cuando se trata de los procariotas la tarea todavía es más difícik un 
bastoncillo a una esfera microscópicos se parecen mucho entre sí. Por lo tanto, los micra- 


biólogos han tenido que clasificar los procariotas atendiendo a sus propiedades bioquímicas . - 


y asus requerimientos nutricionales. No obstante, esta aproximación también ene errores, 
Entre la confusa variedad de comportarnientos bioquímicos resulta difícil saber qué dile- 
rencias reflejan realmente diferencias en la historia evefutiva. 
El análisis del genoma ba proporcionando una vía sencilla, más directa y potente para 
determinar relaciones evolutivas. La secuencia completa del DINA de un organismo define 
st naturaleza con una precisión casi perfecta, completa y con un detalle exhaustivo, Ade- 
inás, esta especificación está en forma digital ana serie de letras- que puede ser introduci- 


da directamente en un ordenador y comparada con la información correspondiente a 00. 


ser vivo. FÍDNA está sujeto a carnbios aleatoríos que se han acumulando durante largos pe- 
riodos de tiempo (como veremos en seguida), por lo que el número de diferencias entre las 
secuencias de DNA de dos organismos proporciona una indicación directa, objetiva y cuan- 
titativa de la distancia evoluriva entre ellos. 

Esta aproximación ha demostrado que los organismos que tradicionalmente hernos 
clasificado junzos como “bacterias” pueden tener un origen evolutivo tan diferente como lo 


Figura 1-19 La bacteria fototrofa 
Anabaenñea cylindrica al rarcroscopio Óptico. 
Las células de esta especie forman largas 
filamentos pluricelulares, La mayora de las 
células (marcadas coruna Y) realizan 
fotosíntesis, mientras otras están 
especializadas en la fijación del nitrógeno 
(marcadas con una Ho se transforman en 
esporas resistentes (marcadas con uaa 5). 
(Cortesia de Dave (Adams) 


Figura 1-20 Una bacteria Utotrofa, 
Beggíatoa vive en ambientes ricds en azuíre, 
Obtiene energía oxidándo el HS y además, 
puede fijar carbono incluso en fa oscuridad. 
Obsérvese los depósitos arnarillos de azufre 
en el interior de la cétula. (Cortesía de Ralph 
Ye Molte) 
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Figura 1-27 Las tres divisiones principales (dominios) del mendo viviente. Tradicionalmente la palabra 

bacterta se ha utilizado para definir a los procariotas en general, pero en la actualidad se han redefinido para s 
referirse especificamente a las bacterias. El árbol mostrado se basa en las comparaciones de las secuencias . 

de nucleótidos de las subunidades del RNA nibosómico de diferentes espectes; la distancia en el diagrarna 

representa una estimación del número de cambios evolutivos que se han producido en esta raclécula en cada 

linaje (véase Figura 1-22), Las partes del árbol sombreadas en grís corresponden a las incertidumbres sobre 

detalles del verdadero patrón de divergencia de especies a lo largo del proceso de la evolución: 

las comparaciones de secuencias de nucleótidos o de aminoácidos de diferentes moléculas así como otros 

criterios implican el diseño de árboles algo diferentes. Sin embargo, existe un consenso general sobre la 

divergencia inicial de los tres dominios básicos: las bacterias, los arqueas y los eucariotas. 


tiene un procariora y un eucariota, En la actualidad parece que los procariotas incluyen dos 
grupos diferentes de seres que divergieron al inicio de la histotia de la vide sobre la Tierra, in- 
cluso antes o al mismo tiempo que los ancestros de los eucariotas formasen un grupo inde- 
pendiente, Los dos grupos de procariotas se denominan bacterias (o eubacterlas) y arqueas 
ivearqueobacterias). Por jo tanto, el mundo vivo tiene tres grandes divisiones o dorinios: las 
bacterias, las arqueobacterias y los eucariotas (Eleura 1-21). 


Las arqueas se encuentras habitualmente habitando ambientes inhóspitos que la es- 


pecie humana evita, corno pantanos, estaciones de tratamiento de aguas residuales, pro- 

fundidades oceánicas, salinas o manantiales calientes y ácidos. Sin embargo, también se 

encuentan en ambientes menos extremos y más familiares, como desde los suelos o los la» 
gos hasta el estómago del ganado. Por su apariencia externa no son fáciles de distinguir de 

las bacterias. A nivel moleculas, las arqueas se parecen más a los eucariotas en su maquina- % 
ría de manipulación del material genético (replicación, transcripción y traducción), pero se 

parecen más a las bacterias en su procesos metabólicos y de conversión energética. Aneliza- 

remos más adelante como puede explicarse todo esto. 


Algunos genes evolucionan rápidamente mientras 
-.que otros se conservan 


Tanto durante el almacenaje como duxante el copiado del material genético se pueden pro- 
ducir accidentes y/o errores aleatorios que pueden alterar la secuencia de nucleótidos, es 


- deck, generar mutaciones. Como consecuencia de ello, cuando una célula se divide, a me- 
' nudo sus dos células hijas no son idénticas entre sí o a su progenitor. Algunas veces poco - 2 
“frecuentes el error puede representar un cambio favorable; más probablemente el error no- 

supondrá diferencias importantes en las capacidades de la célula; en muchos casos, el error 

causará daños importantes, por ejemplo, alterando la secuencia de una proteína clave, Carn- 

bios debidos a errores del primer tipo tenderán a perpetuarse, ya que la célula alterada ter 


drá una mayor probabilidad de reproducirse. Cambios debidos a errores del segundo tipo" CU C> . : 


cambios selectivamente neutros- pueden ser o no perpetuados: depende de sí la célula o 
sus famullares tendrán o no éxito en la competencia por los recursos limitados. Los carmbios 
que causen daños importantes no conducen a la célula a ninguna parte, porlo general pro- 


vocan su muerte y, por tanto, no dejan descendencia. Mediante la repetición de este ciclo de pd ; 


ensayo y error de mutación y selección nanerat- Los organismos evolucionan y sus especiói- 
caciones genéticas carnbian proporcionándoles muevas vías de aprovechamiento del entor- 


LA DIVERSIDAD DEL GENOMA Y EL ÁRBOL DE LA VIDA 


no raás eficaces para poder sobrevivir en competencia con otros organisros, reproducción» 
dose con más éxito, 

Cleramente, durante el curso de la evolución sígunas partes del genoroa cambian más 
fácilmente que otras. Un segmento de DNA que no codifica ploguna una protefna y que no 
tiene ningún papel regulador importante puede cambiar a una velocidad bimitada por la Ere- 
cuencia de los exrores aleatorios que sufra. Por el conrerío, un gen que codifigue una pro- 
teína esencial altemente optimizada o una molécula de RNA no puede sex alterado con tar- 
ta facilidad: cuendo se produce un error, la célula afectada casi siermpre es eliminada. Por lo 
tanto, los genes de este último tipo están altamente conservados a lo largo de la evolución. A 
través de 3,5 reil enillones de años o más de historia evolutiva, muchas características del ge- 
norma han cambiado haciéndose irreconocibles, pero los genes más conservados siguen 
siendo reconocibles en todas las especies vivas, 

Estos últimos genes son los que podemos añalizar para determinar las relaciones farni- 
lleres entre los organismos más alejados en el drbol genealógico. Los estudios que han lleva- 
do a la clasificación del mundo vivo en los tres doruinios de bacterias, arqueas y eucariotas 
se basen en el análisis de uno de los dos RNA principales que conaponen el ribosoma, el de- 
nonúunado RNA nibosónico de la subunidad pequeña. Este componente del ribosoma se ha 
conservado desde el inicio de la historia de la vida sobre la Tierra, ya que la traducción es 
fundamental para todas las células vivas (Figura 1-22). 


La mayoría de las bacterias y de las arqueas tienen entre 
1000 y 6000 genes 


La selección natural ha favorecido a las células procariotas capaces de reproducirse más 
rápidamente tomardo materiales del entorno y teplicándose de formas más eficiente, a la 
mayor velocidad permiida por el aporte de alimento disponible. Un tamaño pequeño im- 
plica una gran cantidad de área por unidad de volumen, lo que ayuda a maximizar la capta- 
ción de nutrientes a través de la membrana plesmética y favorece una velocidad de 
reproducción elevada. 

Probablemente por estas razones, la mayoría de los procariotas llevan muy poco sobre- 
peso de equipaje; ss genomas son pequeños, con genes empaquetados muy próximos y 
con la menor cantidad posible de DINA de regulación entre ellos. El pequeño tarnaño del ge- 
noma hace reladvanserte sencilla la identificación de la secuencia conmpleta del DNA. En la 
actualidad, disponernos de esta inforreación de muchas especies de bacterias y de arquezs, 
y de unas cuantas especies de eucariotas. Como se Hustra en la Tabla 1-1, la mayoría de los 
genomas de las bacterias y de las arqueas contienen entre 108 y 107 pares de nucleótidos, 
que ceodifcan entre 1000 y 6000 genes. 

Una secuencia completa de DNA, revela los genes que un organismo dene y los que le 
faltan. Cuando cormparamos los tres dominios del mundo vivo, podemos empezar a intelz 
cuáles son los genes comunes en todos ellos y que, por lo tanto, debían estar presentes en la 
cétala ancestral de todos los seres vivos actuales, y cuáles 500 específicos de una ransa con- 
creta del árbol de la vida, Sin embargo, para explicar estas observaciones es necesario consi 
derar un poco más detenidamente cómo se generan y cóno evolucionan los genes. 
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Figura 1-22 Información genética conservada desde la época del último ancestro común de todos los 
organisroos vivos. Se muestra una parte del gen del más pequeño de los dos componentes de RNA del ribosoma, 
(La molécula complete tiene unos 1500-1900 nucleótidos de longitud según las especies de que se trate.) Se 

" alinean los secuencias de segmentos correspondientes de una arquea (Methahococcus jannaschid), una bacteria 
(Escherichia col y lan eucariota (Horno sapiens). Los lugares en los que los nucleótidos son idénticos entre las 
diferentes especies se indican con una línea roja vertical La secuencia humana se repite en la parte inferior del 
alineamiento para facilitar las tres comparaciones. El punto hacía la mitad de la secuencia de £. colífíindica un 
lugar en el que a lo largo de la evolución o bien se ha eliminado un nucleótido del linaje de las bacterias o se 
ba insertado un nucleótido en los otros dos linajes. Nótese que las secuencias de estos tres organúsmios, 
representativas de los tres dominios del raundo vivo, se diferencian unas de les otras apromdrnadamente en el 


maismo grado, pero mantienen simifitades nequivocas. 
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Tabla 1-4 Algunos genomas secuenciado 


¡ESPECIES 


PARES PESE CEN 
EEE e 
CEEGTIDOS POR 2 CODÍAÍO 


a APLI PROTA 


BACTERIAS 1 + 


Mycoplasma genitaliumn genoma más pequeño de tracto genital humano 580... 468 


cualquier célula conocida 
Synechoeysts sp. fotosintéticas, generadoras lagos y corrientes 3573 3168 
de oxígeno fcianobacterias) de agua A 
Escherichia coll favorita del laboratorio : tracto digestivo humano 4639 . 4289 
Helicobacter pylori causa Úlceras estomacales y estómago humano 1667" > 1590 
predispone para cáncer de estómago pe 
Bacifas an thracis produce ántrax suelo do AE 0 5634 
Aquifex aeolicus litotofa, vive a elevadas afloramientos 155 1544 
temperaturas hidrotermales : NE 
Steptomyeas coelicolor fuente de antibióticos; genoma gigante — suelo 8667 7825 
Treponerna pallidum espiroqueta, produce la sífilis tejidos humanos 1138 10941 
Rickettsia prowazekii bacteria muy próxima a las piojos y humanos 1111 B34 
mitocondrias, causa el tifus [parásito intracelular) 
Thermotoga maritima organotrofo, vive a temperaturas afloramientos 1860 1877. 
elevadas hidrotermates ; pS 


ARQUEAS * ce ó 
Methanococcus jannaschil litotrofos, anaeróbicos y productos afloramientos 1654 1750 
de metano hidrotermales A : cn 
Archoeoglobus fulgidus litotrofos u organotrofos, anaeróbicos, afloramientos 2178. 2493 
reductores de azufre hidrotermales ; 
Nanoarchazum equitans arguecbactería más pequeña conocida; — afloramientos hidrotermales 491. : 552 
anaeróbicos; parásito de otras y afloramientos 
arqueobacterios más grandes cálidos volcánicos 
EUCARIOTAS 00, vu 
Saccharorayces cerevislae modelo eucariota más pequeño piel de los granos 12069 + +. 6300 
(levadura de germinación) de uva, cerveza A . PROA 
Arabidopsis thallana modelo de organismo «de plantas suelo y aire o 200 --26.000. 
therro) con flores EE did 
Caernorhabditis elegans animal sencillo con un desarrollo suelo : NN úl -:97.080 EN 2000. 
(gusano nematodo) perfectamente previsible * O : E 
Drosophila melanogaster "herramienta clave para el estudio "fruta envejecida " 137.000 E 14.000. . 
ímosca del vinagre) del desarrollo de los animales A IN 
Homo sapiens (hombre) el modelo mamífero más estudiado casas 7 B2OO0O 24,000 y 


El tamaño del genoma y el número de genes es vatiable entre cadenas de una misma especie, especialmente en bacterias y arqueobacierias, La tabla 
muestra datos de cadenas concretas que han sido secuenciadas. En eucariotas, algunos genes dan lugar a variantes de proteínas alternativas, de manera. 
que el número total de proteínas expresadas por el genoma es sustancialmente mayor que el número de genes. 


Los genes se generan a partir de genes ya existentes 


El material básico de la evolución es la secuencia de DNA que ya existe. No hay ningún me- 
canismo natural por el que se generen grandes cadenas de DINA de secuencia nueva aleato- 
cía, Así, ningún DNA es completamente nuevo. La innovación puede ocurrir por diversas 
vías (Figura 1-23): 
1. — Mutación intragénica: un gen ya existente puede ser modificado por cambios en su 
secuencia de DNA mediante diferentes tipos de errores que fundamentalmente ocu- - 
rren en el proceso de replicación del DINA. . - 
2. — Duplicación génica: un gen existente puede ser duplicado generando así en una mis- 
ma célula 1m par de genes que inicialmente son idénticos y que a partir de este mo- 
mento pueden divergir en el transcurso de la evolución. 
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3.  Barajado de fragmentos. dos o más genes existentes pueden romperse y reagruparse 
generando un gen híbrido formado por segmentos de DNA que originariaraente per» 
tenecían a genes independientes, 

4. Transferencia horizontal (intracelular): un fragmento de DNA puede ser transferido 
desde el genoma de una célala al de otra célula, incluso de tna especie diferente. Este 
proceso contrasta con la transferencia vertical de información génica habitual entre 
los progenitores y la progenie. 

Cada uno de estos tipos de cambios deja una huella característica en la secuencia de 
DNA de un organismo y proporciona una clara evidencia de que se han producida los cua- 
tra tipos de procesos. En capítulos posteriores describiremos los mecanismos subyacentes a 
estos procesos, pera por ahora nas centraremos en sus consecuencias. 


Las duplicaciones génicas dan lugar a familias de genes PRIMO? 
en una misma célula 


Una célula duplica todo su genoma cada vez que se divide en dos células hijas. Sin embargo, 
algunos accidentes pueden: der corno resultado la duplicación inapropiada de ma parte del 
genoma, renteviendo el genoma original. Cuando un gen se ha duplicado por está vía, una 
de las dos copias queda libre para mutar y especializarse en la realización de una función 
diferente en la misma célula. Répetidos ciclos de este proceso de duplicación y divergencia, 
durante muchos millones de años, han permitido que algunos genes generen tuna femilia de 
genes que se pueden hallar dentro de un mismo genoroa. El análisis de la secuencia del DNA 
de genomas de orgavismos procariotas ponen de manifiesto muchos ejemplos de este dpo 
de familias génicas: par ejemplo en Bacilltes subrilis, el 47% delos genes tiene uno o más ge- 
nes relacionados de forma obvia (Figura 120. 


Cuando los genes se duplican y divergen de esta manera, los individuos de una especie 


resultan dotados de diferentes vañantes del gen inicial, Este proceso evolutivo ene que dís- 
tingulrse de la divergencia genética que ocurre cuando una especie se separa en dos líneas 


Figura 1-23 Cuatro modelos de 
innovación génica y sus efectos enla 
secuencia del DMA de un organismo, 
Cuando dos tipos diferentes de células 
entran en una asociación simbiótica 
permanente, $e produce una forma especial 
de transferencia horizontal Los genes de 
una de las céludas pueden ser transferidos 
al genoma de la otra cóhula, como veremos 
7más adelante al tratar el caso concreto de 
las mitocondrias y de los cloroplastas. 
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de descendencia diferentes en una bifurcación del árbol de la vida, por ejemplo, cuando la le 
nea humana de descendencia se separó de la de los chimpancés. En este punto, los genes se 
vuelven diferentes en el curso de la evolución, pero cortimáían teniendo fimciones Corres- 
pondientes en las dos especies hermanas. A los genes que se relacionen por la descendencia 
de esta fonma es decir, genes de dos especies separadas que derivan de un mismo gen 2. 
cestral presente en el último ancestro coraún de ambas especies -se les denomina ortóla- 
gos. Alos genes relacionados que derivan de wa duplicación en el mismo genoma y que 
posiblemente divergirán en sus funciones—se les denornina parálegos. Alos genes vincula» 

. dos por una descendencia de cualquier tipo se les denomina horaólogos, un término ge- 
neral que se utiliza para englobar ambos tipos de relación (Figura 1-25). 

Las relaciones femiliares entre genes pueden volyerse muy complejas (Figuera 1-26). Por 
ejernplo, un organismo que tiene una fanailía de genes parálogos (p. el, los siete genes de las 
hernogiobinas a, f), y, 8, e, £ y 8) puede evolucionar en dos especies separadas ícomo los hu- 
manos y los chimpancés) cada una de las cuales mantiene un grupo completo de genes pa- 
rálogos. Las 14 genes son homélogos, siendo le hemoglobina a humana ortóloga de la 
hemoglobina a del chimpancé, pero paráloga de las hemoglobinas $, humana y del chimn- 
pancé, y así sucesivamente. Además, las hemogiobinas de los vertebrados (la proteína que 
transporta el oxígeno en la sangre) es homóloga a la mioglobina (proteína que se une al oxí- 
geno en el nuísculo) de los vertebrados, así corao de otros genes más distantes que codifican 
proteínas que unen oxígeno de los organismos invertebrados, plantas, hongos y bacterias, 
A. partir de las secuencias del DNA generalmente resulta sencillo reconocer que dos genes de 


organismo ancestral organismo ancestral 
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Y DIVERGENCIA 


último organismo ancestral 


los genes G, y G, son ortálogos los genes 6, y 6, son perálogos 
(a)  B 


Figuta 1-25 Genes parálogos y genes ortólogos: dos tipos de homologta 
génica basadas en diferentes vías de evolución. (A) y (Bj Las posibilidades 
más básicas, (€) Un patrón más complejo de sucesos que se pueden dar. 


Figura 1-24 Fercillas de genes 
relaconados evolutivamente enel 
genoráa de Bacilos subis. La fernilia 
mayor está bormada por 7] genes que 
codifican verledades de transportadores 
ABC -una clase de proteínas de transporte 
de rmernbraña encontradas en dos tres 
dominios del mundo vivo. (Modificado de 
E Kunst y cols, Mature, 390:249-256, 1997, 
Con la autorización de Macmillan 
Publishers Ltd.) 
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especies diferentes son homólogos; es rrás difícil decidir, sin disponer de otra información 
adicional, si son ortólogos que se encuentran en un momento determinado de su evolución. 
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Los genes pueden ser transferidos entre organismos, 
tanto en la naturaleza como en el laboratorio 


Los procariotas también proporcionan ejemplos de transferencia horizontal de genes de 
wna especie a otra. El ejemplo más claro lo constituyen las secuencias que sabemos que de- 
rivan de virus bacterianos, también denominados hacteriófagos (Figura 1--27). Los virus no 
son células vivas, pero pueden actuar como vectores para la transferencia de genes: son pe- 
queños paquetes de material génico que han evolucionado corno parásitos de la maquina- 
ria biosintética y reproductiva de células huésped. Se replican en una célula, emergen de ella 


¿con una cubierta de protección y entran en otra célula, infectándola. Esta segunda célula 


puede ser o no de la misma especie que la primera. A menudo, la célula infectada morirá 
debido a la proliferación masiva de partículas virales en su interior, pero a veces el DNA víral 
en lugar de generar de forma directa estas partículas puede permanecer en el huésped du- 
rante puchas generaciones de la célula como un pasajero relativamente inocuo, bien como 
un fragmento intracelular independiente de DNA, conocido como plásmido, o como una 
secuencia que se inserta en el DINA de la célula huésped. En sus viajes, los virus puedea le- 
varse consigo accidentalmente algunos fragmentos del DNA del genoma de la célula hués- 
ped y vansportados a otra célula. Estas transferencias de material génico ocurren con 
tecuencia en procariotas y también pueden producirse entre células eucariotas de la músmea 
especie. 

La transferencia horizontal de genes entre células eucariotas de especies diferentes es 
poco frecuente y ho parece que haya resultado demasiado relevante en la evolución de los 
eucariotas la pesar de que durante la evolución de las mitocondrias y de los cloroplastos se 
han producido transferencias masivas de genomas bacterianos a genomas eucariotas, como 
comprobaremos más adelante). Por el contrario, la transferencia horizontal de genes ocurre 
mucho más frecuentemente entre especies diferentes de procariotas. Muchos procariotas 
tienen la destacable capacidad de captar de su armbierue incluso moléculas de DNA no víni- 
co, capturando asíla información genética que contienen. Por esta vía, o por la transferencia 
mediada por virus, las bacterias y las arqueas han adquirido genes de células vecinas con re- 
jetiva facilidad. De esta forma, se ha observado que han evolucionado nuevas y en ocasiones 
peligrosas especies de bacterias en ecosisteraas bacterianos que habitan hospitales o varios 
nichos del cuerpo humano. Por ejemplo, la transferencia horizontal génica es la responsable 
dela expansión en los últimos 40 años de cepas de Neissería gonorrhege, la bacteria que pro- 
duce la gonorrea, resistentes a la penícilina. En una escala temporal mayor, los resultados 


Figura 1-26 Una cormpleja familia de 
genes homólogos. Este diagrama muestra 
el"pedrigi" de los genes de la hernoglobina 
(His), de la mioglobina y de la globina en el 
hombre, en el pollo, en el tiburón y en 
Drosopbíila, La longitud de cada línea 
horizontal es proporcional al grado de 
divergencia en la secuencia de arninoácidos, 
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pueden ser incluso más profundos; se ha estimado que el 18% de los genes presentes en el 
genoma actual de E. coll se han adquirido de otras especies por transferencia horizorital en 
s úlcimos 100 nolllones de años, 


El intercambio horizontal de la información genética entre especies 
se ha hecho realidad a través del sexo 


Los intercambios horizontales de la información genética son importantes en la evolución 
de las bacterias y de las arqueas en el mundo actual, aunque han tenido que ser más fre- 
cuentes y promiscuos durante los primeros días de la vida sobre la Tierra. Este tipo de in- 
tercambios horizontales explicaría la observación en otro caso complicada de que los 
eucariotas parecen ser más sinulares a las arqueas en lo que respecta a los genes de las fun- 
ciones básicas de los procesos de replicación del DNA, transcripción y traducción, pero más 
sirallares a las bacterias en los genes de las procesos metabólicos. En cualquier caso, sea por- 
que la ransferencia horizontal de genes ocurrió más frecuentemente durante las primeras 
etapas de la vida sobre la Tierra, o haya continuado durante la historia de la evolución con 
una frecuencia baja, ha tenido el efecto de complicar el concepto de célula ancestral, ya que 
cada genoma celular es un conjunto de partes derivadas de fuentes diferentes. 

La transferencia horizontal entre procariotas puede parecer un proceso sorprendente, 
pero tiene su paralelo en un fenómeno muy familiar para todos nosotros: el sexo. Además 
de la habitual transferencia vertical de material genético de los padres a la descendencia, 
la reproducción sexual genera una transferencia horizontal de información génica a gran 
escala entre dos linajes celulares inicialmente separados: los de la rnadre y del padre. Por 
supuesto, una característica fundamental del sexo es que el imercarabio genético nonmal- 
mente súlo ocurre entre miembros de la misma especie. Pero independientemente de sí se 
produce entre especies o dentro de una misma especie, la transferencia horizontal de genes 
deja una huella característica: genera individuos que están más relacionados con tn con- 
junto de parientes con respecto a determinados genes y más relacionados con otro con- 
junto de parientes con respecto a otros grupos de genes. Comparando las secuencias del 
DNA de genomas humanos individuales, un visitante inteligente del espacio exterior po- 
dría deducir que se reproducen sexualmente, incluso sín conocer nada del comportamien- 
to humano. 

La reproducción sexual se ha generalizado especialmente exutre los eucariotas (aunque 
no es universal). Incluso las bacterias realizan de vez en cuando intercambios sexuales con- 
trolados de DNA con otros miembros de su especie. La selección natural ha favorecido cla- 
ramente a los organismos que se podían reproducir sexualmente, aunque los evolucionistas 
teóricos discuten sobre las ventajas selectivas del sexo, 


A partir de la secuencia de un gen a menudo se puede 
deducir su función 


Las relaciones familiares entre genes son importantes ao solo por su interés histórico sino 
porque simplifican de forma espectacular las labores de descifrado de las funciones de los 
genes. Cuando se ha determinado la secuencia de un nuevo gen, pulsando algunas teclas de 
un ordenador un científico puede buscar en la base completa de secuencias génicas otros 
genes relacionados. En muchos casos ya se habrá determinado experimentalmente la fun- 
ción de uno o más de estos homólogos y, par lo tanto, como la secuencia génica determina 
la función del gen, Frecuentemente podremos realizar una buena predicción de la función 
del nuevo gen: es probable que sea similar a la de sus hornólogos. 

De esta formaa es posible descifrar una gran parte de la biología de un organismo anali- 
zando la secuencia de DNA de su genoma y utilizando la información que actualmente te- 
nemos de las funciones de los genes en otros organismos estudiados con más profimdidad. 


Más de 200 familias de genes son comunes para las tres ramas 
principales del árbol de la vida 


Una vez conocidas las secuencias del genoma completo de organismos representaivos de 
los tres dornínios —arqueobacterias, bacterias y eucariotas- podemos buscar sistermática- 


Figura 1-27 Transferencia vírica de DNA de 
una célula a otra. (A) Electromicrografía de 
transmisión de algunas partículas de un 
virus bacteriano, el bacteriófago TS. La 
cabeza de este virus contiene el DIVA vírico; 
la cola contiene la maquinaria para inyectar 
el DNA en la bacteria huésped. (B) Sección 
de la bacteria con el bacteriófago TA. 
adherido a su superficie. Los elementos 
oscuros del interior de la bacteria son las 
cabezas de las nuevas partículas del 


. bacteriófago T4 en proceso de ensamblaje 


intracelutas, Cuando están maduras, la 
bacteria explotará liberándotas. (A, cortesia 


de James Paulson; B, cortesía de Jonathan 


King y Ena Harvaig de G. Karp, Cell and 
Molecular Biology, 2% ed. New York, John 
Wiley £ Sans, 1999, Con la autorización de 
Jokin Wiley £ Sons. ; 


LA DIVERSIDAD DEL GENOMA Y EL ÁRBOL DE LA VIDA 


mente bomologías que nos indiquen secuencias comunes en este árbol de la vida. De esta 


forma podernos empezar a obtener inforraación de la herencia común de todos los seres vi- 
vos. Sin embargo, no resulta nada sencillo, Por ejemplo, a menado algunas especies han per- 
dido algunos de sus genes ancestrales; otros genes, casi con toda seguridad, han sido 
adquiridos por transferencia horizontal y, por lo tanto, no pueden ser considerados como 
ancestrales aunque sean compartidos por varias especies, Los estudios comparativos re- 
cientes indican claramente que tanto la pérdida de genes característicos de linaje como la 
transferencia horizontal, en algunos casos entre especies alejadas evolutivamente, han si- 
do factores importantes de la evolución al menos entre procariotas. Pinelmente, durante 
los Últimos 2 0 3 tnil millones de años algunos genes compartidos por individuos distintos 
han evolucionado de forma diferente como se ha podido determinar con los métodos 
actuales. 

Debido a estos caprichos del proceso evolutivo, parece que sólo una pequeña propor- 
ción de las familias de genes ancestrales se ha conservado de forma universal y reconocible, 
Así, de las 4873 familias de genes que codifican proteínas que se han definido recientemen- 
te por comparación de los genomas de 50 bacterias, de 13 arqueobacterias y de 3 eucariotas 
unicelulares, sólo 63 son realmente ubicuos (es deciz, están presentes en todos los penornas 
avalizados). La gran mayoría de estas familias universales comprende componentes de los 
sistemas de traducción y de transcripción. No parece que se trate de una aproximación rea- 
lista de un conjunto de genes ancestrales. Un proceso mejor de búsqueda, aunque todavía 
rudimentario, consiste en tener en cuenta las familias génicas que tienen representantes en 
varias, aunque no forzosamente todas, las especies de los tres dorainios principales. Este ti 
po de análisis ha revelado 264 familias conservadas ancestrales, A cada tana de estas famillas 
se les puede asignar una función fcomo minimo en términos de actividad bioquímica gene- 
ral, pero habitualmente con mayor precisión). La gras mayoría de estas familias génicas 
compartidas participan enla traducción y en el transporte y metabolismo de los arninoáci- 
dos (Tabla 1-2). Este conjunto de familias génicas altamente conservadas sólo representa 
una pequeña parte de la herencia común de la vida actual, Será posible reconstruir de forma 
más precisa el último ancestro universal gracias a ruevas sécuenciaciones de genomas y 
análisis comparativos más detallados. 


Las mutaciones revelan las funciones de los genes 


Sin información adicional, la simple observación de la secuencia de los penes no peroxite 
determinarsus hunciones. Podemos reconocer que el gen B es parecido al gen.A, pero ¿córao 
podemos determinar en primera instancia la función del gen A? Ínciuso conociendo la fun- 
ción del gen A, ¿cómo podemos decir si la función del gen B es la misma que la del gen A, ca- 
mo sugiere la similitud de sus secuencias? En definitiva, ¿cómo podemos conectar el caido 
de la información genética abstracta y el mundo de los organismos vivos? 

El análisis de las funciones de los genes deperide de dos aproximaciones complemnen- 
tarias: la genética y la bioquímica. La aproximación genética arranca con el estudio de mu- 
tantes: podernos encontrar o elaborar un organismo en el que un gen determinado esté 
alterado y examinar los cambios que se producen en la esteuctura y en el comportamiento 
del organismo (Pigura 1-28). La aproximación bioquímica examina la función de las molé- 


culas: podemos extraer determinadas moléculas de un organismo y estudiar sus activida- 


des quíraicas. Combinando ambas aprodmaciones y estudiando las alteraciones químicas 
presentes ed un organismo mutante, es posible encontrar las moléculas cuya producción 


depende de un determinado geo. Al xnismo tiempo, los estudios del comportamiento de . 


un organisao mutante pueden indicar las funciones de estas moléculas en el conjunta glo- 
bai del organismo. De esta forma, la genética y la bioquímica, conjuntamente, proporcio- 
nan un cambio para relacionar los genes, las moléculas y la estructura y la función del 
Organisnia, 

En los últimos años, se han producido rápidos progresos gracias el estudio de las se- 
cuencias del DNA y de las herramientas de la biología molecular. Á partir de la comparación 
de secuencias podemos identificar subregiones particulares en el interior de un gen. preser- 
vadas sin cambios durante el curso de la evolución, Es probable que estas subregiones con- 
servadas sean, en términos funcionales, las zonas más importantes de un gen. Podemos 
analizar su contribución individual a la actividad del producto del gen ya que mediante ex- 
perimentos es posible generar mutaciones en lugares concretos del gen a constenár artifi- 
cialmente genes híbridos que combinen partes de un gen y partes de otro gen. Otra 
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Tabla 1-2 Número de familias génicas, clasificadas por función, que son comunes 
para los tres dominios del mundo vivo 


Procesamiento de la información 


Traducción 63 
Transcripción 7 
Replicación, reparación y recombinación 13 
Procesos celulares y señalización 
Control del ciclo celular, mitosis y melosis 2 
Mecarismos de defensa 3 
Mecanismos de transducción de señal 1 
Pared celutar/oilogénesis de membrana 2 
Tráfico intracelular y secreción 4 
Modificaciones postraduccionales, recambio proteico, chaperonas 3 


Metabolismo 
Producción y conversión de energía 19 
Metabolismo y transporte de carbohidratos 16 
Metabolismo y transporte de arrínoácidos 43 
Metabolismo y transporte de nucleótidos : 15 
Metabolismo y transporte coenzimático 22 
Metabolismo y trensporte de lípidos 9 
Metabolismo y transporte de jones inorgánicos 8 
Biosíniesis, transporte y catabolismo de metabolitos secundarios 5 

Mal caracterizados 


Función bioguímica predecibte, papel biológico 24 
desconocido 


Para este análisis, las familias de genes se han definido como “universales” si se encuentran representadas 
en los genomas de al menos dos atqueas diferentes (Archacoglobus fulgidus y Aeropyeum peris), 

dos bacterias distantes evolurivamente (Escherichia coli y Bacillus subrills) y un eucariota (levadura, 
Saccharomyces cerevisias). (Datos obtenidos de RL. Tatesow, EV. Koonin y DJ Lipman, Sclence, 
278:631-637, 1997, con el consentimiento de ARAS; RL Tatusov er al, BMC Bloinformatics 441, 2003, con 
el consentimiento de BioMed Central; y de la base de datos COGs de la US National Library of Medicine) 


posibilidad es diseñar organismos que produzcan grandes cantidades de RNA mensajero e 
de la proteína especificada por un gen, para facilitar el análisis bioquímico. Los especialistas 
n estructura molecular pueden establecer la conformación tridimensional del producto gé- 
nico mediante la determinación la posición exacta de cada uno de sus átomos. Los bioqut- 
micos pueden determinar cómo actúa cada una de las partes de la molécula, especificada 
genéticamente sobre el comportamiento químico global, y los biólogos celulares estudiar el 
comportamiento de las células diseñadas para expresar una versión mutante del gen. 

Sin embargo, no se dispone de una receta universal para determinar la función de un 
gen ni de un formato universal para poder describirta. Por ejemplo, podemos descubrir que 
el producto de un gen determinado cataliza una cierta reacción química y no tener ni idea 
de la relevancia que tiene esta reacción en el organismo. La caracterización funcional de ca- 
da familia de productos génicos, aparte de la descripción pura de las secuencias génicas, 
representa un nuevo reto al ingenio de los biólogos. Además, no conocerernos nunca cor- 
pletamente la función real de un gen hasta que aprendamos cuál es su función en el orga= 
nismo completo. Por lo tanto, para dar sentido a las funciones de los genes tenemos que 
estudiar organismos, no sólo roléculas o células aisladas. 


Los biólogos moleculares han centrado sus estudios en E. coli 


Los organismos vivos son muy complejos, porlo que cuanto más aprendemos acerca de una 
especie cualquiera, más atractiva se vuelve como objetivo de estudios posteriores. Cada des- 
cubrimiento genera nuevas cuestiones y proporciona nuevas herramientas con las que po- 
demos afrontar las preguntas generales en el contexto del organismo seleccionado. Por esta 
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Figura 1-28 Un fenotipo mutante puede 
reftejar la función de un gen. Una levadura 
normal (de la especie Schizosaccharomyces 
pornbe) se compara con un mutante en el 
cual un solo cambio ha transformado a la 
célula desde una forma recta izquierda) 
hasta una forma de T derecha) frito de la 
alteración de un gen, Por fo tanto, el gen 
mutado ene una función en el control de 
la morfología celular. Pero, ¿cómo cumple 
esta función en términos moleculares? 

Es una pregunta dificil que necesita de 

un análisis bloguímico para poder ser 
contestada. (Cortesía de Kenneth Sawin 

y Paul Nurse) 
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origen de 
replicación 


a ANA, 


LA) Escherichia coli 12 
4.639,221 pares de nucleótidos 


replicación 


(8) 


razón, muchos grupos de investigación han dirigido sus esfuerzos a analizar diferentes as- 
pectos de un mismo organismo modelo, 

En el enormemente variado mundo de las bacterias, el foco de atención de la biología. 
molecular ha sido la bacteria Escherichía cotí o E. colí. (véase Figuras 1-17 y 1-18). Esta pe- 
queña bacteria con forma de bastoncillo vive poxrlo general en el tracto digestivo del hombre 
y de otros vertebrados, pero puede crecer fácibmente en el medio nutriivo de un frasco de 
cultivo. Se adapta a condiciones químicas variables, sereproduce rápidamente y puede evo- 
lucionar con rapidez por mutación y selección. Como ocurre con otras bacterias, diferentes 
cepas de E. coli clasificadas como miembros de una misima especie pueden diferenciarse ge- 
néticamente mucho más que lo que se diferencian entre sí diferentes variedades de orga- 
nismos que se reproducen sexualmente, como una planta o un animal. Una cepa de E. coll 
puede tener rauchos centenares de genes que no tiene otra cepa, de forma que ambas pue- 
den tener en común sólo el 50% de su genorna. La cepa estándar de laboratorio de E. coli 
X-12 tiene un genoma de unos 4,6 millones de pares de nucleótidos en una sala molécula de 
DNA circular, que codifica unos 4300 tipos de proteínas diferentes (Figura 1-29). 

En términos moleculares, tenenos un conocimiento más profundo de la biología de 
£. coli que de la de cualquier otro organismo vivo. La mayor parte de nuestro conocimiento 
sobre los mecanismos fundamentales de la vida, por ejemplo, cómo se replica el DNA o có-- 
mo se descodifican las instrucciones contenidas en el DNA para dirigir la síntesis de una 
proteína, proceden de estudios realizados en E. coli. Los mecanismos genéticos básicos son 
procesos que se conservan a lo largo de la evolución y son también esenciales en nuestras 
células y en E, coll 


Resumen 
Los procariotas (células sin núcleo diferenciado) son los organismos más diversos bioquímicamen- 


te Incluyen especies que pueden obtener toda su energía y todos sits nutrientes a partir de fuentes 
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Figura 1-29 El genoma de £. calí. 

(Aj Conjunto de varias células de E coli, 

(8) Diagrama del genorna de E coli (para la 
cepa de E colf-12). El diagrama es circular 
debido a que el DNA de E coll, como el de 
otros procariotas, forma un único circalo 
cerrado. Los genes que codifican proteínas 
se muestran en barros amarillos O 
anoronjadas, dependiendo de la cadena 
de DINA a partir de la que son traniscritas, 
Los genes que codifican exclusivamente 
raoléculas de RNA se indican con flechos 
verdes. Algunos genes se vensoriben a partir 
de una cadena de le doble hélice de DNA 
en el sentido de las agujas del reloj en este 
diagrama) y otras a partir de la otra cadena 
(en el sentido opuesto), [A, cortesla del 
doctor Tony Brain y David Parker/Phota 
Researchers; B, adaptado de ER. Blattner y 
cots., Science 277:1453-1462, 1997. Con ta 
autorización de AAAS.) 
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químicas inorgánicas como las mezclas reactivas de materiales que se gerseran en los afloramientos 
hidrotermales del fondo oceánico lun tipo de dieta que pudo nutrir las primeros células vivas hace 
3,5 mil milliones de años). Las comparaciones de las secuencios de DINA revelan las relaciones fami 
lares enaro los organismos vivos y han morado que los procariotas se clesifican en dos grupos de 
divergencia temprana durante el curso de la evolución: las baccerias (o eubacierios) y las arqueos, 
Conjuntamente con los eucariotas (células con tun riócico incluido en una membrana) constituyen 
las tres rarnas principales del árbol de la vida. La mayoria de las bacterias y de las arqueas son pe- 
queños organismos unicelulares con genomas compactos de entre 1000 y 6000 genes. Muchos de los 
genes de un organismo muestran profundos parecidos familiares en sus secuencias de DINA, lo que 
implica que se generaron a partir de un mismo gen arcestral a través de displicación y divergencia 
génicos, Los parecidos familiares (homologías) también resultan evidentes cuerdo sa comparan se 
cuencias génicas entre especies diferentes, Se han descrito más de 200 familias génicas tan conserva 
des que se pueden reconocer comó contunes en la payoría de las especies de los tes dominios del 
mundo vivo, Ást, una vez conocemos la secuencia de DINA de un pusevo gen, e menudo es posible de- 
ducirsu función a partir de la función de un gen homólogo estudiada en un organismo modelo in. 
tensamente estudiado, como la bacteria k, coli. 


LA INFORMACIÓN GENÉTICA EN EUCARIOTAS 


- En general, las células eticariotas son mayores y más complejas que las células procariotas. 


Sus genomas también son más grandes y más elaborados que los procariotas. Su mayor ta- 
maño se asocia a diferencias radicales en la esuruchura y en las funciones celulares. Además, 
riuchos tipos de células eucariotas pueden forman organismos plisricelulares que adquie- 
ren a nivel de complejidad inalcanzable por cualquier procariota. 

Debido asu complejidad, los organismos eucariotas enfrentan e los biólogos rmolecula- 
tes cón un conjunto especial de retos, algunos de los cuales expondremos en este libro, Ca- 
da vez más, los biólogos ahordan estos retos a través del análisis y la manipulación de la 
información genética presente en las células y en los organismos. Por ello, resulta importan- 
te para los profanos conocer alguna de les características especiales del genoma eucariota, 
Comenzaremos con una breve revisión sobre la organización de las células eucarioras, sobre 
cómo esta organización se refleja en su estilo de vida y sobre las diferencias entre los geno- 
mas de los procariotas, Este conocimiento delimitará la estrategia mediante la que los 
biólogos moleculares, aprovechando la información genética, intentan descubrir cómo fun- 
cionan los organismos escariotas, 


Las células eucariotas se originaron como depredadores 


Por definición, las células eucariotas mandenen sa DINA en un compartimiento interno Ha- 
mado núcleo, La envolrura nuclear, uma raecabrane de doble capa, envuelve el mícleo y se- 
para el DNA del citoplasma. Los eucariotas tembién tienen Otras características que los 
distinguen de los procariotas (Figura 1-30). Sus células son unas 10 yeces más largas y unas 
1000 veces más voluminosas. Poseen un citoesquelefo, esto es, un sistema de proteínas filla- 
mentosas que cruzan el citoplasma y que forman, conjuntamente con la gran cantidad de 
proteínas que se unen a ellas, un sistema de motores, rodillos y entrecruzamientos que 
dan a la célula su tensión mecánica, controlan su forraa y dirigen y guían sus movimientos. 
<GTTA> <A 76G> <TCGCO> La envoltura nuclear constituye sólo una parte de un sistema de 
membranas internas vaya estoictura es similar a la de la membrana plesmática, y que deli- 
mitan espacios diferenciados en la célula, muchos de los cuales participan en la digestión y 
en la secreción. Las células animales y las células eucariotas de vida libre Hamadas proto- 
zoos pueden cambiar su forma rápidamente y engultir otras células y pequeños objetos por 
fagocitosís debido ala ausencia de una pared sernejanze a La bacteriana (Figura 1-32). 
Desconocemos cómo y en qué orden han evolucionado estas propiedades, Una posibi- 
lidad es que todas las cétulas eucariotas constituyan el reflejo de la forma de vida de una cé- 
lula encariota primigenia depredadora que vivía capturando y alimentándose de otras 


' células (Figura 1-32), Este tipo de vida reguiere una célula de gran tarneño con una mera- 


brana plasmática flexible con un citoesqueleto capaz de soportar y mover esta membrana. 
Además, requiere que el largo y frágil DINA esté retenido en un compartimiento nuclear als- 
lado, para proteger el genoma de posibles daños producidos durante el movimiento del ci 
toesqueleto. 
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Las células eucariotas actuales han evolucionado gracias 
a tun proceso simbiótico 


Una forma de vida predadora nos ayuda a explicar otra característica de las células eucario- 
tas. Prácticamente todas estas células contienen mitocondrias (Figura 1-33), Se trata de pe- 
queños corpúsculos en el citoplasma, envueltos por una doble membrana, que capturan 
oxígeno y generan energía a partir de la oxidación de moléculas alimenticias —<orno los azú- 
cares- produciendo así la mayor parte del ATP que consumen las actividades de la célula. 


Las mitocondrias úenen un tamaño parecido al de las bacterias más pequeñas y, corno ellas, . 


contienen su propio genoma en forma de una molécula circular de DNA, sus propios ribo- 
somas que son diferentes a los de las células eucariotas y sus propios RNA de transferencia, 
Está generalmente aceptado que las mitocondrias se originaron a partix de bacterias libres 
metabolizadoras de oxígeno (aeróbicas) que fueron capturadas por una célula eucariota an- 
cestral que no podía utilizar el oxígeno por sí misma (es decir, que era anaeróbica). Al esca- 
par de la digestión, estas bacterias evolucionaron en simbiontes con la célula que las capturó 
Y con su progenie, recibiendo refugio y alimentación en compensación poz la generación de 
energía que producían para sus huéspedes (Figura 1-34). Parece que esta asociación entre 


una célula predadora eucariota, anaeróbica y primitiva, y la bactería se estableció hace unos ' 


nú quinientos millones de años, cuando la atmóstera de la Tierra empezó a enriquecers 
en axigeno. E 


membrana plesmática núcleo 


22 


satriz extrecelular 
, 4 


| complejo del pora nudear + Nó 


envoltura nuclear 


vesículas 


ar 


y 


y 
retículo mitocondria 
endoplasmático 


Figura 1-30 Características principales de 
tas células eucariotas, El esquema ilustra 
una cétula animal típica. No obstante, la 
práctica totalidad dé sus componentes 
pueden encontrarse en vegetales, hongos 

y eucariotas unicelulares coma las levaduras 
y protozoos. Las células vegetales contienen 
doroplastos además de los elementos 
mostrados y se membrana plasmática está 
rodeada por una resistente pared celular 
formada mayoritariamente por celulosa, 


Fiqura 1-33 Fagocitosis. Esta serje de 
imágenes obtenidas de Una película 
muestran un glóbulo blanco humano 

tun neutróñiio) incorporando un erttrocito 
incubado con anticuerpos [coloreado 
arficiaimente de rojo). (Cortesía de 
Stephen E Malawista y Arne de Boisfleury 
Chevance) 
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Muchas células eucariotas específicamente las de las plantas y de las algas— también 
contienen otra clase de orgánulo rodeado poruna envoltura similar a la de las mitocondrias: 
los cloroplastos (Figura 1-35), Los cloroplastos realizan la fotosíntesis, utilizando la energía 
de la luz del sol para sintetizar cerbohidratos a partr de dióxido de carbono atmosférico y 


Figura 1-32 Un eucariota unicelular que 
dexyora otras células. (4) Didiniarn es tun 
protozoo camivoro perteneciente al grupo 
de los ciliados. ene un cuerpo globular de 
unos 150 en de diámetro con dos anillos 
de cilios -apérdices sernejantes a flagelos, 
siruosos, que baten constantemente, 

Su parte anterior es lisa excepto por la 
presencia de una protrusión en forma de 
labia, (8) Normalmente Didinitmn nada por 
eb agua a gran: velocidad gracias al batido 
sincronizado de sus cillos, Cuando 
encuentra una presa asequible, por lo 
general otro protozoo, libera multitud de 
pequeños dardos paralizantes desde su 
región de la protrusión. Entonces, Didiniura 
se engancha y devora a su presa por 
fagocitosis mediahte una expansión de 

ste membrana que casi es de su mismo 
tamaño. (Por cortesía de O, Barlow.) 


109 nm 


Figura 1-33 Una mitocondria. (4) Sección longitudinal de una mitocondria observada por medio de 
tn microscopio electrónico de transmisión. (B) Esquema de una mitocondria de la que se ha" 
eliminado un fragmento para poder observar su estructura tridimensional. (C) Esquema de tina celula 
eucariota con una mitocondria, conteniendo el DNA mitocondrial y los ribosomas. Obsérvese la 
membrana externa lisa en contraste con los repliegues o crestas mitocondriales de la membrana 
Anterior. Las.crestas rmaitocondriales contienen las proteines necesarias para la generación de ATP 

a partir de ta oxidación de moléculas alimenticias. (A, cortesia de Dardel S. Friend] 
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agua, y liberan los productos a la célula huésped coro alimento. Como las mitocondrias, 
los cloroplastos tienen su propio genoma y casi con toda seguridad se originaron como bac- 
terias simbiontes fotosintéficas que fueron capturadas por células que ya contenían mito- 
condrias (Figura 1-36). 

Una célula eucariota equipada con cloroplastos no necesita cazar otras células; está 
siendo alimentada por sus cloropkastos cautivos heredados de sus progenitores. De forma 
semejante, las cétulas vegetales, aunque poseen un equipo de citoesqueleto para el movi- 
miento han perdida la capacidad de cambiar rápidamente su morfología y de capturar otras 
células por fagocitosis. Por el contrario, crean a su alrededor una fuerte y protectora pared 
celular. Si la céluda eucariota ancestral fue realmente un depredador de otros Organismos, 
podemos considerar a las células vegetales como eucariotas que han efectuado una trensi- 
ción desde la caza a la agricultura, 

Los hongos representan otra manera de vida eucariota. Las células de los hongos, como 
las células animales, úenen mitocondrias pero no cloroplastos. Pero a diferencia de las célu- 
las animales y de los protozoos, tienen una pared externa robusta que lirmita su capacidad de 
movimiento rápido y de devorar otras células. Parece que los hongos han pasado de ser ca- 
zadores a basureros: otras células secreran moléculas de nutrientes o las liberan cuando 
mueren; los hongos se alimentan de estas moléculas y realizan una digestión necesaria- 
mente extracelular gracias a la secreción de enzimas digestivas al exterior. 
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Figura 1-34 El orígen de las mitocondrias, 
Se cree que una célula eucariota ancestral 
fagocitó la bactería ancestral de las actuales 
mitocondrias e inició una relación 
simbiótica. 


Figura 1-35 Los cloroplastos, Estos 
orgánulos capturan ta energía de la huz 
del sol en cálutas vegetales y en algunos 


. eucariotas unicelulares. (A) Célula aislada 


de una hoja de una planta con flor, vista 
al iicroscopio óptico. que muestra sus . 
doroptastos verdes. (B) Esquema de 
tno de los cloroplastos y de su sistermma 
interno de membranos replegadas que 


' contienen fas moléculas de clorofila, por . 


las que se absorbe la luz (A, cortesía 
de Preeti Dahiya) : 
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Los eucariotas tienen genomas híbridos 


La loformación génica de las células encariotas tiene un origen híbrido, ya que procede de 
ancestros eucariotas anaeróbicos y de las bacterias que adoptaron como simbiontes, La ma: 
yor parte de esta información está almacenada en el núcleo, pero pequeñas cantidades de 
ella residen todavía en el interior de las mitocondrias y, en las cétulas vegerales y en las algas, 
en los cloroplastos, El DNA mitocondrial y el DINA de los cloroptastos se puede separar del 


“DNA nuclear y se puede analicaty sectenciar Seha sucontado que el genoma de las mita- 


condrias y de los cloroplastos está degenerado, ya que se tráta de versiones acortadas de los 
genomas bacterianos de los que derivan y carecen de muchos de los genes que tienen fun- 
ciones eseuciales. Por ejemplo, en una célula humana el genoma mitocondiial sólo tiene 
16.569 pares de mucieótidos y codifica 13 proteínas, dos componentes del RNA ribosámico y 
22 ENA de transferencia. . 

Los genes que feltan en el genoma de las mitocondilas y de los cloroplastos no se han 
perdido totalmente, ya que muchos de ellos se han trasladado desde el genoma del sim- 
bionte al DNA del múcleo del huésped por mecanismos desconocidos. El DINA nuclear hu- 
mano contiene muchos genes que codifican proteínas cuyas funciones se ejercen en el 
interior de las mitocondrdas. En los vegetales, el DNA nuclear también contiene genes que 
especifican proteínas necesarias en los cloroplastos. ñ 


El genoma eucariota es grande S 


La selección natural ha favorecido evidentemente las mitocondrias con genomas pequeños, 
- de la misma forma que ha favorecido las bacterias con genomas pequeños. Por el contrario, 
parece que los genomas nucleares de la mayoría de los eucariotas han podido crecer lbre- 
mente. Posiblernente la forma de vida eucariota ha favorecido los tamaños grandes: los de- 
predadores necesitan ser más grandes que sus presas y el tamaño celular se incrementa en 
proporción al tamaño de su genorna, Quizá el aumento del genoma ha estado dirigido porla 
acumulación de elementos parásitos transponibles tvéase el Capítulo 5), es decir, segrmentos 
“egoístas” de DNA. que pueden lasertar copias de sí mismos en diversos sitios del genorna. 
Sea cual sea la explicación correcta, el genoma de la mayoría de los eucariotas es algunos 
órdenes de magnitud mayor que el de las eubacterias y las arqueobacterías (Figura 1-37, La 
libertad de crecimiento de la cantidad de DNA, ba tenido profundas consecuencias. 

Los ettcariotas no solamente denen más genes que los procariotes, sino que también 
tienen muchisimo más DINA que no codifica proteínas u otras moléculas funcionales. Hi 
genoma humano cormiene 1000 veces más pares de nucleótidos que el genoma de una bac- 
tecia típica, 20 veces más genes y cerca de 10.000 veces más DNA no-codificante (aproxima- 
damente el 98,5% del genoma humano es no-codificante, al contado del 11% del genoma 
de le bacteria E. col. 


Figura 1-36 Origen de los cdoropiastos. 
Una cáfule eucariote intcial, que ys contenta 
rritocondedrias, incorporó una bactería 
fotosintética (una dlanobacteria) y la retunro 
en simbiosis. $e cree que los cloroplastos 
actuales tienen sus ancestros en una sola 
especie de cianmbacterias que fueron 
adoptadas corno simblontes internos 
(eadosimbiontes) hace rail millones 

de años, 
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Figura 1-37 Comparación de tamaños 
itycoplasma E coli de genomas. El tamaño del genoma se 
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Drosoghla A genoma, una heredada de la madre y otr 
INSECTOS $ l. j j del padre.) Organismos muy relacionados 
MOLUSCOS TIE pueden variar mucho en su cantidad de 
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número de pares de nucleótidos por genoma haploide 


Los genomas de eucariotas son ricos en DNA de regulación 


Es casi seguro que la meyor parte de nuestro DNA no-codificante es “chaterra” que poriría 
eliminarse, que se ha mantenido corao un conjunto de papeles viejos porque sia la presión 
de hacer que un archivo sea pequeño, es más sencillo retenerio todo que escoger la infor- 

“mación veliosa para descartar el resto. Algunas especies eucariotas excepcionales, como el 
pez globo (Figura 1-38), constituye 1 ejemplo del Hbertinaje con sus congéneres; tienen la 
capacidad de desprenderse de grandes cantidades de DNA no-codificante. A pesar de ello, 
este pez es simnilar en estructura, comportamiento y capacidades a otras especies próximas 
que tenen muchisima mayor cantidad de este DNA no-codificante. 

Incluso en genomas eucariotas compactos coro el del pez globo, hay más DNA na-co- 
dificante que DNA codificante. Parte de este DNA no-codificante tiene funciones importan- ¡ 
tes, ya que regula la expresión de genes adyacentes, Con este DNA de regulación, los 
eucariotas han desarrollado vías diferentes de control de cuándo y cómo se ponen en juego 
los diferentes genes. Esta sofisicada regulación génica es crucial para la formación de orga- 
nismos pluricelulares complejos. 


El genoma define el programa del desarrollo pluricelular 


- Las células de un animal o de un vegetal son extraordinariamente variadas. Las células adi- 
posas, las cétules de la piel, las células óseas o las neuronas muestran todo lo diferentes que | 
pueden llegar a ser unas células. Todos estos tipos celulares son descendientes de una céls- 

.la huevo fecundada (con pacas excepciones) y contienen un número aa a e as del 
genoma de la especie. i 
Las diferencias proceden de la forma en la que las cla hatía uso o dlecóno de sus 
instrucciones genéticas siguiendo las claves que obtienen de su alrededor durante eldesa- 
rrollo embrionario. El DNA no es sólo una lista de compra que especifica las moléculas que: 
cada célula debe tener y la celula no es un conjunto de tados los ftems de esa lista: Por el cons 
tario, la célula se comporta como una máquina multifuncional, dotada de sensores que recí- E 
ben las señales ambientales y dotada de una gran habilidad para poder activar determinados ' 
grupos de genes según la secuencia de señales recibidas: El genoma es suficientemente gran : 2 
de corno para acomodar la información que especifica un organismo pluricelular io. - Figura 1-38 El pez globo (Fugu rubripes). 
pero cada una de las células sólo títiliza una parte de esta información. -' Este organismo tiene un genoma de 
Una gren parte de los genes del genoma de los eucariotas codifica protefnas gue isa 400 millones de pares de nucleótidos, una 
la actividad de otros genes. La mayor parte de estas proteínas reguladoras de genes actúan <<“ ado e ce po 
unéndose directa o indirectamente a las secuencias del DNA de regulación, adyacentes a “> PERA 6d ai An 
los genes que se deben controlar (Figura 1-39) o iuterbriendo con les capacidades de otías 


en madera de Hiroshige, cortesia 
proteínas para hacerlo. Por lo tanto, el enorme genoma de los eucariotas no sólo especifica de Arts and Desigos of Japan.) 
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el “hardware” de la célula, sino que tantbién almacena el “software” que controla cómo se 
utiliza este “hardware” (Figura 1-40). . 

Las células no sólo reciben señales de forma pasiva; en lugar de ello, intercambian se- 
ñales activamente con sus vecigas, Así, en un organismo pludcelular en desarrollo cada cé- 
lula está gobernada por el mismo sístema de control, pero con consecuencias diferentes 
dependiendo de los mensajes intercambiados. Sorprendentemente, el resultado final es un 

patrón ordenado y preciso de células en diferentes estadios, cada una de las cuales muestra 
unas características apropiadas a su posición en la estructura pluricetular. 


Muchos eucariotas viven como células solitarias: los protistas 


Muchas especies de células eucariotas llevan una vida solitaria: algunas como cazadores (los 
protozoos), algunas como fotosintetizadores das algas unicelulares) y otras como basureros 
dos hongos unicelulares o las levaduras). La Figura 1-41 muestra algunas de las morfolo- 
gías variadas que pueden tener estos eucariotas unicelulares o protístas. Especialmente la 
anatomía de los protozoos es, a menudo, muy elaborada e incluye estructuras específicas 
como vibrisas sensoriales, fotorreceptores, cilios sinusoidales, apéndices parecidos a extre- 
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Figura 1-39 Control! de la lectura génica 
gor factores armibientales. El DNA de 
regulación permite que la expresión génica 
pueda estar regulada por diversas proteinas, 
que a su vez son productos de otros genes. 
Este esquerna muestra cómo una cólula 
puede ajustar su expresión génica 
dependiendo de las señales que recibe 

del exterior. El efecto inidiai de la señal es 
actbsar Una proteína reguladora que está 
presente en fa célula. Por ejeripio, la señal 
puede desencadenar la unjón de un grupo 
fosfato 3 la proteína reguladora alterando 
sus propiedades químicas. 


Figura 1-40 Control génico del programa 
de desarrollo pluricetular. El papel de un 
gen de regulación se demuestra en el 
diente de dragón (género Antirhinumni. 

En este ejemplo, una mutación en un solo 
gen que codífica una protelna reguladora: 
provoca el desarrollo de hojas en el lugar 
de flores: como fa proteína de regulación 
ha cambiado, las células adopten 
ceracterísticas que serían apropiadas para 
posiciones diferentes en la planta normal. 
El mutante está en la izquierda de la imagen 
y la planta normalen la derecha, (Cortesta 
de Enrico Coen y Rosemary Carpenter] 
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núdades, partes con funciones bucales, aguijones o haces contráciiles similares a músculos. 
Aungue son unicelulares, los protozoos pueden ser tan versátiles, tan intrincados y presen 
tar comportamientos tan complejos como lo pueden ser muchos organismos pluricelulares 
[véase Figura 1-32). <ATGG> <TEOGC> 

En términos de sus antecesores y de la secuencia del DNA, los protistas son más diver- 
sos que los animales pluricelulares, los vegetales y los hongos, que proceden de 3 ranas pa- 
recidas próximas en el “pedigr” eucariota (véase Figura 1-21). Como los procariotas, las 
humanos han tendido a menospreciar los protistas porque son microscópicos, En la actua- 
Bdad, con el desarrollo del análisis genómico, hemos ermpezado a entender su posición en el 
árbol de la vida y hemos empezado a contextualizar los indicios que estás extrañas criaturas 
nos ofrecen sobre nuestro distante pasado evolutivo. 


Una levadura es el modelo eucariota más pequeño 


A menudo, le complejidad molecular y genética nos intimida. Incluso más que los protario- 
tas, los biólogos y biólogas necesitan concentrar sus limitados recursos en unos cuantos mo- 
delos de organismos eucariotas seleccionados para entender su complejidad. 

Para analizar el interior de una célula eucariota, sin tener problemas adicionales deri- 
vados del desarrollo pluricelular, es riecesario utilizar especies que siendo unicelulares sean 
lo más sencillas posible. La elección popular de este modelo eucadiota mínimo ha side la le- 
vadura Saccharoriyces cerevisiaz Figura 142), la misma especie que se ubiliza para elaborar 
la cerveza o el pan. , 

5. cerevísiaz es un pequeño miernbro unicelular del reino de los hongos y, de acuerdo 
con los puntos de vista actuales, es tan próximo a los animales como a los vegetales. Es re- 
sistente y fácil de cultivar en un medio nutritivo sencillo. Como btros hongos tene una pared 
celular, es relativamente inmóvil y presenta mitocondrias pero po cleroplastos. Cuando el 
medio de cuítivo contiene gran cantidad de nutrientes, crece y se divide casi tan rápida- 
mente comolo haría una bacteria. Puede reproducirse vegetativamente (es decir, por siraple 
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Figura 1-41 Miscelánea de protistas: 
un pequeño ejeraplo de una clase muy 
diversa de microorganismos. Los dibujos 
se han realizado a diferentes escalas, 
pero en cada caso la barra de calibración 
representa 10 micras. Los organismos 
de (A), (BJ, (E, E) e () son cillados; (C) es 
bn euglenoide; (D) es una ameba; (6) 

es un dinoflagelado: (H) es un heliozoo. 
(De MA. Sleigh, Biology of Protozoa, 
Cambridge, UK; Cambridge University 
Press, 1973) 
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división celulas), o sexualmente: dos células de levadura haploides (comouna sola copía del 
ES genoma) se fusionan y dan ligar a una célula que es diploíde (con ua genoma doble). Poste- 
MN dormente, la célula diploide puede sufrir una meiosis (una división reductora) y produce cé- 
julas que vuelven a ser haploides (Figura 1-43). En contraste con los anímales y los vegetales 
superiores, las levaduras pueden dividirse indefinidamente en su estado haploide a en su 
estado diploide según las condiciones de crecimiento. 
y Además de estas características, la levadura tiene owa propiedad que la hace ser Un or- 
Ms ganismo extraordinariarmente adecuado para estudios genéticos: su genoma es extremada- 
mente pequeño bajo estándares eucariotas. De todas formas, puede realizar todas las tareas 
básicas que realiza cualquier célula eucariota. Como veremos más adelanze, estudios en le- 
vaduras (utilizando S. cerevisigs y otras especies) han proporcionado las claves para el cono- 
cimiento de muchos procesos cruciales, incluyendo el ciclo de división celular eucariota; la 
nos cadena crítica de acontecimientos por los que el núcleo y todo el resto de componentes de la 
e célula se duplican y se separan dando lugara dos células hijas a partir de ina progenitora. Bl 
sísterma de control que gobierna estos procesos se ha preservado tan bien durante el cuxso 
de la evalución que muchos de sus coraponentes pueden ser kuncionales indistintamente 
0? en levaduras o en células humanas: si na levadura mutante a la que le falta un gen esencial 
va para el ciclo de división celular se suplernenta con una copia de un gen homólogo humano, la 
tevadura cormpensa su defecto y puede dividirse con normalidad, 


Los niveles de expresión de todos los genes de un eg anismo 
e se pueden seguir simultáneamente 


La secuencia completa del genoma de £. cerevisiae, determinada en 1997, consiste en unos 


E he (78.520 pares de nucleótidos). Este total sólo es unas 2,5 veces la cantidad de DNA de E. coli y 

j codifica unas 1,5 Veces más tipos de proteína que la bacteria (alrededor de 6300 en total), El es- 

«tilo de vida de S, cerevísiae es sinilar en muchos aspectos al de la bacteria, y parece que esta le» 
vadura ha sido objeto de presiones selectivas que han mantenido su genoma compacto. 

El conocimiento de la secuencia completa de tun organismo de una levadura o de un hu- 
mano- abre nuevas perspectivas al conocimiento del funcionamiento de la célula: lo que an- 
tes parecía imposibie abora lo tenemos al alcance de la mano. Mediante técnicas que se 
describen en el Capítudo 8, hoy en día es posible, par ejemplo, seguir simultánearnente la can- 
tidad de mENA transorito que se produce a partir de cada gen del genoma de una levadura ba- 
jo cualquier condición escogida, y observar cómo cambia este patrón complete de actividad 


. Figura 1-43 Los ciclos reproductores de la levadura $, cerevisias, Dependiendo 
Su de tas condiciones ambientates y de detalles de su genotipo, las células de esta 
especie pueden estar en estado diploide (1), con un doble conjunto de 
crornosomas, o enestado haploide (m1 con un sala conjunto de cromosomas, 

La forma diploide puede proliferar por división celular ordinaria o sufrir meiosis 
produciendo células haploides. La forráa haploide puede proliferar por división 
cetular normal o sufñr una fusión sexual con otra célula haplolde convirtiéndose en 
dipicide. La melosis se produces por falte de alimento y da lugar a esporas [células 
heploides en estado latente, muy resistentes a condiciones ambientales adversas). 


pared celular 


13.117.000 pares de nucleótidos incluyendo la pequeña contribución del DINA mitocondrial * 


Figura 1-42 La kevadura Saccharonnces 


- Ceravisiaa (29 Urna microgralía de... 


microscopla de barrido de us conjunto de 
células. Esta especie también es conocida 
como levadura germadora por la formación 
de ina protrusión o gema que crece y 

se separa del resto de la célula original, 

En la fotografía 50 pueden observar 
muchas células con gernas. (8) Una. 
electromiciofotografía de transmisión: 

de una sección longitudinal de na. 
levadura. $e observa su núcleo, ' = 
mitocóndrias y una gruesa pared celulas. 
(A, cortesía de ira Herskowitz y Ei 
schabatach.) 
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E biosíntesis de DNA/RNA/proteína — El respuesta al ambiente 
EA ddo celular EA procesos de desarrollo — [A metabolistmo 


génica cuando cambian las condiciones. El análisis $e puede repetir con mENA preparado a 


partir de mutantes que carecen de un gen escogido cualquier gen bajo estudio, En principio 


esta aprosimación proporciona un camino para revelar el sistema completo de relaciones de 
control que gobiernan la expresión génica, no sólo en las células de levadura sino también en 
cualquier organismo cuya secuencia genórnica sea conocida, 


Para que las células tengan sentido, necesitamos las 
matemáticas, ordenadores e información cuantitativa 


Através de métodos que se basan enla información que tenemos sobre secuencias comple- 
tas de genomas, es posible hacer listas de genes y de proteínas de una célula y empezar a in- 
tur la red de interacciones que existen entre ellos (Pigura 1-44), Pero, ¿córxoo conseguirenaos 
integrar toda esta información para conseguir entender cómo funcionan las céhulas? lncha- 
$o para el caso de un solo tipo celular perteneciente a tina sola especie de organismo, la i1- 
gente cantidad de datos que nos inunda parece sobrepasarnos. El tipo de razonamiento 
informal que utilizan habitualmente los biólogos parece inadecuado para dax cuenta de es- 
ta enorme complejidad. De hecho, la dificultad no sólo radica en una sobrecarga de infor- 
mación. Por ejemplo, los sistemas biológicos están llenos de circuitos de retroalimentación 
y el comportamiento de inchuso el más sencillo de estos circuitos es extraordinariamente 
cormplicado como para podexlo predecir con la intuición (Figura 1-45), ya que pequeños 
cambios en los parámetros pueden generar cambios radicales en los parámetros de res- 
puesta. Para poder ir desde un diagrama de un circuito basta una predicción del comporta- 


Figura 1-45 Un circuito regulador de genes muy sencillo: un sofo gen que regula 
su propia expresión por la unión de su producto proteico a sr propia DNA 
regulador. A menudo se utilizan diagramas tan sencillos corno éste para resumir 

lo que conocemos icomno en la Figura 3-44), pero estos diagramas dejan todavía 
muchas preguntas sin resolver. ¿Cuándo la proteína se une, Ínhibe o estirmula ta 
transcripción? ¿De qué forma escalonada depende la velocidad de transcripción de 
la concentración de proteína? ¿Cuánto tiempo, por término medio, cada molécula 
de proteína permanece unida al DNA? ¡Cuánto tarda en sintetizarse cada molécula 
de rofiNA o de proteína o cuánto tarda cada tipo de molécula en ser degradada? 
Los modelos matemáticos rauestran que para poder predecir el comportamiento 
tacluso de este sencillo sisterna génico, necesitamos respuestas cuantitativas a 
todas estas preguntas y a otras. En función de los valores de los diferentes 
parárnetros, el sistema puede alcanzar un solo estado estacionario; comportarse 
como un interruptor capaz de exist en una colección de estados alternativos 
diferentes; oscilar o mostrar grandes fhuctuaciones al azar. 
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Figura 1-44 Red de interacciones entre 
proteínas reguiadoras de genes y las 
genes que las codifican, enuna célula de 
levadura, Se muestran los resultados de 


106 de las 141 


proteinas reguladoras de 


genes de Saccharorayces cetevisias, De cada 
una de las proteínas se estudia su capacidad 
de unite al DMA regulador de cada uno de 
los genes que codifican este conjunto 

de proteínas. En el diagrama los genes se 
distribuyen en circula, Una flecha que 
apunta desde el gen A el gen BD indica que 
fa proteína codificada por A se une al DNA 
regubador de 8, porlo que probablemente 
regula la expresión de 8, Los pequeños 
cfrcutos con cabeza de flecha indican genes 
cuyos productos regulan de forma directa 
su propta expresión, Los genes que 
goblernen aspectos diferentes del 
comportamiento celular se muestran en 
colores diferemes, En el caso de tna planta 
o de un animal pluricelulares, el número de 
proteínas reguladoras de genes es unas 

10 veces mayor y la cantidad de DONA 
reguiador quizás 100 veces mayor, de forma 
Que el diagrama correspondiente sería 
extraordinariamente más complicado, 

(De TL Lee et al, Scdence 198:799-804, 

2002. Con autorización de AAAS] 
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miento del sistenta necesitemos información cuantitativa detallada, y para obtener dedue- 
£iones de esta información necesitamos matemáticas y ordenadores. 

Estas herramientas para los razonamientos cuantitativos son esenciales, pero no son 
suficientes. Uno puede pensar que conociendo de qué forma cada proteína influencia a ca- 
de una de las dernás proteínas y de qué forma está regulada la expresión de cada gen por los 
productos de los demás genes, ha de ser posible calcular cómo se comportará la célula en su 
conjunto, de lemisroa forma que un astrónomo puede calcular las órbitas de los planetas o 
un ingeniero químico puede calcularlos Bujos a través de una planta química. Sin embargo, 
cualquier intento de desarrollar este objetivo para una célula viva rápidamente pone de ma- 
niflesto los límites de nuestro estado actual de conocimiento. La información de que dispo- 
Demos, por muy completa que sea, está plagada de lagunas e incertidumbres. Además, es 
2oucho más cualitativa que cuantitativa. Muy a menudo los biólogos celulares estudian los 
sistemas de control celulares abocando su conocimiento sobre simples diagramas esque- 
máticos este libro está lleno de elos-en lugar de hacerlo en números, gráficos y ecuaciones 
diferenciales. El progreso desde descripciones cualitativas y razonamientos intuitivos hasta 
descripciones cuantitativas y deducciones matemáticas constituye tuno de los retos princi- 
pales de la biología celular contemporánea. Por ahora, este reto únicamente se ha consegul- 
do en fragmentos muy simples de maquinaria de las células vivas -subsistemas en los que 
participan algunas proteínas diferentes, o dos o tres genes regulados de forma cruzada, en 
los que la teoría y los experimentos pueden ir estrechamente de la mano. Más adelante des- 
críbiremos algunos de estos ejemplos. 


Arabidopsis ha sido escogida entre 300.000 especies candidatas 
como madelo vegetal 


La gran cantidad de organismos pluricelulares que podemos ver a nuestro alrededor las flo- 
res, los árboles y los animales- parecen fantésticamente variados, pero están más próxiraos 
unos de otros en su origen evolutivo y son más similares en su biología celular básica que la 
gran cautidad de organismos microscópicos unicelulares. Adernás, son más similares en su 
biología celular básica que el conjunto de organismos unicelulares microscópicos. Así, 
mientras que las bacterias y los eucariotas están separados por más de 3000 millones de 
años de evolución divergente, los vertebrados y los insectos están separados unos 70D millo- 
nes de años, los peces y los mamiferos unos 450 millones de años y las diversas especies de 
vegetales con flor por unos 158 millones de años. 

Debido a las relaciones evolurivas tan próximas entre todas las plantas con flor, pode- 
mos de nuevo obtener conocimientos de la biología celular y molecular de todas las clases 
de este tipo de organismo centrándonos solamente en el estudio detallado de una o de nas 
cuentas especies. De los cientos de miles de especies de vegetales con for presentes en la ac- 
tualidad enla Tierra, los biólogos moleculares han decidido concentrar sus esfuerzos en una 


pequeña planta, el nastuerzo o Arebidopsis theliana (Figura 1-46), que puede crecer en . 


grandes cantidades en el interior y que produce cientos de plántulas cada 8-10 sensanas. 
Arabidopsis tiene un genoraa de 140 millones de pares de nucleótidos, cerca de 11 veces ma- 
yor que el de la levadura, y del que conocemos su secuencia completa, 


El mundo de las células animales tiene como modelo un gusano, 
una mosca, un ratón y un ser humano 


La roayoría de las especies de organismos vivos conocidos son piurícelulares y son objeta 
de una gran parte del esfuerzo realizado en investigación biológica. Cuatro especies han 
emergido como modelos punteros para los estudios genéticos moleculares. En orden ascen- 
dente de tamaño, son el nematodo Caenorhabdits elegans, la mosca Drosophila melanogas- 
ter, el ratón. Mus musculus y el ser humano, Homo sapiens. Se ha secuenciado el genoma de 
cada una de estas especies. 

Caenorhabditis elegans (Figura 1-47) es un pequeño gusano en forma de anguila, rela- 
tivamente inofensivo, que ataca los cultivos. Con un ciclo vital de escasos días tiene la habi- 
lidad de sobrevivir indefinidamente en un estado congelado de animación suspendida. Su 
cuerpo sencillo y plana y su ciclo celular muy poco habimal es muy apropiado para estu- 


dios genéticos (se describen en el Capítulo 23) y lo convierten en un organismo modelo ' 


ideal C. elegans se desarrolla con la precisión de un reloj desde un óvalo fecundado hasta un 


ES 
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Figura 1-46 Arabidopsis thaliana, el 
vegetal escogido como primer modeto 
para el estudio de la genética molecular 
de plantas. (Cortesía de Toni Hayden y de 
ta John innes Foundation.) : 
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gusano adulto formado por 959 células (más un número variable de huevos y espermato- 
«zoides), un grado de regularidad muy poco habitual para un animal. Actualmente dispone- 
mos de una detallada y minuciosa descripción temporal de la secuencia de acontecimientos 
por las que transcurre su desarrollo, cómo se dividen sus cébulas, cómo se desplazan y cómo 
cambian sus características siguiendo un patrón de reglas estricto y predecible. Su genoma 
de 97 millones de pares de nucleótidos codifica 19.000 proteínas y además disponemos de 
una gran cantidad de mutantes y de otras herramientas para estudiar las funciones de sus 
genes. Aunque el gusano tiene un cuerpo plano muy diferente al nuestro, la conservación de 
los mecanismos biológicos ha sido suficiente para que el gusano constituya un modelo pa- 
ra sauchos de los procesos de desarrollo y de biología celular que tienen lugar en el cuerpo 
humano. Por ejemplo, los estudios en el gusano ayudan a entender los progzamas de divi- 
sión celular y de muerte cehdar que determinan el número final de células de un organismo; 
4 punto de vital importancia en la biología del desarrollo y de la investigación del cáncer. 


Los estudios en Drosophila proporcionan una clave del desarrollo 
de los vertebrados 


La mosca del vinagre Drosophila melanogaster (Pigura 1-48) es el organismo más utilizado 
como modelo genético; de hecho, las bases de la genética clásica se constniyeron, en 
gran medida, gracias a estudios realizados en este insecto. Por ejemplo, hace 80 años nos 
proporcionó pruebas definitivas de que los genes —las unidades abstractas de información 
hereditaria estaban contenidos en los cromosomas, objetos físicos concretos cuyo com- 
poxrtarmiento había sido observado en la célula eucariota mediante microscopía óptica pero 
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Figura 1-47 Coenorhabdits edegans. 

el primer organismo pluricelular cuyo 
genoma fue secuenciado por completo, 
Este pequeño nersatodo, de 1 mm de. 
ltangítud, viva en el suelo, Muchos de los 
individuos son hermafroditas y producen 

de forma simultánea tanto óvulos coto 
esperiaatozoides, Bey el arámal se visualiza 
utilizando óptica de contraste interferencial, 
de forma que los límites de los tejidos se 
ven de colores orillantes, Cuando se observa 
con luz normal, el animal no se ve 
coloreado, (Cortesía de lan Hope. 


Figura 1-48 Drosophila melanagaster. 
Los estudios de genética molecular en esta 
mosca han proporcionado la clave para el 
conocimiento de cómo se desarrollan todos 
los animales a partir de un huevo hasta 
un adulto, (De E.B. Lewis, Science, 221, 

- portada de la revista, 1983, Con la 
autorización de AAAS) 
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cuya función exa desconocida. La prueba se obtuvo a partir de una de las muchas caracte- 
rísticas que hacen de Drosophila un organismo especialmente adecuado para los genetístes: 
tener en algimas de sus células unos cromosomas gigantes con bandas que son visibles 
(Figura 1-49), Algunos cambios específicos en la información hereditaria, manifestada en 
raoscas mutantes, se correlacionaron exactamente con la pérdida o alteración de determi. 
nadas bandas de los cromosomas gigantes, 

Más recientemente, Drosophila, más que ningún organismo, ha mostrado cómo trazar la 
cadena de acontecimientos causa-efecto desde las instrucciones genéticas codificadas en el 
DNA de los cromosomas hasta la estructura del cuerpo del organismo pluricelular adulto, 
Mutantes de Drosophila con partes de su cuerpo localizadas en zonas erróneas o alterados 
nos bas proporcionado las claves para la idenuficación y caracterización de las gentes nece- 
saríos para elaborar correctamente la estructura del cuerpo, con tracto digestivo, patas, ojos 

y todas las demás regiones del cuerpo situadas de forma correcta. Cuando estos genes de 
Drosophila se secuenciaron, los genomas de los vertebrados pudieron ser analizados para 
buscar homólogos. Estos homólogos se encontraron y se analizaron sus funciones en los ver- 
tebrados mediante el estudio de ratones en los que estos genes se habían mutado. Los resul- 
tados, como veremos más adelante en esta obra, revelan un sorprendente grado de similitud 
en los mecanismos moleculares del desarrollo de los insectos y de los vertebrados. 

La reayoría de las especies conocidas de los organismos vivos son iasectos. Íncluso aun- 
que Drosophila no tuviese nada en común con los vertebrados sino únicamente con los in- 
sectos, seguiría siendo un organismo modelo importante. Pero si el objetivo final es el 
conocimiento de la genética molecular de los vertebrados, ¿por qué se afronta el estudio de 


“la genética molecular dando ua rodeo y se analiza a Drosophila pudiendo abordar el pro- 


blema directamente? 

Drosophila sólo necesita 9 días para pasar de huevo fecundado hasta adulto. Es muchí- 
sirno más fácil y más barato de criar que cuslquier vertebrado. Además su genoma es mucho 
más pequeño cercano a 170 millones de pares de nucleótidos, respecto a los 3200 millones 
de los humanos. Este genoma codifica unas 14.000 proteínas y podemos obtener fácilmen- 
te mutantes de prácticamente cualquiera de estos genes. Pero existe una razón más podero- 
sa por la que mecanismos genéticos difícles de observar en vertebrados se descubren con 
más facilidad en la mosca. Corno explicaremos ahora, está relacionada con la frecuencia de 
duplicación génica, que es considerablemente mayor en los genomas de los vertebrados que 
en el de ta mosca y que posiblemente ha desermpeñado un papel crucial en hacer que los 
vertebrados sean urnas criaturas tan complicadas y misteriosas. 


El genoma de los vertebrados es el producto 
de duplicaciones repetidas 


Casi todos los genes del genoma de los vertebrados son genes parálogos, esto es, otros genes 
que están en el mismo genora, están relacionados entre sí y que deben haberse generado 


por duplicación génica: En muchos casos, un conjunte de genes está estrechamente rela- * 


cionado con otro conjunto de genes sernejante presente en otro lugar del genoma, lo cual 
sugiere que los genes no se duplicaron de forma individual sino en grupo. De acuerda con 


¿ana hipótesis, en un estadio inicial de la evolución de los vertebrados, el genoma completo 


sufrió dos duplicaciones consecutivas lo que generó cuatro copias de cada gen. En algunos 
grupos de vertebrados, como las familias de los salmones o de las carpas Gncluido el pez ce- 
bra, un popular modelo aulmal) se ha sugerido que se produjo una tercera duplicación, que 
generó una multiplicidad génica de 8 veces. 

El camino preciso de la evolución del genoma de los vertebrados tadavía s se desconoce 
debido a la gran cantidad de cambios evolutivos posteriores que sucedieron con posteriori- 


dad a estos procesos ancestrales. Genes que eran idénticos, divergieron; muchas copias de 
p g ; 


genes se perdieron por mutaciones disrupivas; algunos sufrieron posteriores ciclos de dú- 
plicación local. De esta forma el genoma, en cada una de las ramas del árbol de la vida de los 
vertebrados sufrió repetidas reorganizaciones, rompiendo la mayoría de las ordenaciones 
génicas originales. Una comparación del orden de los genes en dos organismos reláciona- 
dos, corno el hombre y el ratón, revela que —en la escala temporal de la evolución de los ver- 
tebrados- los cromosomas se fusionaron y se fragmentaron frecuentemente, desplazando 
grandes bloques de secuencias de DNA. De hecho, es posible, como se explicará en el Capi- 


tulo 7, que el estado actual sea el resultado de muchas duplicaciones E de: 


fregmentos del genorna y no de duplicaciones de todo el genoma a la vez. 
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Figura 1-49 Los cromosamas gigantes 

úe las glándulas salivares de Drosophlla, 
Debido a que se han realizado un gran 
número de cichos de duplicación del DNA 
sin división celular, cada una de estos 
cromosomas contiene cerca de 1600 
moléculas idénticas de ÓNA, todas 

ellas ordenadas. Esto hace muy fácil su 
abservación al microscopio óptica donde 
se puede observar el patrón de bandas" 
característica, Se pueden identificar bandas 
con genes concretos: una mosca mutante 
para un gen cualquiera presentará una 
alteración o pérdida de alguna banda en 3u 
cromosona. Los genes que se transeriben 
activamente se localizan en las 10nas 


“hinchadas” del cromosoma. Las bandas 


marcadas de oscuro en la fotografía son 
jugares en los que se han unido proteínas 
reguladoras al DNA. (Cortesía de 8, Zink y 
R. Paro, de R. Paro, Trends Genet. 6:416-421, 
1999, Con la autorización de Elseviert 
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Figura 1-50 Dos especias del género Xenopus. X tropicolis fawriba), presenta un 
genoma diploide; X. laevís (abajo) tiene el doble de DNA en cada cálula, A partir 
tanto de los patrones de bandas de 5us cromosomas y de la ordenación de los genes 
en ellos como de la comparación de los secuencias génicas, resulta evidente que este 
gran genoma de las especies ha evolucionado por duplicaciones de todo el genoma. 
Parece que estas duplicaciones ocurrieron corno resultado del apareamiento 

entere ranas de especies ligeramente diferentes de Xenopes. (Cortesía de E. Amaya, 

M, Offield y R. Grainger, Trends GeneL 14:253-285, 1998, Con la autorización de 
Elseviar,) 


Sin embargo, no existen dudas de que de vez en cuando durante la evolución se produ- 
jeron duplicaciones de todo el genoma, ya que podersos observar casos recientes en los que 
es fácilmente identificable una doplicación de grupos de cromosomas. Por ejemplo, el gé- 
nero de la rana Xenopus comprende un conjunto de espectes similares relacionadas entre sí 
por duplicaciones o triplicaciones repetidas de todo el genoma. Entre estas ranas encontra- 
mos X. tropicalis, con un genoma dipioide nornaal; las especies coreunes de laboratorio 
X. laevís tienen un genorna duplicado y uma cantidad double de DNA por célula; por último, 
X£ navenzoriensis dene un genoraa original pero duplicado 6 veces y 8 veces más DINA por 
célula (108 cromosomas, respecto alos 36 de X laevis). Se estira que estas especies han di- 
vergído una de ota en los últimos 120 millones de años (Figura 1-50). 


La redundancia genética constituye un problema para los 
genetistas, pero supone oportunidades para la evolución 


hidependientemente de los detalles de la historia de la evolución, es evidente que la mayo- 
ría de los genes del genoma de los vertebrados existen en varas versiones que alguna vez 


fueron idénticas. A mentudo, estos genes relacionados son intercambiables funcionalmente: 


para muchos objetivos. Este fenómeno se denomina redundancia genética. Para los cientí- 
ficos empeñados en descubrir todos los genes implicados en algún proceso particular, com- 
plica la tarea. Situn gen Aes mutado y no se observa niogrin efecto, no se puede concluir que 
el gen Á es inelevante desde un punto de vista funcional, ya que puede significar que este 
gen trabaja en pardlelo con otros genes relacionados, que son suficientes para mantener ca- 
si con normalidad esta función incluso cuendo falta el gen. En el genoraa menos repebitivo 
de Drosophila, en el que la duplicación génica es menos babirnal, el análisis es más directo: 
la función de los genes se determina directamente por las consecuencias que tíenen las 2u- 
taciones en cada uno de ellos (la compañía que tiene un solo avión deja de volar cuando es- 
te aparato falla). 

La duplicación del genorna ha pennitido el desarrollo de formas más esla de vida; 


proporciona al organismo un sinfín de copias de genes sobrantes que tienen la libertad de - 


imutar y adoquirir funciones variadas divergentes. Cuando une copla se optimiza para su uti- 
fización en el hígado, otra puede ser optimizada para su utilización en el cerebro o incluso 
adaptada para un nuevo objetivo. De esta forma, los genes adicionales permiten incremen- 
tax la complejidad y la sofisticación. En el momento en el que los genes adquieren funciones 
divergentes dejan de ser redundantes. Sin embargo, a menudo aunque los genes adquieran 


funciones ruy especializadas continúan realizando algunos aspectos de sus funciones an-- 
tiguas en paralelo de forma redundante. Entonces, la mutación de un solo gen provoca una. 


alteración poco importante que sólo revela una parte de su fimción génica (Figuera 1-51). 
Las familias de genes con funciones divergentes pero parcialmente sobrepuestas coustitu- 
yen una profivida característica de la biología molecular de los vertebrados. Volverernos a 
tratar de ellas en suuchas ocasiones en esta dd 


El ratón se utiliza como modelo para los mamiferos 


Respecto a Drosophila, los maexglferos contienen 3 a 4 veces más cantidad de genes, un ge- 
noma 20 veces mayor, y millones o miles de millones de veces más cantidad de células en el 
cuerpo adulto. Sin embargo, en términos de tamaño del genoma, dé biología celular y. de 
reecanismos moleculares, los mamiferos constituyen un grupo de organismos altamente 
homogéneo. hocluso anatómicamente, las diferencias entre los mamiferos se limitan a ta- 
maño y proporciones; es difícil pensar en una parte del cuerpo humano que no tenga su Je- 
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gen a gen E, 


organismo encestral 


organismo actual pérdida del gen Gy 


14) EVOLUCIÓN POR DUPLICACIÓN GÉNICA (8) 


Bejo en los elefantes o en el ratón, y viceversa. La evolución juega Bibremente con las carac- 
terísticas cuantitativas, pero no cambia la lógica de la estructura. 

Para tener una medida más exacta de la siroHitud entre distintas especies de marniferos 
desde un punto de vista genético, podemos cormperar la secuencia de nucleótidos de los ge- 
nes correspondientes (ortólogos) o la secuencia de aminoácidos de las proteínas que gene- 
ran estos genes. El resultado para genes y proteínas individuales varía de forma notable. Si 
observamos la secuencia de aminoácidos de una proteína humana y la comparamos con 
tna forma ortóloga de la misma, por ejeraplo de un elefante, encontraremos que alrededor 
del 25% de ambas secuencias son idénticas. Una comparación similar entre el hombre y les 
aves muesta un parecido de alrededor de un 70%: el doble de diferencias, debido a que los 
linajes de las aves y de los marníferos se separaron hace el doble de tiempo que los elefantes 
y el hombre (Figura 1-52), 

El ratón, al ser pequeño, resistente y prolíbico, se ha convertido en el organismo modelo 
ruás utilizado en estudios experimentales de genética molecular en vertebrados. Se conocen 
muchas mutaciones naturales que a menudo mimetizan los efectos de las mutaciones corres- 
pondientes en humanos (Pigura 1-53). Adernás, se han desarrollado métodos para analizar la 
función de cualquier gen del ratón, o de cualquier porción no-codificante del genoma del ra- 
tón, generándoles mutaciones artificialmente, como explicaremos más adelante, 

Un satón mutado a la carta puede proporcionar una enorme cantidad de información a 
la biología celular. Revela las efectos de la mutación escogida en diferentes contextos y po- 


demos estudiar la acción del gen de forma simultánea en los distintos tipos celulares del * 


cuerpo que, en principio, estarán afectados. 


Los seres humanos analizamos nuestras propias particularidades 


Como seres huranos tenemos un especial interés en el genoma humano. Deseamos cono- 
cer todas las partes de las que estamos hechos y descubrir cómo funcionan. Pero, aunque 
fuéramos retenes preocupados por la biología molecular del ratón, los humanos resularian 
un modelo genético muy atractivo debido a una propiedad especial: a través de exárnenes 
clínicos y de nuestra propia exploración, hemos catalogado ruestas alteraciones genéticas, 
La población humana es enorme, en le actualidad formada por 6 mil millones de individuos, 
y esta capacidad de autoinformación significa que existe una enorme base de datos relativos 
a las mutaciones himanas. Se ha determinado la secuencia completa del genoma humano, 
de más de tres mil millones de pares de nucleótidos, haciendo aun más fácil si cabe la iden- 
tiicación a escala molecular de los genes responsables de cada mutación humana. 

Observando conjuntamente los descubrimientos derivados del estudio del hombre, del 
ratón, de las moscas, de los gusanos, de las levaduras, de los vegetales y de las bacterias UE- 
lizando similitudes de secuencias génicas para delimitar las correspondencias entre un 1mo- 
delo y otro- podemos enriquecer nuestro conocimiento de todos ellos. 
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FENOTIPOS MUTANTES DE ORGANISMOS ACTUALES 


Figera 1-51 Consecuencias de la 
duplicación génica para el análisis 
mutacional de la función génica. En este 

. ejemplo hipotético, un organismo ancestral 
pluricetular presenta uh genoma que tiene 
una sola copia del gen S, que desempeña 
su función en diversas áreas del cuerpo 
(señaladas en verde). (A) A través de una 
duplicación génica, un descendiente del 
organismo ancestral tiene dos copias del 
gen 6, denominadas Gy y Gz. Estas coplas 
han divergido de alguna forma en cuanto 
a sus patrones de expresión y a sus 
actividades en los lugares donde se 
expresan, pero todavía mantienen 
similitudes importantes, En algunos lugares, 
se expresan conjuntaraente y cada uno de 
eltos realiza las mismas funciones que el 
gen ancestral G líneas alternas verdes 
y amarillas); en otros lugares, se expresan 
solos y pueden desempeñar tinciones 
nuevas. (B) Debido a que las funciones se 
solapan, ta pérdida de uno de los dos genes 
por mutación (espa roja) sálo indica una 
parte de su posible función; sotamente 
la pérdida de armbos genes en el doble 
mutante indicará el espectro completo de 
procesos de los que son responsables estos 
genes, Principios análogos a éste se aplican 
a genes duplicados que se expresan en 
o misráo lugar lp. ej, en organismos 
unicelulares) pero que se activan juntos 
oindividualmente en respuesta a varias 
circunstancias. Asi, la duplicación génica 
complica el estudio genético de todos los 
organismos. 
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Todos tenemos detalles diferentes 


¿A qué nos referimos exactamente cuando hablemos del genoma humano? ¿El genoma de 
quién? Por término medio, dos personas escogidas al azar solamente se diferencian en uno 
o dos pares de nucleótidos cada 1000 pares de nucleótidos de su secuencia de DINA. El pro- 
yecto del Genoma Humano ha seleccionado arbitrariamente DNA de un múmero reducido 
de individuos anónimos para secuenciarlo. El genoma humano -el genoma de la especie 
humana- es extraordinariamente complejo ya que abarca el conjunto completo de las va- 
nantes génicas que se encuentran en la población humana y adernás está cambiando de 
forma contínua en el transcurso de la reproducción sexual. Al final, el proyecto espera docu- 
mentar también estas modificaciones. El conocimiento del genoma puede ayudar a enten- 
der, por ejemplo, por qué algunas personas están predispuestas a una enfermedad y otras a 
otra enfermedad; por qué hay personas que responden favorablemente a fármacos y otras 
responden mal. También proporcionará nuevas claves de nuestra historia: los desplaza- 
mientos migratorios que efectuaron nuestros ancestros, las infebciones que sufrieron y las 
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Figura 1-52 Momentos de divergencia de 
las diferentes vertebrados, La escala de la 
izquierda ranestra el tiempo estimado y la 
era geológica del ancestro común de cada 
par de arimaies indicados. Cada estimación 
temporal se basa en fas comparaciones de 
tas secuencias de aminoácidos de proteínas 
ortólogas; cuarto menor es el porcentaje 
de armnoácidos que permanecen idénticos, 
más tienpo hace que los dos animales 

que se comparan evolucionan de forma 
independiente, Cada uno de los valores se 
ha obtenido a partir del estudio de varias 
proteínas y la escala temporal se ha 
calibrado para representar la evidencia 

fósil de la presencia de los ancestros de 
mamiferos y de aves que vivieron hace 

310 millones de años. Los números de 

la derecha den información sobre la 
divergencia de la secuencia de una proteína 
deterrainada (escogida al azar): la cadena 
alfa de la hemoglobina. Nótese que aunque 
existe una clara tendencia general a que la 
divergencia de esta proteína se incremente 
al aumentar el tiempo, también existen 
algunas irregutaridades. Este dato refleja 

la aleatoriedad del proceso evolutiva y, 
posiblemente, el efecto de la selección 
natura! dirigiendo cambios especialmente 
rápidos en la secuencia de ta hemoglobina 
en algunos organismos que experimentaron 
demandas fisiológicas especiales, Por 
térreáno medio, dentro de una linea 
evolutiva particular, las hemogiobinas 
acumulan carnbios a una velocidad de 

6 aminoácidos siterados de cada 100 
aminoácidos cada 100 millanes de años, 
Algunas proteínas, sujetas a estrictas 
restricciones funcionales, evolucionan 
mucho más lentamente cue ésta y otras 

$ veces más rápidamente, Todo ello genera 
incertidumbres en la estima de los tiernpos 
de divergencia; algunos experios creen 
que los principales grupos de mamiferos 
divergieron unos de otros Como mádrmno 
60 millones de años antes de lo que 
muestra esta figura. (Adaptado a partir de 
S, Kumar y 5.8, Hedges, Mature 392:917-920, 
1998. Con la autorización de Macrolilan 
Publishers Ltd.) 


Figura 1-53 Hombre y ratón: genes 
similares y desarrollo similar. El niño y el 
ratón muestran una mencha blanca en sus 
frentes porque ambos tenen mutado 

el mismo gen (0) requerido para el 


- desarrollo y mantenimiento de las células 


pigrmentarias. (Cortesía de RA. Mlelschmnan.) 
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dietas de las que se alimentaban. Todos estos datos han dejado trazas en las formas variar- 
les de elos genes que han sobrevivido en las comunidades bumanas. 

d conocimiento y la comprensión nos proporcionan el poder necesario para intervenir 
en las hnos para eliminar o prevenir enfermedades, en las plantas, para generar mejo- 
res cosechas; en las bacterias, para utilizarlas en nuestro provecho, Todas estas empresas 
biológicas están relacionadas, ya que la información genética de los organismos está escrita 


en el mismo lenguaje. La nueva habilidad desarrollada recientemente por los biólogos mo-"' 


leculares para leer y descifrar este lenguaje, ha empezado a transforrear nuestra relación con 
el mundo vivo, Esperamos que la biología celular que se presentará en los capítulos siguien- 
tes de este libro, sirva de preparación para entender y posiblemente para contribuir a la gran 
aventura científica del siglo xa, 


Resumen 


Las células eucariotas, por definición, guardan su DNA en tun compartimiento independiente ert- 
vuelto por una mernbrana: el núcleo. Además tienen un citoesqueleto para su soporte y movimien. 
to, complejos compartimientos intracelulares para la digestión y la secreción, la capacidad (en 
muchas especies) de engullir otras células y in metabolismo que depende de la oxidación de molé-- 
culas orgánicas por las mitocondrias. Estas propiedades sugieren que los eucariotas pudieron ortgi- 
narse corno depredadores de otras células. Las mitocondrias -y en los vegetales los cloroplastos- 
contienen su propio rtaterial genético y resutia evidente que han evolucionado a partir de bacterias 
que fueron capruradas y confinadas en el citoplasma de la célula eucariota y que sobrevivieron co» 
mosimbiantes, Tipicamente las cébuilas eucariotas rienen entre 3 y 30 veces más genes que las prota» 
riotas y generalmente nilles de veces más DNA no-codificaniee. El DNA no-codificante permite a la 
célula una.compleja regulación de la expresión génica, necesaria para elaborar organismos plurice- A 
hulares complejos. Sin embargo, muchos organismos eucariotas son un icelulares, entre los cuates la 
levadura Saccheromyces cexevisias, quese ttiliza como ln organismo modelo sencillo para la bia- 
togía celular excarioto, que revela las bases moleculares de procesos fundamentales muy conserud- 
dos como el ciclo celular eucariota, Un pequeño número de otros organismos se han escogido como. 
madelos primarios de plantas y animales pluricelulares y la socuenciación de sus genornas ha abler- 
to la vía para el análisis sistemático p comprensivo de la función génica, de la regulación génica y la 
diversidad genérica. Como resultado de la duplicación de genes durante la evolución de los verte- 
brados, los genomas de los vertebrados contienen una gran cantidad de genes homólogos de la ma 
yoría de sus genes. Esto redundancia genética ha permitido la diversificación y la especialización de 
genes para rtuevas tareas, pero ha hecho más difícil la tarea de descifrar sus funciones. Existe menos 
redundancia génica en el nematodo Ceenorhabditis elegans y en la mosca Drosophila melanogas- 
ter, por lo cual estos organismos han desempeñado un papel clave en el descubrimiento de los me” 
canismos genéticos universales del desarrollo animal. 


PROBLEMAS 


¿Qué afirmaciones son ciertas? Explicar por qué sio por qué no 


4-1 Los genes de la hemoglobina humana, que están organi- 
zados en dos grupos génicos localizados en dos crornosomas, 
constituyen un buen ejemplo de un conjunto de genes ortólogos, 


12  Latrausferencia génica horizontal prevalece más en orga- 
nismos tucebulares que en plurlcelulares. 


13 La mayoría de las secuencias de DINA del genoma bacte- 
dano codifican proteínas al contrario que la mayoría de las se- 
cuencias del genoma humano. 


Resolver los siguientes problemas 


14 Desde que fue descifrado hace cuatro décadas, algunos 
investigadores aseguran que el código se originó por un acciden- 
te alsiado mientras que otros argumentan que fue esculpido fina- 
mente durante mucho tiempo por la selección natural, Una 
sorprendente característica del código genético es su inherente 


resistencia a los efectos de la mutación. Por ejemplo, un cambio 
en la tercera posición de un codón a menudo codifica el mismo 
aminoácido o uno que tiene propiedades químicas similares. El 
código genético natural es más resistente a las mutaciones (me- 
nos susceptible a errores) que la mayoría de otras posibles versio- 
nes, como se ilustra en la Figuera P1-1. Solamente uno de entre un 
millón de códigos generados al azar por ordenador es más resis- 
tente a sutrir errores AnS elcódigo ES natural. ¿Esta extraor- 


y Figura P1-1 Susceptibifidad 
del código natural respecto a 
millones de códigos genéticos 
generados por ordenador 
(Problema 1-4) La 
susceptibilidad mide el 
promedia del número de 
aminoácidos de propiedades 
diferentes producido por 
mutaciones al azar. Un valor 
bajo índica que las mutaciones 

xe - + Henden a causar cambios 

a: El 10 15 2% pequeños, ¡Datos por cortesía 

susceptibilidad a mutaciones de Steve Freeland) 


número de códigos miles) 


ARA, 


PROBLEMAS 


dicaria resistencia a la mutación del código genético es un argu- 
sexto a favor de un origen accidental aislado o el resultado de la 
selección natural?, Explicar el razonamiento, 


1-5 Al caracterizar una muestra obtenida de las profundida- 
des de los océanos de Europa, una de las lunas de Júpiter, se des- 
cubre que contiene una forma extraña de vida que crece bien en 
un medio de cultivo enriquecido, El análisis preliminar muestra 
que es celular y contiene DNA, RNA y proteína. Cuando se pre- 
sentan los resultados se sugiere que la muestra está contaminada 
per un organismo de la Tierra, ¿Qué aproximación se ha de reali- 
zax para distinguir entte contaminación y una posible nueva for- 
ra de vida basada en DNA, RNA y proteína? 


1-6 Noes difícil imaginarse el significado de alirnentarse á par- 
tir de las moléculas orgánicas que producen los seres vivos. De he- 
cho, y después de todo, esto es lo que hacemos nosotros. Pero, 
¿qué significa “alimentarse” de la luz solar, como hacen los fato- 
trofos? O, más extraño todavía, ¿"alimentarse” de piedras como 
nacen los litotrofos? ¿Dónde encuentra el alimento un litotrofo en 
la mezcla de elernentos químicos como HaS, Ha, CO, Mat, Fe**, 
Ni?*, CHa y NEL? que se liberan en una chimenea hidrotermal? 


1-7 ¿Cuántos árboles genealógicos (patrones de ramas) pue- 
den dibujarse para las eubacterias, las arqueas y los eucanotas, 
asumiendo que todos ellos derivan de un ancestro común? 


1-8 Los genes del RNA ribosómico están altamente conserva- 
dos (presentan pocos cambios en su secuencia) en todos los 
organismos de la Tierra, por lo tanto han evolucionado muy len- 
tamente a lo largo del tienpo, ¿Es correcto deducir que estos ge- 
nes “nacieron” perfectos? 


1-2 Los genes que participan en procesos de información bá- 
sica como la duplicación, la transcripción y la traducción se trans- 
miren entre especies en menor grado que los genes involucrados 
en el metabolismo celular. Las razones de esta diferencia no es- 
tán claras, pero una posible causa quizá se encuentre en la difi- 
cultad intrínseca que llevan asociados ambos tipos de procesos, 
Los procesos informativos se desarrollan con la participación de 
mumerosos grupos de productos génicos. Por el contrario, las 
reacciones metabólicas están con frecuencia catalizadas por en- 
zimas formadas por una sola proteína ¿De qué manera la com- 
plejidad del proceso subyacente informacional o metabólico 
puede afectar al grado de transferencia horizontal de genes? 


1-10 El proceso de transferencia génica desde la mitocondria 
hasta el genoma nuclear puede analizarse en plantas. El gen res- 
piratorio Cox2, que codifica la subunidad 2 de la citocromo oxida- 
sa, se transfirió funcionalmente al núcieo durante la evolución de 
las plantas con flor, El análisis extenso de diversos géneros de ve- 
getales ha determinado con exactitud el momento de la aparición 
de la forma nuclear del gen y diversas formas intermediarias del 
gen antes de su pérdida definitiva del genoma mitocondrial. En la 
Figura P1-2 se muestra un resumen de la distribución del gen 
Cox2 entre la mitocondria y el púcteo, al mismo tiempo que los 
datos de su transcripción dentro de un contexto filogenético. 

Á. Asumiendo que la transferencia del gen mitocondrial al nú- 
deo ocurriese solamente una vez (una hipótesis apoyada por las 
estructuras de los genes nucleares), indicar el punto dentro del ár- 
bol Blogenético donde pudo haber tenido lugar la transferencia. 
B. ¿Existen ejeraplos de géneros en los que el gen transferido y 
el gen mitocondrial son ambos foncionales? indicar cuáles. 

€. ¿Cuáles el mínimo número de veces que el gen mitocondrial 
ha sido inactivado o perdido? Situar estos eventos en el árbal fila- 
genético. , 
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Figura P1-2 Resumen de la distribución del gen Cox2 y de datos de 
transcripción en un contexto filogenético (Problema 1-70) La presencia 
del gen intacto o de un transcrito funcional se indica mediante (+) la 
ausencia del gen intacto o de un transcrito funcional se indica mediante 
(. mt, mitocendria; núc, núcleo. 


D, ¿Cuáles ei mínimo múmero de veces que el gen nuclear ha sido 
inactivado o perdido? Situar estos eventos en el árbol Slogenético. 
E. A partir de esta información, proponer un esquema para la 
transferencia de genes mitocondriales al genoma nuclear. 


1-11. Cuando se descubrieron las hermoglobinas de las legum- 
bres resultó tan sorprendente encontrar un gen típico dela sangre 
de los animales, que se formuló la hipótesis de que el gen vegetal 
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Figura P1-3 Árbol filogenético de tos genes de la hemoglobina de varias" 
especies (Problema 1-11), Las legumbres están destacadas en rojo, 
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apareció por transferencia horizontal a partir de un animal, Se. 1-12 Parece que la velocidad evolutiva es variable entre diver- 
han secuenciado muchos más genes de hemoglobina y, gracias a, sos linajes. Por ejeraplo, la velocidad de evolución en el linaje de 
sus secuencias, se ha podido elaborar el árbol Blogenético de la la rata es sigoificativamente mayor que en el linaje humano, Estas 
Figura PL-3. difexencias de velocidad se ponen de manifiesto si se analizan los 
A. ¿Este árbol apoya o rebate la hipótesis de que las hernoglo- cambios de las secuencias de las proteínas que están sujetas a 
binas de los vegetales aparecieron por transferencia génica hori- presión selectiva o al estudiar los cambios en las secuencias de 
zomtal? nudeótidos no-codificantes que no se encuentran ante vna pre- 
B. Suponiendo que los genes de las hemoglobinas de vegetales sión tan acuciante, ¿Es posible ofrecer una explicación rezonada 
se originaron inicialmente envun nematodo parásito, por ejemplo, que expligue por qué la velocidad evolutiva del linaje del horabre 
¿cómo se modificaría este árbol Blogenético? es más lenta que la del linaje de la rata? 
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y biosíntesis 


En principio es difícil aceptar la idea de que los seres vivos descritos en el Capítulo 1 sean 
Ineros sisternas químicos. La increftle diversidad de formas vivas, su corportariento apa- 
rentermmente detenminado y su habilidad para crecer y reproducirse parecen diferenciarlos 
del mundo de los sólidos, líquidos y gases que normalmente describe la química. De hecho, 
hasta el siglo diecinneve se crefa que los animales contenían una fuerza vital -ana “animus”- 
que exa la responsable de sus propiedades características. 

Actualmente sabemos que no existe nada en los seres vivos que vaya en contra de las le- 
yes de la química y de la física. Sin embargo la química de la vida es especial, Primero: se ba- 
sa casi completamente en compuestos de carbono, por lo que su estudio se conoce como 
quimica orgánica. Segundo: las células contienen un 70% de agua y la vida depende prinei- 
pelmente de reacciones químicas que tienen lugar en solución acuosa. Tercero, y nuás im” 
portante, la química celular es enormemente compleja: incluso la célula naás sencilla tiene 
na química mucho más compleja que cualquier otro sistema químico conocido. Aunque la 
células presentan una cierta variedad de pequeñas moléculas que contienen carbono, la ma- 
yoría de átomos de carbono se encuentran formando parte de enormes moléculas poliméri- 
cas cadenas de subunidades químicas unidas por sus extcemos. Son las propiedades únicas 
de estas macromoléculas las que permiten a células y organismos crecer, reproducirse y 
realizar todas aquellas otras funciones que son características de la vida, 


LOS COMPONENTES QUÍMICOS DE LA CÉLULA 


Lamateña está compuesta por combinaciones de elernentos, es decir, sustaricias como el hi- 
drógeno o el carbono que no pueden rornperse o transformarse por medios químicos en 
otras sustancias. La partícula más pequeña de un elemento que conserva sus propledades 
químicas características es un dromo (Figura 2-10). Sta embargo las características de las sus- 
tancias que no son elementos puros incluyendo los materiales de los que están compues- 
tas las células- dependen de cómo estén agrupados sus átomos entre sí formando 
moléculas. Así pues, para entender cómo están construidos los Organismos a partir de ma- 
tería inanimada, es crucial conocer de qué manera se forman todas las uniones químicas 
que mantienen a los átomos unidos formando las moléculas. 


Las células están formadas a partir de un número 
relativamente pequeño de tipos de átomos 


El peso atómico de un átomo, o el peso molecular de ua molécula, es la masa relativa del 
átomo o de la molécula respecto a la del átomo de hidrógeno. Son esencialmente iguales al 
número de protones más el uúmero de neutrones que tiene el átome o la molécula, ya que 
los electrones son mucho más ligeros y contribuyen de manera ínfima a la masa total. Así, el 
isótopo mayoritario del carbono tiene un peso atómico de 12 y se simboliza como 0, mien- 
tras que un isótopo inestable del carbono tiene un peso atómico de 14 y se simboliza como 
MC, Porlo general la masa de un átomo o de una molécula se da en daltons, que es la unidad 
de masa atómica, aproximadamente igual a la masa de un átomo de hidrógeno. 

Los átomos son tan pequeños que es difícil imaginar su tamaño. Un átomo de carbono 
Hene mos D,2 nm de diámetro, de menera que son necesarios unos 5 nullones de átomos, 
uno detrás del otro en línea recta, para abarcar L milímetro. Un protón o ln neutrón pesan 
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44 Capítulo 1: Células y genormas 


apareció por transferencia horizontal a partir de un animal, Se. 1-12 Parece que la velocidad evolutiva es variable entre diver- 
han secuenciado muchos más genes de hemoglobina y, gracias a, sos linajes. Por ejeraplo, la velocidad de evolución en el linaje de 
sus secuencias, se ha podido elaborar el árbol Blogenético de la la rata es sigoificativamente mayor que en el linaje humano, Estas 
Figura PL-3. difexencias de velocidad se ponen de manifiesto si se analizan los 
A. ¿Este árbol apoya o rebate la hipótesis de que las hernoglo- cambios de las secuencias de las proteínas que están sujetas a 
binas de los vegetales aparecieron por transferencia génica hori- presión selectiva o al estudiar los cambios en las secuencias de 
zomtal? nudeótidos no-codificantes que no se encuentran ante vna pre- 
B. Suponiendo que los genes de las hemoglobinas de vegetales sión tan acuciante, ¿Es posible ofrecer una explicación rezonada 
se originaron inicialmente envun nematodo parásito, por ejemplo, que expligue por qué la velocidad evolutiva del linaje del horabre 
¿cómo se modificaría este árbol Blogenético? es más lenta que la del linaje de la rata? 
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y biosíntesis 


En principio es difícil aceptar la idea de que los seres vivos descritos en el Capítulo 1 sean 
Ineros sisternas químicos. La increftle diversidad de formas vivas, su corportariento apa- 
rentermmente detenminado y su habilidad para crecer y reproducirse parecen diferenciarlos 
del mundo de los sólidos, líquidos y gases que normalmente describe la química. De hecho, 
hasta el siglo diecinneve se crefa que los animales contenían una fuerza vital -ana “animus”- 
que exa la responsable de sus propiedades características. 

Actualmente sabemos que no existe nada en los seres vivos que vaya en contra de las le- 
yes de la química y de la física. Sin embargo la química de la vida es especial, Primero: se ba- 
sa casi completamente en compuestos de carbono, por lo que su estudio se conoce como 
quimica orgánica. Segundo: las células contienen un 70% de agua y la vida depende prinei- 
pelmente de reacciones químicas que tienen lugar en solución acuosa. Tercero, y nuás im” 
portante, la química celular es enormemente compleja: incluso la célula naás sencilla tiene 
na química mucho más compleja que cualquier otro sistema químico conocido. Aunque la 
células presentan una cierta variedad de pequeñas moléculas que contienen carbono, la ma- 
yoría de átomos de carbono se encuentran formando parte de enormes moléculas poliméri- 
cas cadenas de subunidades químicas unidas por sus extcemos. Son las propiedades únicas 
de estas macromoléculas las que permiten a células y organismos crecer, reproducirse y 
realizar todas aquellas otras funciones que son características de la vida, 


LOS COMPONENTES QUÍMICOS DE LA CÉLULA 


Lamateña está compuesta por combinaciones de elernentos, es decir, sustaricias como el hi- 
drógeno o el carbono que no pueden rornperse o transformarse por medios químicos en 
otras sustancias. La partícula más pequeña de un elemento que conserva sus propledades 
químicas características es un dromo (Figura 2-10). Sta embargo las características de las sus- 
tancias que no son elementos puros incluyendo los materiales de los que están compues- 
tas las células- dependen de cómo estén agrupados sus átomos entre sí formando 
moléculas. Así pues, para entender cómo están construidos los Organismos a partir de ma- 
tería inanimada, es crucial conocer de qué manera se forman todas las uniones químicas 
que mantienen a los átomos unidos formando las moléculas. 


Las células están formadas a partir de un número 
relativamente pequeño de tipos de átomos 


El peso atómico de un átomo, o el peso molecular de ua molécula, es la masa relativa del 
átomo o de la molécula respecto a la del átomo de hidrógeno. Son esencialmente iguales al 
número de protones más el uúmero de neutrones que tiene el átome o la molécula, ya que 
los electrones son mucho más ligeros y contribuyen de manera ínfima a la masa total. Así, el 
isótopo mayoritario del carbono tiene un peso atómico de 12 y se simboliza como 0, mien- 
tras que un isótopo inestable del carbono tiene un peso atómico de 14 y se simboliza como 
MC, Porlo general la masa de un átomo o de una molécula se da en daltons, que es la unidad 
de masa atómica, aproximadamente igual a la masa de un átomo de hidrógeno. 

Los átomos son tan pequeños que es difícil imaginar su tamaño. Un átomo de carbono 
Hene mos D,2 nm de diámetro, de menera que son necesarios unos 5 nullones de átomos, 
uno detrás del otro en línea recta, para abarcar L milímetro. Un protón o ln neutrón pesan 
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46 Capítalo 2: Química celular y biosíntesis 


neutrón electrón 


A 


protón 


átomo de carhono 


átorao de hidrógeno 


núsnero atómico = € 


E número atómico «u 1 
É 4 peso atómico = 12 


peso atómico : 1 


aprorimedamente 1/16 10%) gramos, de modo que un gramo de hidrógeno tiene 6 < 10% 


de átomos, Este número tan enorae (8 x 10%, lanado número de Avogadro) es el factor pro-- 


porcional clave que describe la relación entre cantidades cotidianas y cantidades que se rni- 
den en términos de riímero de átomos o de moléculas. Si una sustancia tiene un pese 
molecular de X, € x 19% moléculas de dicha sustancia tendrán una masa de X gramos. A es- 
ta cantidad sela denomina un mol de dicha sostancia (Figura 2-2). 
. Existen 89 elernentos naturales, cada uno de los cuales se diferencia de los demás en el 
¿E número de protones y de electrones de sus átomos. Sin embargo, los seres vivos están com- 
ó puestos por una pequeña selección de estos elementos, cuatro de los cuales carbono (03, 
za hidrógeno (ED), nitrógeno (0) y oxígeno (0)-- constituyen el 96,5% del peso de los orgaxis- 
0 mos. Esta coraposición se diferencia marcadamente de la del entorno inorgánico inanimado 
í E (Figura 2-3) y es la evidencia de que la materia orgánica tiene un tipo de química diferente. 


ES 


ña Los electrones más externos determinan la manera - 
E en que interactúan tos átomos 


Para entender como se unen entre sílos átomos formando las moléculas de los seres vivos, 
q hemos de tener en cuenta sus electrones. Los protones y los neutrones están enlazados fir- 
E memente los unos a los otros en el núcleo y sólo se separan en condiciones extremas; por 
ejemplo, durante la desintegración radiactiva, o en el interior del sol o de un reactor nuclear. 
ad En los tejidos vivos, sólo sufren reordenarmientos los electrones de los átornos. Forman el ex- 
: terior de los átomos y determinan las leyes de la química por la que los átomos se combinan 
entre sí formando las moléculas. : 
. Los electrones están en continuo movimiento alrededor del núcleo del átomo, pero en 
Rd esta escala submicroscópica los movimientos obedecen a unas leyes muy diferentes a las 
que nos son familiares enla vida cotidiana. Estas leyes determinan que los electrones de un 
átomo sólo pueden existir en unos estados determinados y restringidos, llamados orbitales, 
y que existe un límite estricto del número de electrones que pueden ocupar cada tipo de or- 
So " bital, Jos llamados orbitales electrónicos, Los electrones en promedio más cercanos al núcleo 
positivo son atraídos con más fuerza hacia él y ocupan el orbital más interno y más fuerte- 
mente unido, Este orbital puede estar ocupado por un máximo de dos electrones. El segun- 
do orbital está más alejado del múcleo y sus electrones están menos fuertemente unidos a él. 
Este seguado orbital puede acoger hasta ocho electrones, El tercer orbital contiene electro- 
nes que están aún menos unidos al núcleo; también puede tener hasta ocho electrones. El 


con más de cuatro orbitales son ruy raros en las moléculas biológicas. 

Í La disposición de los electrones de un dtorno es estable cuando todos los electrones se 
: encuentan en las posiciones permitidas que les mantienen más fuertemente unidos al nú- 
cleo, es decir, ocupando los orbitales más internos. Por este motivo, con clertas excepciones 
en los átornos más prandes, los elecrrones de cada átomo llenan los orbitales por orden, es- 
tó es, el primero antes que el segundo, el seguado antes que el tercero, etc. Un átomo cuyo 
orbital más externo esté completamente lleno de electrones, es especialinente estable y, por 
lo tanta, químicamente poco reactivo. Como ejemplos tenemos el hello con 2 elecurones, el 
neón con 2 +8 y al argón con 2 +8 + 8; todos ellos son gases inertes. Pl hidrógeno, por el con- 


cuarto y quioto orbitales pueden estar ocupados por 18 electrones cada uno. Los átomos - 


Figura 2-1 Representación esquemática 
de in átomo de carbono y de un átomo de 
tádráógeno. El núcleo de cada átomo, excepto 
ei del hidrógeno, consta de protones 
cargados positivamente y de nebtones 
cafécuicamente neutros. En un átomo, el 
número de electrones es igual al número de 
protones (el número atómicos, de forma que 
el átomo no tiene carge neta, Debido al 
hecho de que los electrones determinan el 
coraportamiente químico de tin étorna, 
todos los átomos de tun elemento dedo 
ttenan el mismo elmero atómico. 

Los neutrones son partículas subiazómicas 
ivvarizbles de esencialmente la misa masa 
que los protones. Contribuyen a la 
estabilidad estructural del núdeo —sl hay 
demasiados o demasiado pocos el núcleo 
puede desintegrarse por decaimiento 
radiactivo pero no alteran las propiedades 
químicas del átomo. Debido al número de 
neutrones, un slernento puede existir en 
diferentes formas fisicamente dilferenciables 
pero quirnicamente idénticas, llamadas 
isótopos, cada uno de los cuales tiene el 
irismo número de protones pero diferente 
número de neutrones, Casi todos los 
elernentos presentan isótopos de forma 
natural, incluyendo algunos inestables, Por 
ejemplo, mientras que la mayor parte del 
carbono de la Tierra existe en su isótopo 
estable 12, con sels protones y sels neutrones, 
tembién existen pequeñas cantidades de un 
isótopo inestable, el carbono 14 radiactivo, 
cuyos átomos denen seis protones y ocho 
heutrones. El carbono 14 se desintegra 
radiactivemente a una velocidad lenta pero 
mantenida, Este hecho constituye la base de 
una técnica conocida corno datación por 
carbono 14 que se utiliza en arquectogía 
para determinar el lempo que hace que 
se originó un materlal orgánico, 

En la Bustración, se ha aurnentado de fora 
notable eltamaño de los neutrones, protones 
y electrones, que en realidad son diminutos 
en relación con eltamaño total del átomo, 
Además, el diámetro del núcleo es 10? 
veces menor que la nube de electrones. 
Finalramente, a pesar de qUe se representan los 
electrones como partículas individuales, en 
realidad su comportaraiento está gobernado 
por las leyes de la mecánica cuántica y no hay 
manera de predecir dónde se va a encontrar 
un electrón en un momento dado. 


CRU, 


LOS COMPOMENTES QUÍMICOS DELAS CÉLULAS 


trario, cor un solo electrón y con ua orbital a medio Benar, es altamente reactivo. De la mis- 
ma manera, los demás átomos que se encuentran en los tejidos vivos tienen incorapletos 
sus orbitales electrónicos externos, por lo que pueden ceder, aceptar o compartir electrones 
con otros átornos formando tanto moléculas come iones (Figura 2-4]. 

Debido a que un orbital electrónico incompleto es menos estable que un orbital com- 
pleto, las átomos cuyos orbitales exdernos están incompletos tienden a reaccionar con 00108 
átoraos de forma que pueden perder o ganar el número adecuado de electrones para que su 
orbital más externo esté completo. Este intercambio de electrones se Heva a cabo transíi- 
niendo electrones de un átorno aotro o compartiendo los electrones entre dos átomos. Estas 
dos estrategias dan logar a dos tipos de enfaces químicos entre los átomos: un enlace iónico 
se forma cuando un átomo cede electrones á otro átomo, mientras que 1n enlace covalente 


se origina cuando dos átomos comparten un par de electrones (Figura 2-5). menudo, el 


par de electrones se comparte de manera desigual, con una transferencia parcial entre dos 
átomos que tiene una capacidad diferente de atraer los electrones uno es más electronega- 
tivo que el otra; esta estrategia intermedia da lugar a un entace covalente polar, como deserí- 
birermos más adelante, 

Un átomo de H, que sólo necesita un electrón para complerar su orbital externo, gene- 
realmente adquiere este electrón compartiéndolo -formando un enlace covalente con otro 
átomo; a menudo este enlace es polar, lo que significa que los electrones se comparten de 
lorena desigual Los restantes elernentos comunes de las células vivas —C, N y O, que tienen 
el segundo orbital incompleto, y P y $, que tienen el tercer orbital incompleto (véase Figu- 
ra 2-4)- generalmente comparten electrones y complezan su orbital externo con ocho elen- 
trones, formando varios enlaces covalentes. El número de electrones que un átomo debe gar 
nar o perder (compartiéndolos o iransfiriéndolos) para completar el orbital externo se 
conoce como su palencia, 

El orbital electrónico más externo desempeña un papel crucial en la determinación de 
las propiedades químicas de los elementos, porlo que cuando los elementos se ordenan en 
función de su número atómico existe una recurrencia periódica de elementos con propie- 
dades similares: un elemento que, por ejemplo, tenga su segundo orbital incompleto, sólo 
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Un del es X gramos de una sustancia 
y X es su masa molecular pa. 
(peso molecular), Contlene $ X 10% 
motéculas de la sustancia, 


+ mol de carhono pesa 12 q 
1omol de glucosa pesa 180 q 
1 mal de doruro de sodio pesa 58 y 


Las soluciones molares tienen ulta 
concentración de 1 sol de sustancia 
en 1 litro de solución. Por ejempla, 
una solución molar representada 
como (1 44) de glucosa, tene 120 gfl, : 
mientras que una solución milimolar : 


(trabó ene 180 mail. 


La abreviatura convencionaí para gramo 


: esgla abreviadón para litro es L. 


Figura 2-2 Moles y soluciones molares. 


Figura 2-3 Abundancia de algunos de los 
elementos químicos del mundo inanimedo 
(fa corteza terrestre) comparada con su 
abundancia en los tejidos animales. La 
abundancia de cada elemento se expresa 
como porcentaje del número total de átomos 
presentes incluida el agua. Así debido a la 
abundancia del agua, más del 60% de los 
átomos de un ser vivo son átomos de 
hidrógeno. La abundancia relativa de los 
elementos es similar en todos los seres vivos, 
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ocupado por un elecuón, se comportará de manera ruy similar a la de un elemento que 
tenga completo su segundo orbital, pero el tercero incompleto, sólo ocupado por un eléc- 
trón. Los metales, por ejemplo, tienen orbitales externos incompletos ocupados por uno o 


unos cuantos efectrones, mientras que, como acabamos de vez, los gases inertes tienen sus 


orbitales externos completos. Este patrón de lugar a la famosa tabla periódica de los ele- 


«mentos, que presentamos en la Figura 2-6, en la que se destacan los elementos que se en- 
cuentran en los organismos vivos, 


Los enlaces covalentes se forman al compartir electrones 


Todas las características esenciales de una célula dependen de las moléculas que contiene, 
Úna molécula se define como un grupo de átornos imidos entre sí por enlaces covalentes; en 
este caso los átomos coraparten electrones completando sus orbizales externos, no transÉi- 
riéndolos. En la molécula més sencilla posible ma molécula de hidrógeno (Ho) dos átorcos 
de H, cada uno de los cuales ene un solo electrón, comparten ambos electrones, el número 
necesario para completar el primer orbital de cada átorno. Los electrones corapartidos lor- 
man una nube de carga negativa más densa entre los dos mácleos cargados positivamente, 
Esta nube ayuda a mantener los átomos unidos entre sí, oponiéndose a la repulsión coutua 
que se genera entre cargas igueles y que, de no ser así, forzaría alos átomos a separarse uo 
del otro. Las fuerzas de atracción y de repulsión están equilibradas cuando los núcleos están 
situados a una cierta distancia característica uno de otro, denominada distancia de entace, 

Otza propiedad de cualguder enlace covalente o no covalente es su fuerza de entace, 
que se ride por la cantidad de energía que se tiene que proporcionar para romperlo, Habi- 


tualmente se expresa en unidades de kilocalorías por mol («cal/mol). Una kilocaloría es la * 
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Figura 2-4 Orbitales electrónicos completos 


e incompletos, en algunos elementos 
corntines. Todos los elementos que se 
encuentren habimualmente en los seres vivos 
tenen orbitales electeónicos externos 
incorapletos len rojo), por lo que pueden 
participar en rescdlones quirrácas cor Otros 
átomos, Armnenera de comparación se 
muestran algunos elementos que sóla 
presercan orbitales completos len amarillok; 
estos elementos no reaccionan 
qulenicarmentes, 


Figura 2-5 Comparación entre enlaces 
covalentes y enlaces tónicos. Los átomos 
puedet, interactuando unos con otros, 
aicarear ton estado de organización más 
estable de los electrones de sus orbitales más 
externos. Un enface iónico se forma cuando 
los electrones son transferidos de un átomo 
a otro. Un enlace covalente se forma cuendo 
los electranes son compartidos entre los 


átomos. Los dos casos que $e presentan en 
“da figura representan situaciones extremas; 


2 menudo los enlaces covalentes se forman 
con tna transferencia perclal (los electrones 
se comparten de manera desigual), lo 

que da lugar a un enlace covalente polar 
(véase la Figura 2-43) 
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número atómico 


cantidad de energía necesaria para elevar la temperatura de un litro de agua, un grado Cel- 
síus (centígrado). Así, si para romper 6x 10% enlaces de un determinado po se fiene que in- 
vertir ma kilocaloría (es decir, un mol de estos enfaces), la fuerza de este enlace es de 
1 kcalfmoLl Como equivalente a estas unidades, está ampliamente extendida la utilización 
del kilojoule, que equivale a 9,239 kilocalorías. 

Para entender lo que significa la fuerza de unión de un enlace, resulta ú6l compararla 
con la energía media de los impactos que dichas moléculas sufren al colisionar con otras 
moléculas de su entorno (su energía térmica o energía calorífica), y también con otras fuen- 
tes de energía biológica como la luz y la oxidación de la glucosa (Figara 2-7). Los enlaces co- 
valentes típicos son 100 veces más fuertes que estas energías térmicas, de modo que los 
enlaces resisten el empuje de los movimientos térmicos que tienden a separar los átomos 
que une el enlace y normalmente sólo se rommpen durante reacciones químicas específicas 
con otros átomos y moléculas. La formación y la rotura de los enlaces covalentes son sucesos 
violentos; en las céhulas están controlados por catalizadores altamente especificos llamados 
enzimas. Los enlaces no-covalentes, por lo general, son mucho más débiles que los covalen- 
tes; más adelante veremos que son importantes en la célula en muchas situaciones en las 
que les moléculas tienen que lormarse y disociarse con rapidez para llevar a cabo sus fun- 
ciones. 

Mientzas que un átomo de H sólo puede formar un enlace covalente, los otros átomos 
que forman enlaces covalentes en las células -O, N, S y E así como el imprescindible átomo 
de C- pueden formar más de uno. El orbital más externo de estos átomos, como hemos vis- 
to, puede tener hasta ocho electrones, de manera que estos átomos forman tantos enlaces 
covalentes como sea necesario para poder completar este número de electrones. El oxígeno, 
con seis electrones en su orbital más externo, es completamente estable cuando adquiere 
dos electrones extra al compartirlos con otros átomos, formando así dos enlaces covalentes. 
El nitrógeno, con cinco electrones externos, forma un móxdmo de tres enlaces covalentes, 
mientras que el carbono con cuatro electrones externos, forma hasta cuatro enlaces cova- 
lentes companiendo así cuatro pares de electrones (véase Pigura 2-43. 


Cuando un átomo forma varios enlaces covalentes con otros átomos, estos enlaces se . 


distribuyen en el espacio de una manera definida, unos respecto a otros, reflejando la orien- 
tación de las órbitas de los electrones compartidos. Por lo tanto, los enlaces covalentes de un 
átomo se caracterizan, además de por las longitudes y las energías de cada uno de los enla- 
Ces, por tener ángulos de enlace específicos (Figura 2-8). Por ejeraplo, los cuatro enlaces co- 
valentes que se pueden formar alrededor de un átomo de carbeno se ordena como 
apuntando alos cuatro ángnios de un tetraedro regular. La orientación precisa de los enlaces 
covalentes es la base de la geometría tridimensional de las moléculas orgánicas. 


“o: medidá de fos: 00 
movimientos térmicos 
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Figura 2-6 Los elementos ordenados por su 
rúmero atómico forman la tabla periódica. 
Los elementos pueden clasificarse en grupos 
en función de sus propiedades similares, las 
cuales dependen del número de electrones 
que cada elemento presenta en su orbital 
externo, Por ejemplo, el Mg y el Ca tienden 
a eliminar los dos electrones que presentan 
en tus orbitales externos; el Cel N yelO 
tienden a completar sus orbitales externos 
compartiendo electrones. Los cuatro 
elementos sombreados en rojo constituyen 
el 99% del número total de átomos presentes 
en el cuerpo hurnano. Siete elementos 
más, sombreados en azul representen en 
conjunto alrededor del 0,9% del total. 
Oros elementos destacados en verde son 
necesarios en cantidades traza para los 
humanos. No queda claro si los elementos 
sombreados en amarillo son o no esenciales, 
Por tanto, parece que para los procesos 
auímicos de la vida son fundamentales 
elementos poco pesados, 

Los pesos atómicos, dados por la suma 
del número de protones y de neutrones del 
núdeo atómico, variarán en cada isótopo 
de cada elemento, Los pesos atómicos 
prostrados sonidos de los isótopos más 
communes de cada elemento. 


Figura 2-7 Algunas energías importantes 
para las células, Estes energías se comparan 
en una escala logarítmica, 
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Existen diferentes tipos de enlaces covalentes 


La mayoría de los enlaces covalentes suponen compartir dos electrones, uno cedido por 
cada uno de los átomos que participan en el enlace; se trata de los denominados enlaces 
sencillos. Sin embargo, algunos enlaces covalentes implican compartir más de un par de 
electrones. Por ejemplo, se pueden corapartr cuatro electrones, dos de cada uno delos áto- 
mos parcipantes; este tipo de enlace recibe el nambre de enlace doble. Los enlaces dobles 
son más cortos y más fuertes que los enlaces sencillos y tienen efectos particulares en la 


geometría tridimensional de las moléculas que los presentan. Generalmente, un solo enlace * 


covalente entre dos átomos permite la rotación relativa de na parte de la molécula respec- 
to a la otra, alrededor del eje del enlace, Un enface doble impide dicha rotación, al produ- 
ckse una disposición más rígida y menos flexídie de los átornos dd 23 y al 21, 

pp. 106-107), 

En algunas moléculas, los electrones son coda entre tres o más átomos y se ori- 
glnan enfaces que tienen un carácter híbrido, intermedio entre enlaces sencillos y enlaces 
dobles, Por ejemplo, la molécula de benceno —bastante estable— consta de un anillo de seis 
átomos de carbono en el que los electrones que conforman los enlaces se distribuyen de ma- 
nera equitativa entre todos los átomos del anillo (aunque porlo general se representan como 
una secuencia alterna de enlaces sencillos y dobles, coro se muestra en el Panel 2), 


Cuando los átomos unidos por un solo enlace covalente pertenecen a elementos distin- * 


tos, generalmente los dos átomos atraer con diferente intensidad a los electrones que cona- 
parten, Par ejemplo, respecto a un átomo de carbono, los átomos de O y de N atraen a los 


-electrones con mayor fuerza mientras que un átomo de H atrae a los electrones con una 


fuerza menor. 


Por definición una estructura polar (en el sentido eléctrico) es aquella que presenta una 
carga positiva concentrada en uno de sus extremos (el polo positivo) y una carga negativa 
concentrada en el otro extremo (el polo negativo). Por lo tanto, los enlaces covalentes en los" 


que los electrones se comparten de una manera no equitativa, se conocen como enlaces pa- 
lares covalentes (Figura 2-10). Poz ejemplo, los enlaces covalentes entre un oxígeno y un hi- 
drógeno, -O-A, o entre un nitrógeno y un hidrógeno, -N-H, son polares, mientras que en el 
enlace entre un carbono y un hidrógeno, -C-H, los electrones son arraídos de manera más 
equitativa por arabos átomos, por lo que el enlace se considera relativamente no polar. . 

Los enlaces covalentes polares son extremadamente importantes en biología, ya que 
originan dipolos permanentes que permiten a las moléculas interacmar por medio de fuer- 
zas eléctricas, Cualquier molécula grande con muchos grupos polares tendrá una detenmi- 
nada configuración de cargas parcialmente positivas y negativas en st superficie. Cuando 
dicha molécula encuentre una segunda molécula con una serie complementaria de cargas, 
ambas moléculas se atrasrán mutuamente a través de interacciones elecurostáticas compa- 
tables (pero más débiles) a las indicadas. 


Figura 2-8 La geometría de los enfaces 
covalentes. (A) Disposición espacial de los 
enlaces covalentes que pueden formar el 
oxigeno, el nitrógeno y el carbono. (8) Las 
moléculas que se forman a partir de estos 
átomos tienen una estriíciura tridimensional 
precisa, coma se muestra en los modelos de 
esferas y varillas, para el agua y para el 
propaño. Una estructura puede ser definida 
por los ángulos de los esdaces y por la 
longitud de los enfades de cada tina de 

las uniones covalentes. Los átomos están 
coloreados de acuerdo con la siguiente 
convención usada generalmente: A, bianco; 
€, negro; O, rojo; Ni, azul. z 


a 


(2) eterno 


Figura 2-9 Comparación entre enlaces 
carbono-carbono dobles y sencillos. 

(4) La rnolécula de etano, con in solo enlace 
covalente entre los dos átomos de carbono, 
ustra fa disposición tetraédrica de los enlaces 
covalentes sencillos formados por el caroono, 
Uno de los dos grupos CH Unidos entre sí por 
un enlace covalente, pueden rotar respecto al 
otro alrededor del eje del enlace. (8) El enface 
doble entre dos átomos de carbono que tiene 
una molécula de eteno letileno) altera la 
geometría de los átomos de carbono y sitúa 

a tadas dos átomos en el mismo plano azul 
el dobíe enface impide la rotación de uno de 
los grupos CH; respecto al otro. 


A 
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Un átomo se comporta a menudo como si tuviera un radio fijo 


Cuando se forma un enlace covalente entre dos átomos, el hecho de compartir electrones 
hace que sus núcleos se acerquen entre sí de forma extraordinaria Sin ernbargo, la mayoría 
delos átomos que en las células son empujados rápidamente uno contra otro se localizan en. 
moléculas distintas, ¿Qué sucede cuando dos de estos dtornos chocan? 

Para facititaz la comprensión, los átomos y las moléculas se representan de forma muy 
esquemática y se dibuja de forma lineal su fórmula estructural o en forma de esferas y vari- 
llas. Sin embargo, los modelos de espacio lleno proporcionan ¡ma representación más fide- 
digna de la estructura molecular. En ellos una envoltura sólida representa el radio de la nube 
electrónica donde fuertes fuerzas de repulsión eviten el acercamiento de cualquier otro áto- 
mo no endazado: el denominado radio de Van der Wiaals de un átomo. Esto es posible porque 
cuando dos átomos se acercan recho entre sí, la repulsión aumenta muy intensamente. Á 
distancias superiores, cada uno de los dos átomos puede experimentar una ligera atracción, 
conocida como atracción de van der Wrals. Como resultado de esta situación, existe una dis- 
tancia en la que las fuerzas de atracción y de repulsión se equilibran, produciendo un míni- 
mo de energía en cada interacción entre átomos de elementos que no están enlazados 
(Figura 2-11). 

En función de las circunstancias, representarernos las pequeñas moléculas como dibu- 
jos lineales, como modelos de esferas y varillas, o como modelos espaciales. Para poder 
comparar estos modelos, se representa la molécula de agua de las tres formas distintas en la 
Figura 2-42. Cuando representemos moléculas muy grandes como las proteínas, a menudo 
necesitaremos simplificar más el modelo (véase, p. ej, Panel 3-2, pp. 132-133). 


El agua es fa sustancia más abundante de las células 


Elagua supone cerca del 70% del peso de una célula; la mayoría de las reacciones intracelu- 
lares se producen en tn medio acoso. La vida en la Tierra se originó en el océano y las con- 
diciones de ese entorno primigenio quedaron grabadas permanentemente en la quíraica de 
los seres vivos. La vida, por lo tanto, depende de las propiedades del agua. 

En cada molécula de agua (470) los dos átomos de H se unen al átormo de O mediante 
enlaces covalentes (véase Figura 2-12). Los dos enlaces son ruuy polares debido a que el O 
atrae fuertemente a los electrones, mientras que el H los atrae eanty poco, En consecuencia, 
en cada melécula de agua los electrones se distribuyen de forma desigual, con un exceso de 
carga positiva en ambos átomos de H y de carga negativa en el O (véase Figura 2-10). Cuan- 
de una región cargada positivamente de una molécula de agua [es decir, uno de los átomos 
de H) se acerca a una región cargada negativamente (es decir, el Oj de ina segunda moléci- 
ta de agua, la atracción eléctrica entre ellas puede generar un enlace débil llamado enface de. 
hidrógeno (véase la Figura 2-15). Estos enfaces son mucho más débiles que los enlaces co- 
valentes y se rompen fácilmente por los movimientos generados por la energía térmica de 
las moléculas, de modo que cada enlace sólo persiste durante un tiempo muy corto. Sin em- 
bargo, el efecto combinado de muchos enlaces débiles puede ser notable. Gracias a sus dos 
átomos de H, cada molécula de agua puede formar enlaces de hidrógeno con otras dos mo- 

-jéculas de agua, produciendo una trama en la cual los enlaces de hidrógeno se rompen y se 
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Figura 2-10 Enlaces covalentes polares 

y apalares. Se compara la distibución 
electrónica de la motécida de agua (520), 
que es polar, y de la molécuta de oxigeno 
(O), que es apolar (6*, carga parcleimente 
positiva; $7, carga parcialrnente negativa). 


Figura 2-11 Equilibrio de las fuerzas de van 


¿der Waals entre dos átomos. A medida que 


los núcicos de ambos átomos se acercan 

uno al otro, muestran al principio una 
interacción de entace débil debido a sus 
cargas eléctricas fuctuantes. Sín embargo, 
los mismos átomos se repelerán fuertemente 
si se acercan demasiada. El equilibrio entre 
estas fuerzas de atracción y de repulsión de 
van der Waals tene lugar a la energla minirrya 
indicada, Este mínimo determina la distancia 
de contacto entre dos átomos no unidos 
ente sí de forma covalente; esta distancia es 
la surna de sus radios de van der Waals Por 
definición, la energía cero (indicada por la 
iínea roja a trazos) es la energía cuando 

los dos núcleos están separados una 
distanda infinita. 


52 Capítulo 2: Química celular y biosíntesis 


radio de van der Waals 
delO=144A 


> a 
H A Al 
, radio de van 
lA) (2) der ask del Y 


HeLZÁ 


distancia del enlace covalente 
(o DH = 0,96 


forman continuamente (Panel 2-2, pp. 108-109). A termperatura axmbiente, el agua no es ua 
gas sino un líquido, con un elevado punto de ebullición y una elevada tensión superficial, 
debido a los enlaces de hidrógeno que unen a las moléculas de agua entre sí 

Las moléculas, como los alcoholes, que contienen enlaces polares y que pueden formar 
enlaces de hidrógeno con el agua, se disuelven con rapidez en agua. Las moléculas que tie- 
nen cargas positivas o negativas (iones) interachían favorabiemente con el agua, Estas 2o- 
léculas se denominan hidrofílicas, lo cual significa que tenen afividad por el agua. Una gran 
proporción de las moléculas del entorno acuoso de una célida pertenecen necesariamente a 
esta categoría, que incluye los azúcares, el DNA, el RNA y la mayoría de proteínas, For el con- 
trario, las moléculas hidrofébicas (que repelen el agua) permanecen sin carga y forman po- 
cos enlaces de hidrógeno o ninguno, por lo que no se disuelven en agua. Los hidrocarburos 
son un buen ejernplo de moléculas bidrofóbicas (véase Panel 2-1, pp. 106-107). En estas rao- 
léculas, los átornos de H están unidos de forma covalente a átomos de € mediante enlaces 
no polares. Debido 4 que los átoros de H casino denen carga neta positiva, no pueden for- 
mear enlaces de bidrágeno con otras moléculas. Esta característica hace que los hidrocarbu- 
ros seaa hidrofóbicos una propiedad que se aprovecha en las célelas, cuyas menbranas se 
construyen a pardár de moléculas que tienen largas colas de hidrocarburos, como se deseri- 
be en el Capítulo 10. 


Algunas moléculas polares son ácidos o bases 


Uno de los tipos más sencillos de reacción química, y que además fíene un profundo senti- 
de en las células, tiene lugar cuando se disuelve en agua una molécula que tiene Un enlace 
covalente considerablerente polar entre un hidrógeno y otro átomo, El átomo de hidróge- 
Ro de dicha molécula ha cedido su elecuón al átomo que le acoropaña, de manera que pa- 
rece que está en forma de una núcleo de hidrágeno cargado positivamente, casi “desnudo”, es 
decir, un protón (45). Cuando las moléculas de agua rodean a le molécula polar, el protón es 
atraído hacia la carga parcialmente negativa del átomo de O de una molécula de agua adya- 
cente, y puede disociarse del átomo al que estaba unido y asociarse con el átomo de oxígeno 
dela molécula de agua, generando un ion hidronto (0%) (Figura 2-134). La reacción in- 
versa también se produce con facilidad de modo que hemos de Imaginar un estado de equi- 
librio en el que miles de millones de protones cambian constantemente su unión a una y a 
otra molécula de la solución. 
Este mismo tipo de reacción se produce en una solución de agua pura. Como se ilustra 
- en la Figura 2-13B, las moléculas de agua intercambian protones sin cesar unas Con Otras. 
Como resultado de ello, el agua pura contiene unes concentraciones muy bajas com e 
iguales de jones Hx*0 y OH” da concentración de HO del agua pura es 55,5 NO. 

- Losácidos son sustancias que cuando se disuelven en agua liberan protones formando 
Ha20*, Cuanto mayor sea la concentación de H30*, más ácida será la solución. Á medida 
que avonenta la concentración de H30*, la de OF? disminuye según la ecuación, de equili- 
brio para el agua [BSO[OET = 1,0 10%, en la que los corchetes indican producto de 
concentraciones molares. Por convenio, la concentración de H307 se indica como la con- 
centración de FP, aunque casi todos los H* de una solución acuosa se encuentran en forma 

de HR 0”. Para evitar el uso de números may grandes, la concentración de H* se expresa en 
. escala logarítmica y se denornina escala de pH, como se ilustra en el Panel 2-2 (pp. 108-109). 


Figura 2-12 Tres representadones de una 
molécula de aque. (24 La representación 
pica dela fórmula estructural, en la 

que ceda átomo se indica por su sírmbolo 
coniencional y cada línea representa un 
enlace covalente que une dos átomos, 

(8) Modelo de esferas y varillas en el que 
los átornos se representan por esferas de 
dióraeteo arbiuario conectadas por varillas 
que representen los endaces covalerdes. En 
este modelo, a diferencia de (Aj, los ángulos 
de los enfaces serepresentan con exactitad 
tvénse también la Figura 2-8), (0) Modelo 
espadal en el que tanto la geometría de los 
entaces como el radio de ven der Waals se 
representan con exactitud, 
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Elagua pura tiene un pA de 7,0 y, por lo tanto, es neutra, es decir, no es ni ácida (pH < 7,0) 
ri básica (pH > 7,0). 

En las células, el protón de los jones hidronio puede pasar fácibmente a muchos tipos di- 
ferentes de moléculas y altera sus características, por le que la concentración de H¿0* en 
una célula da acidez) debe estar muy bien regulada, El interior de una célula está muy cerca 
de la neutralidad y está tamponado debido a la presencia de muchos grupos químicos que 
pueden aceptar y liberar protones cerca del pH 7,0, 

Lo opuesto aun ácido es una base. Así como la propiedad característica de un ácido es 
la de dar protones a las moléculas de agua de modo que auzgenta la concentación de iones 
H30*, la propiedad característica de una base es la de aceptar protones mediante la reduc- 
ción de la concentración de lones H30* que íncremerntra, por lo tanto, la concenmuación de lo- 
nes hidroxilo (0H). Una base puede tanzo combinarse directamente con protones como 
formar iones hidroxilo que de inmnediato se combinen con protones produciendo H¿D. Así, 
el hidróxido de sodío (NaOB) es básico (o alcalino) debido a que en solución acuosa se di- 
socia y forma fones Na” eiones OH”. Otras bases, portantes en las células vivas, contienen 
grupos NH. Estos grupos se combinan directamente con un protón del agua: -NHz + 
BO > -NHy* 0H, 

Todas las moléculas que aceptan protones del agua lo harán más fácilmente cuando la 
concentración de H30* sea alta (soluciones ácidas). De la misma forma, las moléculas que 
pueden liberar protones lo harán más fácilmente cuando la concentración de H30O* sea ba- 
ja (soluciones básicas) y tenderán a captarlos cuando esta concentración sea alta. 


En las células, cuatro tipos de atracciones no-covalentes facilitan 
la unión de las moléculas entre sí 


En las soluciones acuosas, los enlaces covalentes son unas 10-100 veces más fuertes que el. 


resto de fuerzas de atracción entre átomos y sus conexiones permiten definir los límites en- 
tre moléculas distintas. Sin embargo, la mayor parte de la biología depende del enlace espe- 
cífico entre distintas moléculas. Este enlace está mediado por un conjunto de atracciones 
ho-covalentes que individualmente son bastante débiles, pero cuyas energías pueden su- 
marse dando lugar a una fuerza efectiva entre dos moléculas independientes. Ya hemos des- 
crito tres de estas fuerzas de atracción: las atracciones electrostáticas fenlaces iónicos), los 
enlaces de hidrógeno y las atracciones de van der Waals. En la Tabla 2-1, se compara la fuer- 


Tabla 2-1 Enlaces coil covalentes y ho-covalentes 


a O A o o E 
eS PEOR sa: z ES ARS OIEA ES 
iaa : Es kE 015. . 
No-covalente: jónico” : - 0,25 : BO. - 23 
- hidrógeno 0,30 4 1 
atracción de van der Waals 0,35 ug 0,1 ot. 
(por átomo) bad ] . 


*El enlace lónico es una atracción electrostática entre dos átomos cargados, 
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Figura 2-13 Ácidos en agua. (A) Reacción 
que se desencadena cuando una molécula 
de ácido acético se disuelve en el agua, 

(B) Las moléculas de agua continuamente 
intercarmiblan protones entre síy forman 
lones hidronio e lones hidroxilo. Estos lortes 
vuelven a recombinarse rápidarmente y 
originar de nuevo molécutas de agua, 


a 


de 
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za de estos tres tipos de enlaces no-covalentes con la de un enlace covalente típico, en pre- 
sencia y ausencia de agua. Debido á su importancia fundamental en todos los sistemas bio- 
lógicos, resumiremos sus propiedades: 

* Atracciones electrostáticas. Se producen debido a las fuerzas de atracción que se ge- 
neran entre átomos con cargas de sigao opuesto, Las atracciones electrostáticas son 
bastante fuertes en ausencia de agua. Se forman entre dipolos permanentes pero son. 
inás intensas cuando los dos átomos involucrados están completamente cargados (en- 
laces iónicos). Sio ernbargo, las moléculas polares del agua se agrupan alrededor tanto 
de los iones con carga como de las moléculas polares que contienen dipalos perma- 
nentes gura 2-14). En la mayoría de ambientes biológicos, esto reduce la atracción 
mutua de los dos tipos de iones. 

+ Enlaces de hidrógeno. La estructura de un enlace de hidrógeno típico se Hustra en la 
Figura 2-15, Este enlace representa una forma especial de interacción polar en la que 
un átomo de hidrógeno electropositivo es compartido parcialmente por dos átomos 
electronegativos. Este hidrógeno puede considerarse como un protón que ha sido di- 
sociado en parte de un átomo donante, permitiéndole ser compartido por un segundo 
átomo receptor. A diferencia de una interacción electrostática Upica, este enlace es muy 
direccional y es más fuerte cuando se puede dibujar una línea recta entre los tres áto- 
mos implicados. Come ya hernos comentado, el agua debílita estas uniones al formar 
enlaces de hidrógeno que compiten con las moléculas implicadas. 

2 Atracciones de van dec Waals. La nube de electrones que rodea un átomo apolar fluc- 
túa y produce un dipolo oscilante. Tales dipolos inducirán de manera pasajera 1 di» 
polo opuesto oscilante polarizado en un átomo vecino. Esta interacción genera una 
atracción muy débil entre átomos. Pero cuando dos superficies encajan estrechamen- 
te muchos de sus átomos pueden estar en contacto de forma simultánea, por lo que el 
resultado global es, a menudo, significativo. El agua no debilita estas atracciones, de- 
nominadas de van der Waals. 


El cuarío efecto que a menudo une las moléculas entre sí en el agua, estrictamente ha- 
blando no es ningún enlace, Sin embargo, es una fuerza hidrofóbica muy importante que se 
origina porque las superficies no polares se excluyen de la red de maléculas de agua unidas 
por enlaces de hidrógeno, ya que interferirían fisicamente con las interacciones muy favora- 
bles que se establecen entre estas moléculas de agua. Sí dos superficies apolares se acercan 
entre sí, se reduce su cortracto con el agua. En este sentido, la fuerza es bastante inespecili- 
cá. Sia embargo veremos en el Capítulo 3 que las fuerzas hidrofóbicas son fundamentales 
para el plegarniento adecuado de las moléculas de las proteínas, 

En el Panel 2-3 se presenta una visión general de los cuatro tipos de aracciones descri- 
tas y en la Figura 2-16 se ilustra esquernáticamente de qué manera pueden sumarse rau- 
chas de estas interacciones pera mantener unidas las superficies complementarias de dos 
macromoléculas, aunque cada interacción por sí misma sería demasiado débil para ser efec- 
Eva en términos de movimientos térmicos. 


Las células están formadas por compuestos de carbono 


Hemos visto corno se combinan los átornos formando pequeñas moléculas y como se com- 


portan estas moléculas en un entorno acuoso. Ahora pademos examinar los principales 
tipos de pequeñas moléculas que se encuentran en las cétulas y su papel biológico. Com- 
probaremos que unos cuantos tipos básicos de moléculas, formados par un conjunto de ele- 
mentos diversos, dan lugar a la extraordinaria riqueza de formas y comportamientos que 
muestran los seres vivas. 

Si descartamos el agua y los ¡ones inorgánicos como el potasio, casi todas las demás 
moléculas de tuna célula están compuestas de carbono. El carbono destaca entre todos los 
demás elernentos por su capacidad de formar grandes moléculas; el silicio le sigue de lejos. 
Debido a su pequeño tamaño y a sus cuatro electrones y cuatro espacios vacantes en su or- 
bital externo, un átomo de carbono puede formar cuatro enlaces covalentes con otros áto- 


mos. Pero lo más importante es el hecho de que el átomo de carbono puede unirse a Otros. 


Figura 2-15 Enlaces de hidrógeno. (4) Modelo de esferas y varillas de un enface de 
tádrógeno típico. La distancia entre los átomos de hidrógeno y oxígeno es menor 

que le suma de sus radios de van der Waals, lo que indica que algunos electrones se 
comparten parcialmente. (El Los enfaces de hidrógeno más cornones en las células. 


Figura 2-14 Cómo se orientan los dipolos 
de las raoléculas de agua y reducen la 
afinidad de las iones con carga opuesta 
o de grupos polares. 


entace de hidrógeno 
(A) (- 0,3 nm de longitud) 


átomo átomo 
dador aceptar 


Le 
enlace covalente 
( £,t nm de fangitud) 


(a) , 
O—H Mano 
O—H inma CS 
O—H unan 


N—H mum O 
NÓ mtrao 
N— HaltnaaoN 


átomo átomo 
dador aceptor- 


a ÓS 


LOS COMPONENTES QUÍMICOS DE LAS CÉLULAS 


átoraos de carbono por medio de un enlace covalente C-C altamente estable, formando ca- 


denas y anillos, y dan lugar a moléculas grandes y complejas sín límite superior aparente de 
tamaño (véase el Panel 2-1, pp. 106-107). Los compuestos de carbono que produce una cé- 
luía, grandes y pequeños, se llaman moléculas orgánicas. 

En las moléculas orgánicas se presentan repetidamente algunas combinaciones de áto- 
mes, coma los grupos metilo (-CHa), hidroxilo (-OH), caxboxilo (-COOH), carbonilo (C=0), 
fosfato (PO3%), sulfhidrito (-SH) y amino (NH). Cada uno de estos grupos químicos tene 
unas características químicas y físicas propias que influyen sobre el comportamiento de la 
molécula en la que se encueneran. En el Panel 2-1, pp. 106-107, se presentam los grupos quí- 
micos más comunes y algunas de sus propiedades, 


Las células contienen cuatro grandes familias de pequeñas 
moléculas orgánicas 


Las pequeñas moléculas orgévicas de la célula son compuestos de carbono cuyos pesos mo- 
leculares oscilan entre 100 y 1000, y contienen aproximadamente hasta 30 átomos de carbo- 
no. Por lo general se encuentran disueltas y participan en funciones mixy diversas. Agunas 
de estas pequeñas moléculas orgánicas se utilizan como unidades monoméricas enla cons- 
trucción de gigantescas macromoléculas poliméricas las proteínas, los ácidos nudleicos y 
los grandes polisacáridos- de la célula. Otras actúan como fuente de energía y se rompen y 
se transforman formando owas moléculas pequeñas a través de un laberinto de rutas meta- 
bólicas intracelulares. Muchas de estas pequeñas moléculas tienen más de una función en la 
célula, por ejemplo, pueden actuar como subunidad para la formación de una macromolé- 
cala o como fuente de energía. Las pequeñas moléculas orgánicas son rlucho menos abun- 
dantes que las macromoléculas orgánicas y constituyen tan sólo una décima parte de la 
masa total de la materia orgánica dé una célula Tabla 2-2). En una célula típica deben exis- 
tir aproximadamente un millar de tipos diferentes de estas pequeñas moléculas. 

Todas las moléculas orgánicas se sintetizan a partir de (y se degradan a) el mismo con- 
junto de compuestos sencillos. Tanto la sintesis como la degradación se producen a través de 
cambios químicos secuenciales imitados y sipulendó unas reglas definidas. Por lo tanto, los 
compuestos de una cébula están relacionados químicamente entre sí por lo que la mayoría 


" de ellos se pueden clasificar en algunas familias diferentes. De manera general, en las célu- 


las existen cuatro farnilias principales de pequeñas moléculas orgánicas: los axicares, los 
ácidos grasos, tos aminoácidos y los nucleótidos (Biguxa 2-17). A pesar de que muchos de los 
compuestos celulares no entren en estas categorías, estas cuatro familias de pequeñas Mo- 
léculas orgánicas, junto con las macromoléculas que formán al unirse ente sí, originan lar- 
gas cadenas y constituyen una gran parte de la masa celular (véase Tabia 2-2). 


Los azúcares son fuente de energía para las células 
y san las subunidades de los polisacáridos ; 


Los azúcares más sencillos 405 monosacdridos-- son cormpuestos que tienen la fórmula ge- 
neral (CHO), donde n habitualmente es 3, 4,5,6 0 7. Los azúcares, y las moléculas que se 
forman a partir de ellos, también se denominan carbohidratos debido a su fórmula simplifi- 
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Figura 2-16 Esquema que indica cóma 
encajan dos macromoléculas con 
superficies complementarias, a través 
de interacciones no-covalentes. 
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cada. Por ejeraplo, la fóremala de la glucosa es CsH120s (Figura 2-18). Sin embargo, la fóx- 
mula no define completamente a la molécula; un omáspoo conjunto de carbonos, hidrógenos 
y oxígenos se pueden unir entre sí mediante enlaces covalentes, de diversas maneras, y dan 
lagar a estructuras de forruas diferentes. Como se muestra en el Panel 2-4 (pp. 112-113) 
la glucosa, por ejemplo, puede transformarse en un azúcar diferente la manosa o la galac- 
tosa-solemente cambiando la orientación de algunos grupos OH respecto al resto de la mo- 
lécula. Ademés, cada uno de estos azúcares puede existir en dos formas, llamadas formas 
D y £, que son imágenes especulares una de la otra. Las moléculas que tienen la misma fór- 
mula química pero diferente estructura, se denominan isómeros; las parejas de imágenes es- 
peculares de ura misma molécula se denominan isómeros ópticos. Muchas moléculas 
orgánicas presentan isómeros, los cuales desempeñan m1 papel importante en la genera- 
ción de la enorme variedad de azxícares existentes en la célula, 

, En el Panel 2-4 se rmanestra el perfil estructural y químico de los azúcares. Los azucares se 
presentan tanto en forma de una cadena abierta como de un anillo cerrado. En su forma de 
cadena abierta, los azúcares contienen un. número variable de grupos hidroxilo y tun grupo 
aldehído (>C=0) u otro cetona [y >C=0). El grupo aldehído o cetona desempeña ina 
función especial. En primer lugar, puede reaccionar con un grupo hidroxilo de la misroa mo- 
lécula convirtiéndola en ua anillo; en esta forma cíclica, el carbono del grupo aldehído o ce- 
tona original se reconoce porque es el único que se encuentra enlazado a dos oxígenos. En 
segundo lugar, una vez se ha formado la estructura cíclica, este mismo carbonó puede uniz- 
se a su vez, a través del oxígeno, con uno de los carbonos portadores de un grupo hidroxilo 
de ua molécula de azúcar. Este proceso genera un disacárido, tomo la sacarosa, que está, 
formada por una unidad de glucosa y otra de fructosa. Los azúcores poliméricos más gran- 
des van desde los oligosacáridos (tisacáridos, terasacáridos, etc.) hasta los enormes polísa- 

cáridos, que pueden estar formados por miles de unidades de monosacáridos. 

La manera en que los azúcares se men entre sí y forman un polímero ilustra algunas de 
las características comunes de la formación de enlaces bioquímicos. Un enlace se forma en- 
tre un grupo “OB de un azúcar y un grupo -OH de otzo azúcar, mediante una reacción de 
condensación, en la que la formación del enlace supone la liberación de una molécula de 
agua (Figura 2-19), En otros polímeros biológicos como los ¿cidos nucleicos y las proteínas, 
las subunidades también se unen entre sí mediante reacciones de condensación en las que 


se líbera agua. Los enlaces generados por todas estas reacciones de condensación pueden ' 


Figura 2-17 Las cuatro familias principales 
de pequeñas moléculas orgánicas de las 

células, Estas pequeñas moléculas forman 

las unidades monorcéticas, o subunidades, a * 
partir de las cuales se construyen la rrayorla 7 
de macromoléculas y otros compuestos de i 
ía célula, Algunos, como los azúcares o los ¿ 
ácidos grasos, son, además, fuentes de 
energía, 


Figura 2-48 La estructura de fa glucosa, —. * 
tn azúcar sencillo, Como se ha iustrado 

para el agua (véase Figura 2-12), cualquier 

molécula se puede representar de diferentes 
maneras. En las fórmulas estructurales que 

se muestren en (A), (8) y £C), los átomos se 
representan por sus símbolos químicos, 

unidos entres sí por líneas que representan 

enfaces covalentes, Las fíneas gruesas se 

utilizan para Indicar e plano def anillo 

glicidico, y destacar así que los grupos —H y 

OH no $e encuentran en ebraismo plano. 

(4) La forma en cadena abierta de este azúcar, 

que está en equilibido con la forma en anillo o 
estructura ciclica más estable que se observa 

en (BL (0) La forma de silla es una manera 

alternativa de dibujar la molécula cídica y 

refleja la geornetrla de forma más exacta 

que la fórmula estructural de (8). 0) Modelo 

espadal lleno que, además de representar la 
disposición tridimensional de los átomos, 

también utiliza los radios de van der Waals 

para representar la silueta de la superficie de 

ia molécula. (E) Modeto de botas y varillas en 

el que se indica la disposición tridimensional 

de fos átomos. (A, blanco €, hegro; O, rojo; , A 
N, azub. , 
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romperse a través del proceso inverso de la hidrólisis, en el que se consume una molécula 
de agua (véase Figura 2-19). 

Cada monosacárido tiene muchos grupos hidroxilo libres que pueden formar uniones 
con otros monosacáridos o con algún otro compuesto), por lo que los polímeros de azúca- 


res pueden ser ramificados y el número de estructuras posibles de polisacárido es extremar” 


damente grande. incluso un disacárido sencillo formado por dos unidades de glucosa, se 
puede presentar en once variedades distintas (Figura 2-20), mientras que tres hexosas dife- 
rentes (CóHi206) pueden unirse entre sí formando miles de trisacáridos. Por esta razón, de- 
terminar la disposición de las azúcares en un polisacárido cs una tarea mucho más compleja 
que determinar la secuencia de nucleótidos de una molécula de DNA, en la que todas las 
unidades se unen a sus vecinas de la misma forma. ] 
El monosacárido glucosa es una fuente de energía clave para las células. Mediante una 
serie de reacciones, la ghacosa se rompe en moléculas más pequetías y libera energía dispo» 
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Figura 2-19 Reacción de dos monosacéridos 
que generan un disacárido, Esta teacción 
pertenece a la categorda general de los 
reacciorses denorminadas recariohes de 
condensación, en tas que dos maléculas se 
unen entre si mediante la pérdida de una 
molécula de agua. La reacción inversa ten la 
que se añade aqua) se denomina hidrólisis. 
El carbono reactivo sobre el que se forma el 
puevo enface (en este caso sobre el 
taonosacárido de la izquierda] es el carbono 
unido a dos oxígenos a través del cual se 
foreoa el arállo gfucídica (Figura 2-18). Tal 
como se indica, este po común de enface 
covalente entre dos moléculas de azúcar 

es conocido como enface glucostdico 
(Figura 2-20). 


Figura 2-20 Once disacáridos formados 

por la unión de dos unidades de D-glucosa, 
Aunque se diferencian Únicamente en el tipo 
de enlace entre las dos unidades de glucosa, 
son químicamente diferentes. Puesto gue los 
oligosacáridos asociados a las proteínas y a 
los lípidos pueden tener seis o más tipos 
diferentes de azúcares unidos a través de 
enlaces glucosídicos como los Hustrados, 

en disposiciones lineales y ramificadas, el 
número de tipos distintos posibles de 
oligósacáridos que pueden ser utilizados 

en las células es muy elevado. Para una 
explicación de los enlaces a y A véase el 
Panel 24 (pp. 112-112). Los guiones negros 
indican posiciones OH las líneas rojas indican 
fas orfentaciones del enlace del disacárido y 
sus ángulos no indican átomos extra), 
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nible para la célula a En de realizar trabajo ús, como explicaremos más adelante. Como re- 
servas de energía, las células utilizan polisacáridos sencillos formados por unidades de glu- 
cosa, principalmente el glucógeno en animales y el almidón en plantas. 

Sin embargo, los azúcares no sólo se utilizan para la producción y el almacenamiento de 
energía. Por ejeraplo, también se pueden utilizar como soporte mecánico. Así, el compues- 
to química orgánico más abundante en la tierra la celulosa de las paredes celulares vegeta- 
les- es un polisacárido de glucosa. Debido a que las uniones glucasa-glucosa de la celulosa 
son diferentes a las que se presentan en el almidón y en el glucógeno, los humanos no po- 
demos digerir la celulosa y utilizar su glucosa. Otra sustancia orgánica extraordinariamente 
abundante, la quífina de los exoesqueletos de tos insectos y de las paredes celulazes de los 
hongos, también es un pofisacárido que ño podemos digerir —en este caso un polímero li- 
heal de un derivado glucídico Harmado Neacetiiglucosarina (véase el Panel 2-4]. Otros poli- 
sacáridos son los componentes principales del limo, el mucus y los cartlagos. 

Los oligosacáridos más pequeños unidos covalentemente a proteinas forman glicopro- 
teínas y sí se unen a lípidos, glicolípidos, los cuales se encuenzran en las membranas celula- 
res. Como describiremos en el Capítulo 10, la mayoría de las superficies celulares están 
recubiertas y decoradas con glicoprotelnas y glicolípidos de la membrana celular. Las cade- 
nas laterales de azúcar de estes moléculas a menudo son reconocidas selectivamente par 
otras células, Por ejernplo, la base molecular de las principales diferencias entre los distíntos 
tipos sanguíneos humanos, denominados A, B, AB y O, son diferencias especificas en los 
azúcares de la superficie de las células, 


Los ácidos grasos son componentes de las membranas celulares 


y también fuentes de energía 


Una molécula de ácido graso, como el ácido palmítico, ene dosteglones químicamente di- 
ferentes (Figura 2-23). Una es una larga cadena hidrocarbonada, que es hidrofóbica y no 
muy reactiva químicamente, La otra es un grupo carboxilo (COGE). que se comporta emo 
un ácido (ácido carboxBlico); en solución se loniza -CO07 y es muy hidrofílico y química» 
trente reactivo. Casi la totalidad de los ácidos grasos de una célula están unidos de forína co- 
valente a otras moléculas por medio de su grupo ácido carboxílico. o 

La cola de hidrocarburo del ácido palrnítico está sarurada: no tiene debles enlaces entre 
los átomos de carbono y contiene el máximo número posible de ¿tomos de hidrógeno. El 
ácido esteárico, otro ácido graso cormón en la grasa animal, terabién está saturado. Algunos 
atros ácidos grasos, como el ácido gleico, fenen colas insarradas, con uno o más dobles 
enlaces en su cadena, Los dobles enlaces generan ángulos en la molécula e interfieren con 
su capacidad de empaquetarse entre sí formando una masa compacta. Esta característica 
es la causa de la diferencia que existe entre la margarina sólida (saturada) y un acelte vegetal 
líquido (poltinsaturado). Los diferentes ácidos grasos encontrados en las células sólo se di- 
ferencian ente si enla longitud de sus cadenas hidrocarbonadas y en el número y posición 
delos dobles enlaces carbono-carbono (véase el Panel 2-5, pp. 114-115). 

Los ácidos grasos se almacenan en el citoplasma de muchas télulas en forma de peque- 
ñas gotas formadas por moléculas de triacilgliceroles, raoléculas formadas por mes cadenas de 
ácidos grasos unidas a una molécula de glicerol (véase el Panel 2-5) y constituyen la grasa ani- 
mal que se encuentra en lá carne, la mantequilla, la crema de leche y los aceites vegetales co- 
mo el aceite de maíz y el aceite de oliva. Cuando se necesita energía, las cadenas de ácidos 
grasos son liberadas de los tiaciigliceroles y se fragrnenten en unidades de dos carbonos. Estas 
tinidades de dos carbonos son idénticas a las que derivan de la Hagmentación de la glucosa y, 
como se describe posteriormente en este capítulo, entran en las mismas rutas metabólicas 
productoras de energía. Los triacilgliceroles actúan de reserva concentrada de alimento en las 
células, ya que se pueden degradar produciendo una cantidad de energía ú0l por gramo hasta 
seis veces mayor que la cantidad de energía que produce la degradación de la glucosa. 

Los ácidos grasos y sus derivados, como los triacilgliceroles, son ejemplos de lípidos, 
Este tipo de moléculas biológicas es iia colección poco definida de moléculas insolubles 
en agua, mientras que son solubles en grasa y disolventes orgánicos como el benceno: Las l- 
pidos se caracterizan por tener lergas cadenas hidrocarbonadas, como en los ácidos grasos 
e isoprenos, O varios anillos unidos entre sí como en los estervides. 

La función más importante de los ácidos grasos en las células es la construcción de las 
mecubranas celulares. Estas delgadas láminas rodean toda la célula y recubren sus orgánulos 
internos. Están formadas en gran parte por fosfolipidos, pequeñas moléculas que, como los 


cabeza hidrofílica del ácido carboxilico — 
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Figura 2-21 Un écido graso. Un ácido graso 
se compone de una cadena hidrocarbonada 
hidrofóbica que se line a un grupo ácido 
carboxílico hidrofílico. En la figura se muestra 
el ácido palmítico. Los diferentes tipos de . 
áúdos grasos tienen diferentes colas 
hidrocarbonadas. (A) Fórmula estructural. 

El grupo del ácido carboxilico se representa 
en su forma jonizada. (B) Modelo de balas 


y varillas. (C) Modelo de espado lleno, 
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Figura 2-22 Estructura fostolipídica 
" yorientación de los fosfolípidos en las 
mernbranas. Situadas en un entorno acuoso 
las cofas hidrofóbicas de los fosfolípidas se 
empaquetan entre sí excluyendo el agua. En 
este caso han formado una bicapa con las 
cabezas hidrofílicas de los fosfolípidos 
bicapa orientadas hacia el aqua. Las bicapas lipídicas 
tosfolipidica, son la base de las membranas celulares, 
RENATA como se describe en detalle en el Capítulo 10. 
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triacilgliceroles, están construidas principalmente a partir de ácidos grasos y de glicerol Sin 
embargo, en los fosfolípidos el glicerol no está unido a tres cadenas de ácidos grasos coma 
entos triacilgliceroles- sino a dos. El “tercer” sitio del ghicerol está unido a un grupo fosfato 
hidrofílico, que a su vez se une a un pequeño compuesto hidrofílico, como le colina (véase 
Panel 2-5), Por la tanto, cada molécula de fosfolípido tiene una cola hidrofóbica compuesta 
por las dos cadenas de ácidos grasos, y una cabeza hidrofílica, en la que se localiza el fosía- 
to. Esto des confiere unas propiedades físicas y químicas diferentes a las de los triaciiglicero- 
les, que son predorcinantemente hidrofóbicos. Las moléculas como los fosfolípidos, con 
regiones hidrofóbicas e hidrofílicas, se denominan anfifílicas. 

La facultad de los fosfolípidos de formar membranas es el resultado de su naturaleza 
anfifílica. Los fosfolípidos se extienden sobre la superficie del agus, formando una morno- 
capa de moléculas de fosfolípidos, con las calas hidrofóbicas orientadas hacia el alre y las 
cabezas hidrofílicas en contacto con el agua. En el agua, dos de dichas capas pueden com- 
binarse entre sí enfrentando sus colas, formando un sándwich de fosfolípidos o bicapa Kpi- 
dica. Dicha bicapa es la base estructural de las membranas celulares (Figura 2-22), 


Los aminoácidos son las subunidades de las proteínas 


Las aminoácidos son una clese heterogénea de moléculas que tienen Una propiedad carac- 

terística: presentan un grupo ácido carboxilo y un grupo amino, ambos unidos a un mismo 

carbono Hamado carbono « (Figura 2-23). Los aminoácidos se diferencian entre sí por su 
cadena lateral, que también está unida al carbono «. La importancia de los aminoácidos pa- 
e rá la célula se debe a que forman les proteínas, polímeros formados por aminoácidos que se 
unen cabeza-cola, dando lugar a largas cadenas que luego se pliegan en una estructura tri- 
E dimensional característica para cada uno de los tipos de proteína. La unión covalente entre 
i dos aminoácidos adyacentes en una cadena proteica forman una amida (véase el Panel 2-1) 
: y se conoce como enlace peptídico; la cadena de aminoácidos también se denomina poli- 
7 péptido (Figura 2-24). Independientemente de los aminoácidos que la componen, el poli- 
: péptido tiene un grupo amino (NE) en uno de sus extremos (su exremo Altérminal) y un 


grupo grupo” ' 


amino + tarboxilo - 
ñ | j $ «Figura 2-23 El aminoácido alanina. 
E + A) Enfa cé 4 s 
dl HINZC— COOH —=- AN cod (A) En célula, donde ebpHe aio 
JE! pH | a 7, elamincácido libre está en su forma 
CH CH lonizada; pero cuando se jncorpora a una 


carbono Í cadena polipeptídica, las cargas en los 
cadena tateral (A) grupos amino y carboxilo desaparecen. 

. (8) Un modelo de bolas y varillas; (C) tn 

modelo de espacio lleno (H, blanco; 

(A) (5) 13 : C, negro; O, rojo; N, azul). 


forma no-onizada forma tonizada 
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Figuta 2-24 Perte pequeña de ina molécula proteica, Los cuatro arninoácidos que 
se reuestran están nidos entre sí por tes enlaces pepaídicos, uno de los cuales está 
marcado en amarillo. Uno de los arninoácidos está sombreado en gris, La cadena 
lateral delos aralroáddos se muestra en color rofo. Los dos extremos de la cadena 
 palipeptídica san quirmicarente distintos, Un extremo, el Neerminal, acaba er un 
grupo amino, mientras que el otro, el Cterminal, es an grupo cerbosilo, La secuenda 
se lee siempre a partir del extremo N-terminal; aquí esta secuencia es Fhe-Ser-Glu-Lys, 


grapo carbodlo (COOE) en el otro (su extremo C-terminal. Este hecho le de una direccio- 
halidad definida o poteridad estructural (en contraposición a la polaridad eléctrica). 

Cada una de los 20 aminoácidos que se encuentran generalmente en las proteínas tíe- 
ne usa cadena lateral diferente unida al átomo del carbono o: (Panel 3-4, pp, 128-129). Todos 
los organismos, sean bacterías, erqueas, plantes o animales, tienen protelnas fabricadas a 
partir de los ruismros 20 aroinoácidos, Las condiciones por las cuales se seleccionó este gru- 
po de 20 aminoácidos constituye uno de los misterios de la evolución de la vida; no existe 
ninguna razón química evidente por la cual no se bubieran podido utilizar otros arminoéci- 
dos. Pero una vez la decisión estuvo tomada, no se podía cambiar; de ella dependían dema- 
siadas cosas, 

Coro ocre con los azúcares, los arninoácidos, excepto la glicina, existen como isó- 
meros ópticos, con formas D y L (véase Panel 3-4). En las proteínas sólo se encuentran las 
formas L (sin embargo, en las paredes celulares bacterianas y en slgunos antibióticos existea. 
aminoácidos p). El origea de este uso exclusivo de aminoácidos £ en la síntesis de proteínas 
es otro misterio evolutivo. 

La versatilidad química que proporcionan los 20 arninoácidos es esencial para la fun- 
ción de las proteínas. Cinco de los 20 aminoácidos tienen cadenas laterales que pueden for- 
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Figura 2-25 La carga delas cadenas laterales 
de los aminoácidos depende del pH. Se 
spuestran las <lnco cadenas laterales que 
pueden presentar carga. Los ácidos 
carboxdlicos pierden fácilmente Hten 
solución acuosa y formen un ion de carga 
negativa que se indica mediante el sufijo 
“ato”, coma por ejemplo aspartata y 
glutamato. Se produce una situación 
parecida en las aminas, que en solución 
acuosa absorben H? formando un lon de 
carga positiva (que no tiene un nombre. 
especial). Estas reacciones son rápidamente 
reversibles, y la cantidad presente de las dos 
forrnias, con carga y sin carga, depende del 
pH de la solución. Á un pH elevado, los ácidos 
carboxilicos tienden a estar cargados y las 
aminas sin cerga, A tun pH bajo sucede lo 
contrario, los ácidos carboxílicos carecen de 
carga y las arninas están cargadas. El pH en 
el que están cargados exactamente la mitad 
de los residuos de ácido carboxílico o amino, 
recibe el nombre de pi del errinoádcido en 
cuestión indicado por la raya amorilla). 

En fa célula, el pri es próxisno a 7 y casi 
todos los ácidos carboxílicos y las aminas 
se encuentras en fonma cargada, 
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adenosina 


(4) te 


rar jones en soluciones acuosas neutras, de manera que pueden tener carga eléctrica 
Figuera 2-25). Los otros no Benen carga; algunos son polares e hidrofílicos y otros son no 
polares e hidrofóbicos (véase Panel 2-5). Como se analiza en el Capítulo 3, las propiedades 
de las cadenas laterales de los aminoácidos son el fundamento de las nuíltiples y sofisticadas 
funciones de las proteínas. 


Los nucleótidos son las subunidades del DNA y del RNA 


Un pueleótido es una molécula formada a partir de un compuesto cíclico nivogenado uni- 
do a un azúcar de 5 carbonos, el cual se une a uno o más grupos fosfato (Panel 2-6, 
pp. 116-117). Los azúcares de cinco carbonos pueden sex la ribosa o la desoxirribosa. Los 
raclestdos que contienen ribosa se denominan ribonucleótidos y los que contienen deso- 
xirribosa se denominan desoxirribonucleótidos. Los anillos nitrogenados se llaman bases 
por razones históricas: bajo condiciones ácidas pueden unir un H* (protón) e incrementar 
asíla concentración de iones OH” en la solución acuosa. El parentesco familiar entre las di- 
ferentes bases es muy prande. La, citosina (C), la timina (D) y el uracilo (0) se Vaxnan pirimi- 
dinas debido a que son compuestos derivados de un anillo pirimidínico hexagonal; la 
guenina (G) y la adenina (A) son purinas con vn segundo anéllo pentagonal unido al anillo 
hexagoñal, Cada nucleótido lleva el nombre de la base que contiene [véase el Panel 2-6). 
Los mucleótidos pueden actuar corno transportadores a corto plazo de energía química, 
De entre todos ellos, el rbonucieótido adenosina trifosfato o ATP (Piguera 2-26), transfiere 
energía en centenares de reacciones celulares. ELATP se forma a través de reacciones con 
ducídas por la energía liberada en la disgregación oxidativa del alimento, Sus tres fosfatos 
están unidos en serie mediante dos enlaces fosjoanhidro, cuya rotura bera grandes canti- 
dades de energía útil En particular, el grupo fosfato terminal es separado con frecuencia de 
la molécula por hidxólisis, a menudo transfiiendo un fosfato a otras moléculas, y Bberando 
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Figura 2-26 Estructura quémica del 
adenosina trifosfato PT PL (A) Fórmula 
estructural. (B) Modelo espacial lleno, 

En (B) los colores que enen los átomos 

son los siguientes: €, negro; N, azuk H, blanco; 


O, rojo y P amarillo, 


Figura 2-27 La snolécula de AFP actúa como 
transportador de energía en las cólutos. 

ta formación de ATP a partir de ADE y fosfato 
inorgánico, que necesita energía, se acopla a 
las rezociones de oxidación de los alimentos 
productoras de energía (en las células 
animales, hongos y algunas bacterias) o de 
captación de energla himinosa (en las células 
vegetales y algunas bacterlas). La hidrólisis 
de este ATP hasta ADP y fosfato inorgánico 


* suministra la energía necesada pera impulsar 


muchas reacciones celulares. 
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Figura 2-28 Fragmento de una cadena de una molécula de ácido 
desoxirriborurieico (OMA) 5e muestran cuatro nucleótidos. Uno de los enfaces 
fosfodiéstez, que une dos residuos de nucleótidos adyacentes, está sombreado en 
amarillo, y otro de los nucleótidos está sombreado en gris. Los nucleótidos se 
unen entre sí por una unión fosfodióster entre determinados átomos de carbono 
«de la ríbosa, conocidos coma átomos Y y 31 Por esta razón, uno de los extremos de 
la cadena polinudeotídica, el extremo $, tendrá un grupo fosfazo libre y el otro, el 
extremo 3”, tendrá un grupo hidroxilo líbre. Generalmente, la secuencia lineal de 
nucleóndos de una cadena de polinucleótidos se abrevia por un código de una 
sola letra y la secuencia sienpre se lee desde el extremo 51 En el ejemplo que se 
fmuestra la secuencia es GA, Ñ 


energía que impulsa reacciones biosintéticas (Figura 2-27, Otros derivados de nucleótidos 
son transportadores de otros grupos químicos, como se describe más adelante. 

Sin embargo, la función más fundamental de los nuecléctidos en la célula es el almace- 
namiento y recuperación de la información biológica. Los nucleótidos son los elementos 
fundamentales para la construcción de los ácidos nucleicos Sargos polímeros en los que las 
subunidades de nucleótidos están unidas covalentemente entre sí mediante enlaces fosfo- 
diéster entre el grupo fosfato unido al azúcar de un nueleótido y un grupo hidroxilo del azú- 
car del siguiente nucleótido (Figura 2-28). Las cadenas de ácidos nucleicos se sintetizan a 
partir de nucleósidos trifosfato ricos en energía mediante una reacción de condensación que 
libera fosfato inorgánico durante la formación del enlace fosfodiéster. 

Existen dos tipos principales de ácidos nucleicos, en función del tipo de azúcar de su es- 
queleto azúcar-fosfazo. Los que denen el azúcar ribosa se conocen como ácidos ribonuclel- 
cos, 6 RNA, y normalmiente contienen las bases A, G, C y UL Los que tienen el azúcar 


desoxirríbosa (en la que el hidroxilo de la posición 2” del anillo carbonado de la ríbosa está: 


reemplazado por un hidrógeno) se conocen como ácidos desoxinibonucleicas, o DNA, y 
contienen las bases A, G, Cy T da T es químicamente similar al U del RNA, aunque contiene 
un grupo metil en su anillo pirimidínico; véase el Panel 2-6). Habítualmente el RNA se en- 


cuentra en las células en forma de una sola hebra polinucieotídica, mientras que el DNA'se 


presenta casi siempre en forma de una molécula de doble bebra —una doble hélice de DNA 
conapuesta por dos cadenas polinucleotídicas que corren en sentido antiparalelo tuna res- 
pecto ala otra y que se mantienen unidas entre sí por enlaces de hidrógeno entre las bases 
de las dos cadenas. 

La secuencia lineal de los nucleótidos en el DNA y en el RNA codifica la información ge- 
nética de la célula. La capacidad de las bases de las distintas moléculas de ácidos nucleicos 
para.reconocerse y aparearse entre sí por medio de enlaces de hidrógeno (lo cual se deno- 
mina apareamiento de bases: Gcon €; AconT o U) es la base de la herencia y de la evolución: 
se explicará más adelante en el Capítulo 4. 


La química celular está determinada por macromoléculas 
con propiedades sorprendentes : 


Por unidad de peso, las macromoléculas son las moléculas carbonadas más abundantes en- 
las células vivas (Figara 2-29 y Tabla 2-3). Son los principales elementos de construcción a 
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Figura 2-29 En las células hay muchas 
macromoléculas. Se muestra la composición 
aproxirmada en peso de una célula 
bacteriana. La composición de una célula 
animal es sicnilar (véase la Tabla 2-3). 


Rós 


LOS COMPONEMTES OUÍMICOS DELAS CÉLULAS 


Tabla 2-3 Coraposición química aproximada de una célula típica bacteriana 
y de una célula típica de mamiéfero 


lones inorgánicas ata, Hg, OS 
Catt Cr, eto) A 
Mezcla de pequeños metabolitos 
Proteínas 
RA 
DRA 
Fosfolípidos 
Otros lípidos 
Polisacáridos 


Volumen celular total “l 
Volumen ce chular ré ¡ 


Les proteinas, e lestatdos DNA y RNA son macromoléculas. Los fípidos no se clasifican, en general, 

como macromoléculas aunoue muestran algunas de sus caracteristicas. Por ejemglo, la mayoria se sintetizan 
como polímeros lineales de pequeñas moléculas tel grupo acerlo del aceril CoA) y se asocian por sí másraas 
formando estructuras mayores imembrenes), Obséreese que el ague y las proteínas comprenden la mayor 
parte de la masa, tanto de la célula de marnifero corno de la bacteriana. 


partir de los cuales se edifica una célula y además son los componentes que confieren las 
propiedades más características de los seres vivos. En las células, las macromoléculas son 
polímeros construidos por la unión covalente de pequeñas moléculas orgánicas (amadas 
monómeros) lormando largas cadenes (Figura 2-30). No obstante, presentan propiedades 
sorprendentes que no se podrían predecir a partir de sus constituyentes básicos. 

Las proteínas son especialmente abundantes y versátiles, Desempeñan miles de fun- 
ciones distintas en las células. Muchas proteínas actúen como enzimas, los catalizadores que 
dirigen la mayor parte de reacciones que forman y destruyen los enlaces químicos que la cé- 
lula necesita, Las enzimas catalizan rodas las reacciones en las que las células obtienen ener- 
gta. a partir de las moléculas del alimento en los organismos fotosintéticos, por ejemplo, ua 
eozima denominada ribulosa bisfosfato carhoxilasa colabora en la transformación del COz 
en azúcar y produce la mayos parte de la materia orgánica que necesita la vida en la Tierra. 
Otras proteínas se utilizan para construir componentes estructurales, corao la tubulina, una 
proteína que se autoensembla formando los largos microtúbulos celulares, o las histonas, 
proteínas que cormpacten el DNA en cromosomas. Otras proteínas achían incluso como mo- 
tores moleculares produciendo fuerza y movimiento, como es el caso de la miosina del mús- 
culo. Las proteínas también desempeñan otras muchas funciones; más adelante, 
analizaremos la base molecular de muchas de ellas. Por el momento identifíquemos algunos 
de los principios generales de la química de macromoléculas que hacen posible el desarra- 
lo de estas funciones. 

A pesar de que las reacciones químicas de adición de subunidades para los polímeros 
de proteínas, ácidos nucleicos y polisacáridos difieren en el detalle, todas ellas comparten 
importantes características. Cada polímero crece por la adición de un monómero en el ex- 
tremo de una cadena polimérica en crecimiento, por medio de una reacción de condensa- 
ción, en la cual por ceda subunidad que se agrega a la cadena, se pierde una molécula de 
agua (véase la Figura 2-19). La polimerización de monómeros, paso a paso, formando una 
larga cadena, es una manera sencilla de confeccionar una molécula compleja y de gran ta- 
maño, dado que las subunidades se van añadiendo mediante la misma reacción, repetida 
ina y otra vez por el mismo grupo de enzimas. De alguna manera, el proceso se parece a la 
lasor repetitiva de una máquina en una fíbrica menos en un aspecto crucial. La mayoría de 
las macromoléculas, excepto algún polisacárido, se forman a partir de un grupo de monó- 
meros ligeramente diferentes entre sí, como los 20 aminoácidos distintos a partir de los cua- 
les se forman las proteínas. Resulta crítico para la vida que la cadena polimérica no se 
ensarndle al azar a partir de estas subunidades; por el contrario, las subunidades se wien si- 
guiendo un orden particular o secuencia. Los elaborados mecanismos que permiten a las 
enzimas realizar esta función se describen detalladamente en los Capíralos 5 y 6. 
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Figura 2-30 Las tres familias de 
macromoléculas, Coda una de ellas es 

un polímero formado a partir de pequeñas 
moléculas (flemadas monómeros) unidas 
entre sí por enlaces covalentes. - 
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Figura 2-31 La mayoría de las proteínas 

y de muchas moléculas de ENA se pllegan 

en una sola conformación estable, Silos 

entaces no-covalentes que mantienen esta 

corformadión estable se rornpen, la molécula 

se convierte en una cadena fexible que ' 
generalmente no tiene ningún vator ¿ 
biológico. bi 


muchas conformaciones una sola conformación E 
inestables plegada estable ] E 


Los enlaces no-covalentes determinan la forma precisa 
de tina macromolécula y su unión con otras moléculas 


La mayoría de los enlaces covalentes de una macromolécula permiten la rotación de los áto- 
mos que unen, de manera que la cadena polimérica tiene una gran flexibilidad. En principio 
* ello permite a una macromolécula adoptar un número casi ilimitado de formas o conforma- : 
ciones, a medida que la energía térmica aleatoria hace que la cadena polimérica se retuerza y : 
gize. Sa embargo, la forma de la mayoría de las macromoléculas biológicas está muy condi 
cionada por múltiples enlaces no-covalentes más débiles, que se forman entre diferentes par- 
tes de la propla raolécula. Si se forma un número suficiente de enlaces no-covalentes, la 
cadena polimérica adoptará una conformación particular, determinada por la secuencia H- 
neal de los monómeros de su codena. Así la mayoría de las moléculas proteicas y muchas de 
las pequeñas moléculas de RNA que se encuentran en las células se pliegan apretademente 
adoptando una conformación preferente [Figura 2-31). 
Los cuatro tipos de interacciones no-covalentes importantes para las molécules bicló-- 
gicas se han descrito con anterioridad en este mismo capítulo y se revisan en el Panel 2-3 
(pp. 110-111). Aunque individualmente son muy débiles, estas interacciones cooperan pie- 
gando las macromoléculas biológicas en formas especificas únicas, Adeznás, pueden st- 
marse dando lugar a una fuerte atracción entere dos moléculas distintas, cuando estas 
moléculas encajan estrechamente una con otra como una mano y un guente, Esta forma de 
interacción molecular es la causante de la gran especificidad en la unión de unas macromo- » 
léculas a otras moléculas: para que una unión sea fuerte, hace falta que se produzcan mil- 
chos contectos entre las dos moléculas que se unen, lo cual hace posible que una 
macromolécula seleccione - uniéndose a ellas- sólo una de entre los muchos miles de molé- 
culas diferentes presentes en el interior de una célula, Más aún, debido a que la fuerza de la 
unión deperide del número de enlaces no-covalentes que se formen, son posibles interac- 
ciones de cualquier afinidad que permite wma rápida disociación sí es necesario, 
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Figura 2-32 Pequeñas moléculas, proteí nas y ribosomas dibujadas aproximadamente a escala. Los ribosomas son una parte importante de la maquinaria 
" quela célula utiliza para sintetizar proteinas; cada ribosoma está formado por un complejo de cerca de 90 macromoléculas (proteínas y moléculas de RNA). 


CATÁLISIS Y UTILIZACIÓN DE ENERGÍA POR LAS CÉLULAS 


Fate úpo de unión es la base de todas las catálisis biológicas, haciendo posible la £un- 
ción de las proteínas como enzimas. Las interacciones no-covelentes también penniten que 
las macromoléculas actúen como elementos fundamentales para la formación de estructu- 
ras rmeyores. En las cétulas, las macromoléculas se unen entre sí formando complejos ma- 


yores, dando lugar a intriucadas magoicarias con múltiples partes móviles que levan a cabo 


tareas tan iroportentes como la replicación del DNA y la síntesis proteica Jfignra 2-32). 


Resumen 


Los organismos vivos s0n sistemas quiinicos autónomos que se atopropagon. Están compuestos 
por un conjunto característico y restringido de pequeñas moléculas basadas en el carbono, que son 
esenciabmente las mismas para todas las especies vivientes. Cada una de estas moléculas est com- 
puesta por una serie de átomos unidos unos a otros con na configuración precisa mediante enlaces 
covatentes. Las principales categorías son los azúcares, los ácidos grasos, los aminoacidos y los rus 
cleóridos. Los azúcares constituyen la principal fuente de energía quirdica para Las células y son in- 
corporados a polisacáridos para el almacenamiento de energía. Los ácidos grasos también son 
importentes para el almacenamiento de energía, pero su fiención primordial es la formación de 
membranas celulares. Los polímeros formados por aminoácidos constituyen Las extraordinaria. 
mente diversas y versátiles macromoléculas conocidas como proteínas. Los nucleótidos tienen un 
papel principal en la transferencia de energía, También constityen las subunidades de los mactro- 
moléculas de la información, el ENA y el DNA. 

La mayor parte del peso seco de ina célula está formado por macromoléculas que han sido pra- 
ducidas como polímeros lineales de aminoacidos (proteínas) o nucleótidos CONA y RNA), unidos de 
manera covalente los unos a los otros siguiendo un orden exacto. La mayoría de las moléculas de las 
proteínas y muichos de los RNA se pliegan en una conformación específica que deperde de la secuen- 
cía de sus subunidades. Este proceso de plegamiento genera superficies características y depende de 
ur conjunto de etracciones débiles entre átomos producidas por fuerzas no-covalentes. Estas fuerzas 
son de cuatro tipos: amacciones electrostávicos, enfaces de hidrógeno, atracción de van der Waals e in- 
teracciones entre grepos apolares causadas por expulsión hidrofóbica del agua. El misma confento de 
fuerzas débiles rige la unión específica de otras moléculas con macromoléculas, originando raíles de 
asociaciones entre moléculas biológicas responsables de la estructura y de la quiirnica cebular 


CATÁLISIS Y UTILIZACIÓN DE ENERGÍA 
POR LAS CÉLULAS 


Por encima de todas las demás, una de las características de los seres vivos los hace casi má- 
laprosarmente diferentes de la materia inerte: son capaces de generar y mantener orden en 
ua universo que siempre tiende a generar un desorden creciente (Figera 2-33). Para generar 
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Figura 2-33 Orden en las estructuras blolégicas, En cada uno de los niveles de organización delos seres vivos se 
pueden encontrar bellas formas espaciales, ústosas y bien: definidas. En orden de temaño creciente: (4) moléculas de 
proteína de uns cápsula vírica; (8) el ordenamiento regutar de los microtóbulos de la cola de un espermatozoide, vistos 
en sección tronsversal; (() ornmamentaciones de la superficie de un grano de polen (una sofa céluta); (0) visión aumentada 
de un ata de mariposa mostrando la forma generada por las escamas, cada escarna es el producto de una sola célula; (El 
ordenemiento en espiral de semillas, formadas por millones de células en una fior de girasol. (A, cortesía de RA. Grant y 
444. Hogle; B, cortesía de Lewis Tílnay:C, cortesfa de Coligs Macrartane y Chiis Jeffree; D y E, cortesía de ell B. Sandved) 
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í este orden, las células de tn organismo vivo deben generar una conjente sin En de reaccio- Figura 2-34 De qué forma tn conjunto de * 

E nes químicas. En alguna de estas reacciones, pequeñas moléculas —arminoácidos, azúcares, reacciones cotalizadas por enzimas de lugar 

2 es 4 Band , Ha: + E suda aÑz 

( nucleótidos y lípidos- son captadas o modificadas para suministrar la gran variedad de pe- a una vía metabálica. Cada enzima cataliza 

E E Pat E OC dedo. ed E . una reacción química particular que deja 
queñas moléculas que necesita la célula. En otras reacciones, estas pequeñas moléculas son: , . q oe 
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hu utilizadas para construbr una gama enormemente versa de proteínas, ácidos mucleicos y conjunto de enzimas actuando en see 
otras macromoléculas, que dotan a los sisternas vivos de todas sus propiedades más carac- transforma la molécula A enla molécióa E 

o terísticas. Podernos imaginar que cada célola es una oirmáscuda factoría química, que reali. formando una vía metabólica, 


zovarios millones de reacciones cada segundo. E 


/ EE Las enzimas organizan el metabolismo celular : z 


% Las reacciones quíruicas que llevan a cabo las células normalmente sólo se darían a tempe- 
q rates rmucho más elevadas que las del interior de las células. Por esta razón, cada reacción 
necesita Un estímulo específico de su reactividad química, Este requerimiento es crucial, 
puesto que permite que la célula controle cada una de las reacciones, El control se ejerce a 
través de proteínas especializadas denominadas enzimas, cada una de las cuales acelera, o 
a caraliza, una de entre los diferentes tipos de reacciones que puede sufrir cada molécula. 
A Normalmente, las reacciones catalizadas por enzimas están conectadas en serle, de moda 
que el producto de una reacción se convierte en material de partida, o sustrato, de la si- 
guiente (Pigura 2-34). Estas largas series de reacciones tarabién están unidas a otras y for 
man un laberinto de reacciones interconectadas que permlien que la célula sobreviva, 


Ed erezca y se reproduzca (Figura 2-35). 
pa En la célula se dan dos corrientes opuestas de reacciones químicas, (1) Las vías catabó- 
ho ticas fragmentan las moléculas de alimentos en moléculas más pequeñas, generando así 


Lo tanto una forma de energía utilizable por la célula como alguna de las pequeñas moléculas 
E que la célula necesita corno elementos de construcción. (2) Las vías anabálicas, o biosintéti- 
pa cas, utilizan la energía generada por el catabolismo para impulsar la síntesis de muchas otras 
pens moléculas que forman la célula. Estos dos pos de reacciones constituyen el metabalismo 
ñ de la célula (Figura 2-26). 
j ¡Muchos de los detalles del metabolismo celular constituyen la materia tradicional de la 
( E bioquímico y se alejan del tema en cuestión. Sin embargo, los principios generales por los 
que las células obtienen energía a partir de su entorno y la utilizan para generar orden son % 
básicos para la biología cehular. Empezaremos con la explicación de par qué es necesario un 
aporte continuo de energía para sostenex a los organismos vivos, 


El orden biológico es posible gracias a que las células 


. liberan energía en forma de calor Y 
No Ñ iS : za EN 
i La tendencia universal de las cosas a generar desorden es una ley fundamental de la física a EA 
segunda ley de la termodinámica que plantea que en el universo, o en cualquier sistema LAS + 5 
a aíslado (un conjunto de materia que esté completamente aislada del resto del universo), el Da — 
No "grado de desorden sólo alementa, Esta ley tiene unas implicaciones para todos los seres vivos 3 ENS SAEZ == 
e tan profundas, que es necesario considerarla desde diversos puntos de vista, A yA a 
E A z 7% ; HE a 
A Por ejemplo, podernos presentar le seguada ley en términos de probabilidad y esurnair 7) pS 
A que el sistema cambiará espontáneamente hacia aquellas modificaciones que tenga la ma- A ¡SSA 
s yor probabilidad. Si consideramos, per ejemplo, una caja con 100 monedas todas colocadas rf EAS 
A ¿ IA 
SS maes: 
Figura 2-35 Algunas vlas metabólicas y sus interconversiones en una célula EAN A i 
típica. En el esquema se presentan cerca de 500 reacciones metabólicas ZN EZ A 


comunes, de modo que cada molécula de una vía metabólica se representa por : 
un circulo negro, como en el recuadro amarillo de la Figura 2-34. La vía que está j AZ > E 
destacada en este diagrarna con circulos mayores y líneas de conexión más OR 7 J 
gruesas es la vía central del metabofismo de los azúcares, que describiremos más 
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Figura 2-36 Representación esquemática de las retaclones entra las vías anabóficas 
y catabiólicas en el metabolismo. La mayor parte de la energía almacenada en 
entaces químicos de las moléculas de nutrientes se disipa en forma de calor, porlo 
dle, Como se sugiere aquí, la masa de nutrientes que necesita cualquier organismo 
que obtenga toda su energía del catabolismo, es mucho mayor que la masa de 
moléculas que se pueden producir por el anabollsmo, 


con la cara hacia exriba, una serle de accidentes que afecten a la caja tenderán a cambiar el 


orden hacia una mezcla de 30 caras y 50 cruces. La razón es siseeple: bay uma enorme canti- 
dad de combinaciones posibles de las monedas en la mezcla, que producirían el resultado 
50-50, pero sólo existe una combinación posible que mantenga todas las raonedas orienta- 
das cara arciba, Porto tanto, la combinación 50-50 es más probable, porlo que diremos que 
es más “desordenada”, Por la misma razón, la experiencia diaria de cada uno de nosotíos nos 
indica que el espacio en el que vivimos se desordena sín ningún esfuerzo intencionado: el 
desplazamiento hacia el desorden es 11 proceso espontáneo, que requiere ua esfuerzo pe- 
riódico para revertido CMigura 2-37. 

La cantidad de desorden de un sisterca se puede cuantificar y expresar como la entropía 
del sistema: cuanto mayor sea el desorden, mayor será la entropía. Así, otra vía para expresar 
la segunda ley de la termodinámica es decir que los sistemas cambiarán espontáneamente 
hacia distribuciones con mayor nivel de entropía. 

Las células vivas —al sobrevivir, crecer y formar organismos complejos generan orden, 
porio que podría parecer que desafían la segunda ley de la terraodinámica. ¿Cómo es posi- 
ble? La respuesta es que una célula no es un sistema aislados la célula tora la energía del 
medio en forma de alimento o en forma de fotones procedentes del sol (o incluso, en el ca- 
so de algunas bacterias quiralosintéticas, simplemente en forma de moléculas inorgánicas) 


y la utiliza pare generar orden en su interior. En el curso de las reacciones químicas que ge- 


neran orden, la célula transforma en calor parte de la energía que utiliza. El calor 5e Hibera al 


entorno celular, el cual se desordena, de mado que la entropía total de la célula y del entor- 


no que la rodea aumenta, de acuerdo con las leyes de la termodinámica. 

Para entender los principios que rigen estas transformaciones de energía, hay que na- 
¿inar una célula rodeada por un mar de meteria que representa el resto del universo. La cé- 
ula vive y crece, por lo que genera orden interno. Sin embargo, constantemente líbera calor 
a medida que ve sintetizando moléculas y las ensarobla formando las estructuras celula- 
res. El calor es energía en su forma más desordenada -la colisión aleatoria de moléculas. 
Cuando una célula libera energía al rar, incrernenta en él la intensidad de los movimientos 
moleculares (movimientos térmicos) por tanto, la aleatoriedad, o desorden, del mar. La 
segunda ley de la termodinámica se cumple puesto que el incremento de la cantidad de or- 
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Figura 2-27 Una ilustración cotidiana de 

la tendencia espontánea hacia el desorden. 
El revertir esta tendencia hacia el desorden 
requiere in esfuerzo intencionado y un gasto 
de energía: no es un proceso espontánea, 

En efecto, a partk de la segunda ley de la 
termodinámica, podernos estar seguros 

de que le intervención hernana necesaría 
liberará una cantidad de calor hacia el 
ambiente suficiente para compensarde 
manera sobrada la reordenación de los 
objetos de la habitación. 
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den en el interior de la célula está compensado por un descenso del orden (incrernento de 
entropía) en el mar de materia que la rodea, todavía mayor (Figura 2-38). 

¿De dónde procede el calor que libera la célula? Aquí hemos de tener en cuenta otra im- 
portante ley de la termodinámica. La primera ley de la termodinámica afina que la energía 
puede ser transformada de una forma a otra, pero que no puede ser ni creada ni destruida. 
En la Figura 2-39 se ilustran algunas interconversiones entre formas de energía. La cantidad 
de energía én formas diferentes canabia como resultado de las reacciones químicas del inte- 
rior celular, pero la primera ley nos dice que la cantidad total de energía tiene que ser siern- 
pre la misma. Por ejemplo, una célula animal capta alimentos y transforma parte de la 
energía presente en los enlaces químicos que hay entre los átomos de estas moléculas de 
alirmentos (energía de unión química) en movimiento térmico aleatorio de moléculas (ener- 
gía calorífica). Como describimos más adelante, esta transfonnación de energía química en 
evergá calorífica es esencial para que las reacciones que generan orden dentro de la célula 
sean la causa de que el universo en su conjunto sea más desordenado. 

La célula no puede obtener ningún beneficio de la energía calorífica que libera, a menos 
que las reacciones generadoras de calor de la célula estén acopladas directamente con pro- 
cesos que generan orden molecular. Esta fuerte vinculación entre la producción de calor y el 
incremento del orden es lo que distingue el metabolismo de una célula del derroche que re- 
presenta querer un combustible en una Hama. Más adelante iiustrarernos cómo tiene lugar 
este acoplamiento. Por ahora es suficiente reconocer que para que las células generen y 
rmantengen un orden interno en un universo que tiende al caos, se requiere la 1mión directa 
de la “combustión” de moléculas de alimento con la generación de orden biológico. 


Los organismos fotosintéticos utilizan la luz del sol para sintetizar. 
moléculas orgánicas 


Todos los animales viven de la energía almacenada en los enlaces químicos de las moléculas 
orgánicas elaboradas por otros organismos que ingieren como alimento, Las moléculas de 
los alimentos también contienen los átomos que los animales necesitan para construir nue- 
va niateria viva. Algunos animales obtienea su alimento devorando a otros animales. Pero en 
la base de la cadena trófica están los animales que ingieren plantas. Las plantas, a su vez, 
captan la energía directamente de la luz solar. Como resultado de ello, el sol es la fuente úl- 
tima de toda la energía utilizada por las céóhulas animales. 

La energía solar entra en el mundo vivo a través de la fotosíntesis de las plantas y de las 
bacterias fotosintéticas. La fotosíntesis transforma la energía electromagnética del sol en 
energía de enlace químico dentro de la célula. Las plantas obtienen todos los átomos que 
necesitan apartir de fuentes inorgánicas: el carbono del dióxido de carbono atmosférico, el 
hidrógeno y el oxígeno del agua, el niuógeno del amoniaco, los nitratos del suelo y los demás 
elementos necesarios en menores cantidades, de las sales minerales del suelo. Las plantas 
utilizan la energía que obtienen de la luz soler para transformar estos átomos en azúcares, 
aminoácidos, nucleótidos y ácidos grasos. Estas pequeñas moléculas son transformadas, a 
su vez, en las proteínas, los ácidos nucleicos, los polisacáridos y los fpidos que forraan la 
planta, Si posteriormente las plantas son devoradas, todas estas sustancias se utilizan como 
moléculas alimenticias para los animales. 


Figura 2-38 Un análisis termodinámico 
sencillo de una célula viva. En el esquema 
de la iquierda tanto las moléculas de la 
célula coro las del universo (el mar de 
inateria) están representadas en un estado 
relativamente desordenado. En el esquema 
de la derecha la célula ha tomado energía de 
las snoléculas del alimento y ha liberado calor 
por una reacción que ordena las moléculas 
del interior de la célula. El calor incrementa 
el desorden en el medio que rodea la célula 
lrepresentado por las flechas sergadas y 

tas moléculas deformadas, que indican 
gumentos de los movimientos moleculares 
causador por el calor), por lo que cuando la 
célula crece y se divide se cumple le segunda 
ley de la termodinámica, según la cual la 
cantidad de desorden en el universo sienpre 
aumenta. Para un análisis más detallado 
véase Panel 2-7 (pp. 118-119). 
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Las reacciones de la fotosíntesis se producen en dos etapas (Figura 2-40). En la prime- 
rá etapa, la energía procedente de la luz solar es captada y almacenada transHorlamente Co- 
mo energía de enlace químico en unas pequeñas moléculas especializadas que actúan como 
transportadores de energía y como grupos químicos reactivos. (Más adelante describirenos 
estas moléculas transportadoras activadas.) El oxígeno molecular (O, gas), derivado de la es- 
cisión del agua por la luz, es liberado como producto de desecho de esta primera etapa. 

En la segunda etapa, las moléculas que actían como transportadoras de energía se uti- 
bizan para dixigir el proceso de fijación del carbono, en el cual se sintetizan azúcares a partir 
de dióxido de carbono gaseoso (009 y de agua (120), generando así una fuente útil de ener- 
gía de enlace químico y de materiales, tanto para la planta corno para los animales que la i- 
gieran. En el Capítulo 14 se describe el elegante mecanismo por el que se producen las dos 
etapas de la fotosíntesis. 

El resultado neto del proceso completo de la fotosíntesis, al menos en lo que se refiere a 
plantas verdes, puede resumirse sencillamente en la ecuación 


energía himinosa + 70, + 120 —= azúcares + O + energía calorífica 


Los azúcares producidos son utilizados como fuente de energía de enlace químico y co- 
mo fuente de materiales para formar muchas DoUaS: pequeñas y grandes, que son esen- 


cíales para la célula de la planta. 


$9 


Figura 2-39 Algunas interconverdiones 
entre las diferentes formas de energía. 
Todas las formas de energía son, en princigio, 
intercorwertibles. En todos estos procesos la 
cantidad total de energía se conserva; así, 
por ejemplo, a partir de la atura y peso del 
ladrillo de 11) podemos predecir exactamente 
qué cantidad de calor será liberada Cuando el 
tadíillo golpee en el suelo. En (Q) hay que 
destacar que cuande se forma agua, una 
gran cantidad de la energía quiraica de 
enface liberada se traenstorma inidaimente 

en movimientos térmicos muy rápidos en 

las dos nuevas moléculas de agua; pero las 
colisiones con otras moléculas disipan casi 
instantáneamente esta energía cinética al 
ambiente (transferencia de calod, haciendo 
que las nuevas moléculas no se puedan 
diferenciar de las otras. 
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Figura 2-40 Fotosintesis. Las dos fases de la fotosíntesis. Los transportadores de energía generados eo la primera 


fase son dos moléculas que trataremos enseguida; el ATP y el NADPH, 


Las células obtienen energía a partir de la oxidación 
de las moléculas orgánicas 


Todas las células animales y vegetales son iapulsadas por la energía almacenada en las en- 
laces químicos de las moléculas orgánicas, tanto si son azúcares fotosintetizads por la plan- 
ta como alimento para sí misma, como si proceden de la mezcla de moléculas grandes y 
pequeñas ingeridas por un animal. Para poder vivir, crecer y reproducirse los organismos 
deben extraer esta energía de una forma utilizable. Tanto en plantas como en animales, la 
energía se exorae de las rooléculas mediante un proceso gradual de oxidación o combustión 
controlada, j 

La atmósfera de la Piera contiene una gran proporción de oxigeno y la forraa energétl- 
camente más estabie del carbono en presencia de oxígeno es la de CO2 miertras que la del 
hidrógeno es la de Hx0. Por lo tanto, una cetula será capaz de obtener energía de los amúcas 
res y de otras moléculas orgánicas siempre y cuando sus átomos de carbono y de hidrógeno 
se combinen con el oxigeno y produzcan C.Oz y B20 respectivamente. Este proceso se deno- 
zoina respiración. 

La fotosíntesis y la respiración son procesos complementarios (íguea 2-41). Esto sig- 
nifica que las transacciones entre plantas y animales no son sólo unidireccionales. Las plan- 
tas, los animales y los microorganismos han coexistido en este planeta durante mucho 
terapo, de modo que muchos de ellos han Blegado a convertirse en parte esencial del medio 
de los otros. El oxígeno liberado por la fotosíntesis es consumido prácticamente por todos 
los organismos en la combustión de las moléculas orgánicas, Parte de las moléculas de COz 


“que hoy están fijadas en las moléculas orgánicas debido a la fotosíntesis que se ha produci- 


do en una hoja verde, fueron liberadas ayer a la atmósfera por la respiración de un anímal o 
por la descomposición de matería orgánica realizada por hongos o bacterias. Por lo tanto, 
podemos ver que la utilización del carbuno genera un importante ciclo que implica a la bíos- 
fera (todos los organismos vivos de la tierra) en su conjunto y que traspasa las fronteras en- 
tre los organismos individuales (Figura 2-42). De modo similar, los átomos de nitrógeno, 
fósforo y azulre se desplazan entre el raundo vivo y el nxundo inerte a través de ciclos que 
implican a las plantas, los animales, los hongos y las bacterias, 
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Figura 2-41 Fotosintesis y respiración como 
pracesos complementarios en el mundo 
vivo. La fotosírecesis utiliza ta eneraía de la 

luz sotar para producir azúcares y otros tipos 
de moléculas orgánicas. A su vez, estas. 
moléculas se utilizan como alimento por 
otros organismos. Muchos de estos 
organismos realizan el proceso de la 
respiración, que utiliza Oz para forriar COy 

a partir de los mismos átomos de carbono 
que habían sido captados como CO», y 
transformados en azúcares por la fotosíntesis, 
En el proceso, las organismos que respiran 
chtienen la energía química de enlace que 
necesitan para sobrevivir. Parece ser que las 
células más primitivas de la Tierra no tuvieron 
la capacidad de realizas ni la fotosíntesis ni la 
respiración (véase Capítulo 14). Sin embarga, 
en la Tierra la fotosíntesis tiene que haber 
precedido a la respiración puesto que hay 
evidencias de que fueron necesarios miles de 
rrillones de años de fotosintesis para que se 
liberase una cantidad de Oy suficiente para 
generar una atmósfera rica en este gas, 
fákora la atrnósfera de la Tierra contiene 

un 20% de O 
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La oxidación y la reducción suponen la transferencia de electrones 


La célula no oxida las moléculas orgánicas en un solo paso, como ocurre cuando el rnaterial 
orgánico se querna en un fuego. A través de la utilización de los catalizadores enzimáticos, el 
metabolismo procesa las moléculas mediante un gran número de reacciones que sólo en 
contadas ocasiones suponen la adición directa de oxígeno. Antes de poder considerar algu- 
nas de estas reacciones y su finalidad, se analizará qué significa el proceso de oxidación. 

La oxidación no sólo significa la adición de átomos de oxígena, sino que niás bien se apli- 
ca genéricamente a cualquier reacción en la que se transfieren electrones de tin átorao a Otro. 
En este sentido, la oxidación significa la pérdida de electrones y la reducción —el contrario de 
la oxidación” significa la adición de electrones. Así, si el Fe?* pierde un elecurón y se convier- 
te en Fe?*, se oxida, y si un átomo de cloro gana un electrón y se convierte en CÍ, se reduce. 
Debido a que en cualquier reacción química el número de electrones se mantiene (ni se pier- 
denni se ganara, la oxidación y Ja reducción siempre se producen simultáneamente: es decir, 
si eniuma reacción una rpolécuta gana un electrón (se reduce), otra molécula lo pierde (se oxi- 
da). Por ejemplo, cuando na molécula de azúcar se oxida a CO2 y H20, las moléculas de Oz 
implicadas en la formación de H¿0 ganan electrones, por lo que se dice que se han reducido, 

Los términos “oxidación” y “reducción” se aplican incluso cuando solamente se da un 
carabio parcial de elecirones entre átornos unidos por un enlace covalente (Figura 2-43). 
Cuando un átomo de carbono está unido covalenternente a otro átomo que tiene una gran 
afinidad porlos electrones, como por ejermplo el oxígeno, el dlozo a el azufre, cede los electro- 
nes que comparte más de lo que correspondería, de manera que se forma un enlace covalen- 
te polar: la carga positiva del núcleo de carbono es algo mayor que la carga negativa de sus 
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Figura 2-43 Oxidación y reducción. (Aj Cuando dos átomos forman un enlace covalente polar (uésse 
página 50), se dice que el átomo que acaba con una mayor cantidad de electrones compartidos se ha 
reducido, mientras que el otro átomo que ha adquirido una menor cantidad de electrones comipartidos 
se ha oxidado. El átorno reducido adoriere una carga parcial negativa (87), ya que la carga positiva del 
núcleo atómico está más que compensada por la carga total de los electrones que lo envuelven, En . 
contraposición, el átomo oxidado adquiere una carga parcial positiva (67). (8) Elúrdco átomo de 
carbono del metano se puede transformar en el carbono del dióxido de carbono a través de 
reemplazamientos sucesivos de los hidrógenos alos que está unido covatentemente por átomos de 
oxigeno, En cada etapa, los electrones se van alejando del carhono fcomo se índica con el sombreado 
azuh de forma que el carbono se oxida progresivamente, Cada Una de las etapas es favorable 
energéticamente en las condiciones presentes en el interior dela célula, 
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Figura 2-42 El ciclo del carbono. Cada átomo 
decarbone se incorpora a las moléculas 
orgánicas del mundo vivo gracias a la 
actividad fotosiriélica de las bacterias y 
delas plantas (incluidas las algas Luego 
pasao a los animales, a los miicrsorganismos 
y al material orgánico del suelo y de los 
océanos, a través de vías cíclicas, Cuando las 
moléculas orgánicas son oxidadas por las 
células o quernadas por el hombre en forma 
de combustibles fósiles, el COs vuelve a la 
aunóstera. 
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electrones, porlo que el átomo adquiere una carga parcial positiva y está oxidado, Contraria- 
rente, un átomo de carbono que forme una unión C-H capta algo más de lo que correspon- 
dería los electrones que comparte y está reducido (Figura 2-43). 

Generalmente, cuando uma molécula de una célula capta un electrón (e) al mismo 
tiempo capta un protón (45) (los protones son fácilmente asequibles en un medio acuos0). 
El efecto peto en este caso es añadir un átomo de hidrógeno a la molécula 


Aroa Hs AH 


Aunque no sólo esté implicado un electrón, sino un electrón y un protón, estas reacelones de 


hidrogenación son reducciones, y a la inversa, las reacciones de deshidrogenación, son oxÍ- " 


daciones. Por lo tanto, resulta especialmente sencillo decir si una molécula orgánica se está 
oxidando o reduciendo: cuando aumenta el número de enlaces C-H, la molécula se reduce; 
cuando disminuye el número de enlaces C-H, se oxida (véase Figura 2-43B). 

Las células utilizan las enzimas para catalizar la oxidación de las moléculas orgánicas en 
etapas breyes, a través de una secuencia de reacciones que permita aprovechar la energía 
utilizable. Por tanto, ahora explicaremos cómo actúan les enzimas y algunas de las restric- 
ciones bajo las que actúan. 


Las enzimas disminuyen las barreras que bloquean 
las reacciones químicas 


" Consideremos la reacción 
papel + O2 > humo + cenizas + calor + CO), + HO 


El papel arde fácilmente, liberando a la aunósfera energía en forma de calor, y agua y dióxi- 
do de carbono como gases, pero el humo y las cenizas nunca recobrarán espontáneamente 
aquella entidad a partir dela atrnóstera calentada y se reconstituirán formando papel Cuan- 
do el papel arde, su energía química se disipa en forma de calor, aunque no desaparece del 
universo, puesto que la energía ni se crea ni se destruye, sino que se dispersa de forma bre- 
cuperable en los movimientos caóticos y desordenados de las moléculas. Al mismo tiempo, 
los átomos de las moléculas de papel quedan dispersos y desordenados. En el lenguaje de la 
termodinámica, se ha producido una pérdida de energía libre, es decir, la energía que puede 
ser aprovechada para realizar urabajo e reacciones químicas. Esta pérdida refleja una pérdi- 
da del orden en el que la energía y las moléculas estaban dispuestas en el papel. Deberíamos 
tratar con más detalle el tema de la energía libre brevemente, pero el principio general es 
clara e intuitivo: las reacciones químicas sólo se dan en la dirección que permite una pérdi- 
da de energía libre; en otras palabras, cualquier reacción se produce de forma espontánea en. 
la dirección que transcurre “cuesta abajo”, En este sentido, una reacción “cuesta abajo” se 
conoce como energéricamente favorable, 

ABavique la forma más favorable energéticamente del carbono en condiciones normales 
sez el CO, y la del hidrógeno sea el K20, 1 organismo vivo no desaparece en volutas de hu- 
mo ni el libro que denes en las manos arde en Hamas. Esto es debido a que las moléculas de 
los organismos vivos y del libro están en un estado relativamente estable y no pueden pasar 
aun estado de menor energía sin un aporte de energía: en otras palabras, para que pueda 
darse una reacción química que deje a una molécula en un estado más estable, esta molé- 
cula requiere una energía de activación una especie de “empujén” por encima de una ba- 
réra energética (Pigura 2-44), En el caso del libro ardiendo, la energía de activación procede 
* del calor de una cerilla encendida. Para las moléculas que se hallan en solución acuosa, co- 

mo las de la célula, el “empujén” lo surninistran las colisiones aleatorias inusuales ricas en 

energía, que se producen con las moléculas que las rodean; estas colisiones llegan a ser más 

violentas cuanto més aumenta la temperatura. 

Envuna cétula viva, la energía extra por encima de la barrera la proporciona en gran me- 
dida una clase de proteínas especializadas: las enzimas. Cada enzima se une fuertemente a 
“una o varias moléculas, denominadas sustratos, y las mantiene en una situación tal que la 


energía de activación de una reacción química determinada se reduce notablemente, de - * 


modo que se puede producir la unión de los sustratos. Una sustancia que puede disminuir la 
energía de activación de una reacción se denomina catalizador; el catalizador incrementa la 


velocidad de la reacción porque permite que se produzca una mayor proporción de colisio-. 


nes aleatorias con las moléculas que rodean al sustrato, las cuales hacen que éste sobrepase 
la barrera energédea, como se ilustra en la Figura 2-45. Las enzimas son unos de los catali- 
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zadores más eficientes que se conocen, capeces de acelerar las reacciones por un factor de 
10%, o más, De esta forma, permiten que se produzcan reacciones que normalmente no se 
darían rápidamente a teraperaturas normales. 

Las enzimas tembién son muy selectivas. Habitualmente cada enzima cataliza tuna so- 
la reacción particular: en otras palabras, disminuye selectivamente la energía de activación. 
de una sola de las rescciones posibles que puede sufrir la molécula de sustrato que se ha 
unido a la enzima. De esta forma, las enzimas dirigen a cada una de las muchas moléculas 
de la célula a través de vías específicas (Figura 2-48). ES 

El éxito de los organismos vivos se puede atríbuira la capacidad de la célula para fabri- 
car enzimas de diversos ipos, cada una de las cuales tiene unas propiedades específicas. Ca- 
da enzima tiene una forma característica, que contiene un lugar activo, un bolsillo o ranura 
de la enzima dentro del cual sólo encajan los sustratos específicos (Figura 2-47). Coro en el 
caso de otros caxalizadores, las moléculas de la enzima permanecen inalteradas después de 
participar en la reacción y, por lo tanto, pueden continuar actuando indefinidamente. En el 
Capítulo 3 describirermnos con más detalle cómo funcionan las enzimas. 


De qué forma las enzimas encuentran a sus sustratos: 
la enorme velocidad de los movimientos moleculares 


Una enzima a menudo cataliza la transformación de alrededor de un millar de moléculas de 
sustrato por segundo. Esto significa que fiene que ser capaz de unirse a una nueva molécin- 
la de sustrato envune fracción de milisegundo, Pero en la célula, tanto las enzimas como sus 
sustratos están presentes en un número relativamente pegueño. ¿Cómo se encuentran tan 
rápidamente? La rápida unión ente ellos es posible porque en el ámbito molecular los mo- 
vimiertos originados por la energía calorífica son enormernente rápidos, En general, los mo- 
vimientos de las molécules pueden clasificarse en tres tipos: (1) el desplazamiento de una 
molécula de un lugar a otro (movimiento traslacional), (2) el rápido movimiento de vaivén 
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Figura 2-44 El importante principio de ha 
energía de activación. (A) El compuesto Y 
tun sustrato) está en un estado relativamente 
estable; se necesita energía para que 
se transtorme en el compuesto X (un 
producto), a pesar de que X dene un nivel 
de energía menor que Y. Por lo tanto, esta 
transformación no tendrá lugar a menos que 
el compuesto Y pueda adquirir suficiente 
cantidad de energía de activación lenergta a 
menos energía bj de su entorno para cursar la 
reacción que lo transforme en el compuesto 
X. Esta energía puede proceder de ima 
colisión extraordinariamente energética con 
otras moléculas, Para la reacción inversa, 
X > Y la energía de activación será mucho 
tnayor tenergla a menos energía d; por lo 
tanto, esta reacción se dará con mucha 
menos fiecuenda. Las energías de activación 
siempre son positivas; sin embargo, la 
variación total de energía de lá reacción 
energéticamente favorable Y + X es energla e 
menos energía b, un número negativo, (B) Las 
energías de activación para determinadas 
reacciones pueden disminuir por el efecto de 
catalizadores, como indica la Unea d. Las 
enzimas son catalizadores especialmente 
efectivos porque disminuyen notablemente 
la energía de activación de les reacciones 
que catalizan. 


Figura 2-45 Al distninair la energía de 
activación, aumenta enormemente la 
probabilidad de reacción. En un momento 
dado tna población de moléculas idénticas 
de sustrato tienen un rango de energias que 
se distribuyen como se muestra en el gráfico. 
Las varlaciones de energía proceden de 
colisiones con fas moléculas del ambiente, 
que hacen que las moléculas de sustrato 
salten, vibren y gíren. Para que una molécula 
reaccione quimicamente, la energía de la 
molécula ha de exceder la barrera de la 
energía de activación para dicha reacción; 
para la mayor parte de las reacciones 
biotógicas, esto nunca sscede sín la catálisis 
enzímética. incluso con la carálisis enzimática, 
para poder reaccionar las moléculas de 
sustrato han de sufrir una colisión 
particularmente energética (drea sombreada 
en rojo). El incremento de la temperasura | 
también puede aumentar el número de 
moléculas que tienen una cantidad de 
energía suficiente para sobrepasar la energia 
de activación necesaría para que se produzca 
una reacción determinada; pero a diferencia 
de lo que ocurre con una catálisis enzimática, 
-este efecto es no-selectivo, ya que activa 
todas las reacciones. 
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reacción no catalizada: les olas no son 
bastante grandes para sobrepasar la presa 
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reacción catalizada: las ofes sobrepasan la presa 
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de las átomos unidos de manera covalente respecto el uno del otro (vibraciones) y (3) rota- 
clones. Todos estos movimientos ayodes a que las superficies de moléculas que interactúan 
sé acerquen unas a atras. 

Las velocidades de los movimientos moleculares pueden medirse por distintas técnicas 
de espectroscopia. Una proteína globular grande está en movimiento constante y gira alrerdle- 
dor de su eje cerca de un millón de veces por seguido. Las moléculas están también en conti- 
nuo movimiento trastecional, lo que las lleva a explorar el espacio intracelular de manera muy 
eficiente, Este proceso se denoraiña difusión. De esta forma, cada molécula de una célula co- 
lisiona con una enonne cantidad de moléculas cada segundo. Las moléculas de una solución 
colisionan y son rechazadas las unas de las otras, por lo que cada molécula se desplaza prime- 
ro en una dirección y luego en otra; el desplazamiento describe una trayectoria aleatoria 
(Figura 2-48). En un desplazamiento de este tipo la distancia neta promedio que recorre 
cada molécula (como el vuelo de un pájaro) desde el punto de inicio es proporcional a la rafz 
cuadrada del tiempo empleado: es decir, si una molécula se desplaza 1 pra en 1 segundo, para 
desplazarse 2 um invertirá 4 segundos, 9 segundos para desplazarse 3 im, 100 segundos para 
desplazarse 16 puro, y así sucesivamente. 

El interior de una célula tiene una densidad muy elevada (Figura 2-49). Sin embargo, en 
experimentos en que se han inyectado colorantes fluorescentes u otras moléculas marcadas 
dentro de las células, se ha comprobado que las moléculas orgánicas pequeñas difunden a 


- través del gel acuoso del citoplasma casi tan rápidamente como lo hacen a través del agua. 


Por ejemplo, una pequeña molécula orgánica sólo invierte, por término medio, une quinta 
“parte de segundo para difundir a una distancia de 10 jam. Por lo tanto, la difusión es una ru- 
ta eficiente para que las moléculas pequeñas recorren las limitadas distancias intracelulares 


- necesarias para el desarzoilo de las reaccioines (una célula animal típica mide 15 pum de diá- 


metro). 


lugar activo 


molécula A “comealejo complejo molécula B 
fsustrato) encima enzima- (producto) 
sustrato producto 


Figura 2-46 Analogía de la catálisis 
enzimática mediante hates flotantes, 
<TAAAO (Aj La catálisis viene representada 
por la disminución de la altura de la presa, 
Las bafas verdes representan un sustrato 
potencial [compuesto Y) que se desplaza 
arriba y abajo en su nivel energético debida 
a los constantes impulsos de las otas (una 
analogía de los bombardeos térmicos que 
sufre el sustrato por las moléculas adyacentes 
de agua). Cuando la presa la energía de 
activación) disminuye lo suficiente, se 
produce el desplazamiento energéticamente 
favorable de la bota lel sustrato) ladera abajo. 
(8) Lás cuatro paredes de la caja representan 
ias barreras de energía de activación de 
cuatro reacciones químicas, todas ellas 
energéticamente favorables, ya que lós 
productos tienen un nivel energético menor 
que los sustratos, En la caja de la izquierda, no 
se produce ninguna de las reacciones; ya que 
ni las olas más altas llegan a sobrepasar 
ninguna de las barreras energéticas. En la 
caja de la derecha, la catálisis enzimática 
disminuye la energía de activación 
únicamente de la reacción 1; ahora los 
empujones de las olas permiten el paso de 
la molécula por enclma de esta barrera 
energética induciendo que la reacción 1 se 
lleve a cabo. (0) Un río con afluentes con un 
Juego de presas (rectángulos amarillas) ilustra 
como tuna serie de reacciones catallzadas por 
enzimas determinan la vía exacta que sigue 
cada molécula en la célula, 


Figura 2-47 Cómo funcionan las encirras. 
Cada encima ene un higar activo al que se 
unen una o varias moléculas de sustrato, 
formando un complejo enzirna-sustrato, 

En el lugar activo lenen luger una reacción y 
se produce un complejo endima-producto. 
Entonces, el producto es liberado y hace 
posible que la enzima una más 

moléculas de sustrato. 


aio 


eya 


CATÁLISIS Y UTILIZACIÓN DE EMERGÍA POR LAS CÉLULAS 


tro de cada molécula de enzima con su sustrato dependerá de la concentración de la molé- 
cula de sustrato. Por ejernplo, algunos sustratos abundantes están a concentraciones de 
0,5 10M. Puesto que el agua pura Hdene una concentración de 5,5 M, en la célula sólo hay una 
molécula de este sustrato por cada 10% moléculas de agua. Sín embargo, el lugar activo de 
una molécula de enzima que une su sustraro será bombardeado por cerca de 500.000 coli- 
siones aleatorias con la molécula de sustrato cada segundo (pará una concentración diez ye- 
ces menor, el número de colisiones disminuye a 50.000 por segundo, y así sucesivamente en 
todos los casos). Generalmente, un encuentro aleatorio entre la superficie de la enziraa y la 
superáicie análoga de su molécula de sustrato permite la formación inrpecdiata de un con 
plejo enzima-sustrato listo para reaccioner Una reacción en la que se romapa ose forme un 
enlace covalente puede darse de un modo muy rápido. Cuando se aprecia la gran velocidad 
a la que se desplazan y reaccionan las moléculas, las velocidades que se observan de catáli- 
sis enzimática no parecen tan asombrosas. 

Cuando la enzima y el sustrato han colisionado y éste se ha unido adecuadamente en 
el centro activo, entre ambos se forman muchos enlaces débiles, que persisten hasta que 
el movimiento térmico aleatorio hace que las moléculas se disocien otra vez. En general, 
cuanto más fuerte es la unión entre el sustrato y la enziroa, más lenta es su velocidad de di- 
sociación. Sin embargo, cuando dos moléculas que colisionan presentan poca analogía éh 
sus superficies, forman pocos enlaces no-covalentes y su energía total es despreciable 
comparada con la del rnovimiento térmico. En este caso, las dos moléculas se disocian tan 
rápidamente como se ban unido impidiendo que se formen asociaciones incorrectas en 
tre moléculas no análogas, tales como entre una enzima y un sustrato equivocado. 


La variación de energía libre de una reacción determina 
si esta reacción puede tener lugar 


Ahora hemos de desviamos brevernente del tema e introducir algunos fundamentos de quí- 
mica, Las células son sistemas químicos que deben obedecer las leyes físicas y químicas. Las 
enzimas aceleran las reacciones pero no pueden forzar que se produzcan reacciones ener» 
géticamerite desfavorables. En términos de la analogía con el agua, las enzimas no pueden. 
hacer que el agua fluya cuesta arriba, Las células, sia embargo, tienen que hacer lo que sea 
necesario para crecer y dividirse: deben construir moléculas complejas, ordenadas y ricas 


en energía, a partir de otras más pequeñas y sencillas. Veremos que esto se leva a cabo por 


medio de enzimas que acoplan directamente reacciones energéticamente favorables, que 
liberan enexgía y producen calor, a reacciones energéticamente desfavorables, que produ- 
cen orden biológico, 

Antes de examinar cómo tiene lugar este acoplamiento, hemos de considerar con más 
cuidado el término “energéticamente favorable”, De acuerdo con la segunda ley de la termo- 
dinámica, una reacción química puede producirse espontáneamente sólo si de ella se dert- 
va un incremento neto del desorden del universo (véase Pigura 2-38). El criterio para indicar 
un incremento del desorden del universo se puede expresar de una forma más conveniente 
entérminos de una cantidad denominada la energía bre, Q, de un sisterna. El valor de Gsó- 
lo tiene interés cuando un sistema sufre 11 cambio, y el cambio de G, denominado AG (del- 
ta G), es decisivo. Supongamos que el sistema a considerar es una colección de moléculas. 
Como se explica en el Panel 2-7 (pp. 118-119) al definir la energía líbre, A4G mide la cantidad 
de desorden que se genera en el universo cuando tiene lugar una reacción que implica a di- 
chas moléculas. Las reacciones energéticamente favorables, por definición, son aquellas que 
disminuyen la energía libre del sisterna, O dicho de otto modo, que tienen un AG negativo y 
generan desorden Figura 2-50). z 

Un ejemplo de una reacción energéticamente favorable a escala macroscópica es la 
“reacción” por la que un muelle comprimido se relaja a un estado expandido y libera la 
energía elástica almacenada en forma de calor al ambiente; un ejemplo a escala micros- 
cópica sería la disobución de sal cornún en agua. Contrariamente, las reacciones energér- 
camente desfavorables, que tienen un AG posítivo -como la unión de dos aminoácidos 
formando un enlace peptídico— por sí mismas geberan orden en el universo, Por tanto, 
estas reacciones sólo pueden darse si están acopladas a una segunda reacción que tenga 
un AG tan negativo que provoque que el AGtotal del proceso completo sea al final negatíi- 
vo (Figura 2-51). 
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recorrida 


Figura 2-48 Una ruta aleatoría, <GGTA> 

En solución, las moléculas se desplazan de 
forma aleatoria debido ados golpes que 
reciben en las continuas colisiones con otras 
moléculas, Este desplazarniento singular 
permite a las moféculas pequeñas difundir 
rápidarnente de una párte a atra de la célula, 
como se descábe en el texto. 


190 am 


Figura 2-49 La estructura del citoplasma. 
El esquema aproximadamente a escala destaca 
el abigarramiento del citoplasma. Sólo se 
muestran las macromoléculas: los RNA se 
muestran en azul, los ribosomas en verde y 
las proteínas en rojo. Las enzimas y otras 
macromoléculas difunden de modo 
relativamente lenta por el citoplasma, en 
parte debido a que interaccionan con otras 
muchas macrornoléculas; por el contrario, 
las moléculas pequeñas difunden casi zan 
rápidamente como lo hacen en el agua. 
Adaptado de DA. Goodsell, Trends Blochern. 
Sci 16:203-2086, 1991 Con la autorización 
de Elsevier) 
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La concentración de los reactivos influye sobre la variación 
de energía libre y el sentido de la reacción 


Como acabamos de describir, una reacción Y == X se producirá en el sentido Y — X cuendo 
la variación de energía libre asociada, AG, sea negativa, como ocurre en el caso de un mue- 
He tensado que se deja relajar y libera la energía almacenada hacía el entorno. Sin embargo, 
para una rescción química el AG no sólo depende de la energía almacenada en cada molé- 
cula individual, sino también de la concentración de las raoléculas en la mezcla de reacción. 
Recordemos que el AG refleja el grado al cual una reacción genera un estado del universo 
más desordenado, es decir, más probable. En nuestra analogía de las monedas, es muy pro- 
bable que el número de caras disminuya si en la caja hay 90 caras y 10 cruces, pero es menos 
probable si la caja contiene 10 caras y 90 cruces, 

Esto mismo es cierto para una reacción química. En el caso de tana reacción química 

ee X, un gran exceso de Y respecto a X tiende a dirigir la reacción en el sentido Y +X, es de- 
cir, habrá una tendencia a que haya más cantidad de moléculas que sufren la transforrma- 
ción Y + X que de moléculas que sufren la transformación X —+ Y. Si la relación entre Y y X 
aumenta, el valor de AGse vuelve más negativo para la transición Y —+X (y más positivo pa- 
rala transición XV). 

¿Qué diferencia de concentración es necesaria para compensar un descenso dado de 
la energía de enlace químico (y de la consiguiente Bberación de calor)? La respuesta no es 
intuitivamente obvia, pero se puede determinar a partir de un análisis termodinámico 
que haga posible separar la parte de la variación de energía libre que es dependiente de 
concentración de la que es independiente de concentración. El AG para una reacción de- 
terminada puede describirse como la suma de dos partes: la primera, denominada varia. 
ción de energía libre estándar, AG”, depende de las características intrínsecas de las 
moléculas rezccionantes; la segunda depende de sus concentraciones. Para la reacción 
Yo xa379C, 


a Y 
AG=4G?+0,616 ln ¡q = AG” + 1,42 l08 57; 


donde AG se expresa en kilocalorías por mal, [Y] y (X] representan las concentraciones de Y. 


y de X, In es el logaritmo neperiario y la constante 0,616 es igual a RT (el Pon de la cons- 
tante de los gases A y la temperatura absohuta, 1). 

Nótese que AG es igual a AG” cuando las concentraciones molares de Y y de X son igua- 
tes (log 1 =0). Como era de esperar, AG se hace más negativo cuanto menor es la relación en- 
"e XeY (ellog de un número <l es negativo). 

El análisis de la reacción anterior revela que el AGse hace igual a AG” cuando las cori- 
centraciones de Y y de X son iguales. Pero a medida que se va produciendo la reacción 
favorable Y-3X, la concentración del producto X aumentará y la concentración del 
sustrato Y disminuirá. Estas variaciones de las concentraciones relativas hará que la 
relación D0/[Y] aumente claramente, haciendo que el AG, imcialmente favorabie, se haga 
cada vez menos negativo. Por último cuando el AG= 0, se llegará a un equilibrio químico; 
en este momento, el efecto de la concentración contrarresta exactamente el empuje dado 

a la reacción por AG” y la relación entre el sustrato y el producto se mantiene constante 
"(Figura 2-52). 

¿Durante cuánto tiempo debe producirse una reacción hasta alcanzar el equilibrio? Pa- 
ra resolver esta cuestión hemos de introducir el concepto de la eonstante de equilibrio, K El 
valor de Kes diferente para reacciones diferentes y refleja la relación entre el producto y el 
sustrato en el equilibrio. Para la reacción Y => X 


- El 
1 


La ecuación que relaciona AG y la relación [X1/8Y] nos permite relacionar directamente 
46” con K. Como que en el equilibrio AG= 0, en este punto las concentraciones de Y y de X 
deben ser tales que 


AG? =-1,42 108 yy o A46%”'=-1,42 log K 
A 


Utilizando esta última ecuación podemos ver que la relación entre X e Y en el equilibrio. . 


(expresada en forma de constante de equilibrio, ) depende del carácter intrínseco de las mo- 


La energía libre de Y 
css. es tnayor que la energía 
«ES libre de X. Por lo tanto 


REACCIÓN AG <0, y el desorden 
ENERGÉTL- del mniverso aumenta 
CAMENTE a durante la reacción 
FAVORABLE Yee, 


esta reacción puede ocurrir 
espontáneamente 


Sise pradujera . 
¿7 la rescción X=, 


REACCIÓN E 46 sería > 0, y el 
ENERGETI- universo resuitaria 
CAMENTE ES más ordenado. 
DESFAVORABLE 


esta reacción sólo puede darse 
$ se acopla a otra reacción 
energéticamente fayorable 


Figura 2-50 Diferencia entre rescciones 
energéticamente favorables y 
desfevorabies. 
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Figura 2-51 Una reacción acoplada puede 
impulsar una teacción energéticarmente > 
desfavorable. 
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LA REACCIÓN 


«En este ejemplo la forraación de X ez energéticamente favorable, Es decir, el valor de AG 
de YX es negativo y el valor de AG de X—Y es positivo, Pero debido a los bombardeos 
térmicos, dernpre habrá alguna molécula X que se transformará en Y, y viceversa, 


SUPONGAMOS QUE INICIALMENTE TENEMOS EL MISINIO MÚSAERO 
DE MOLÉCULAS DE X Y DE Y 


- Para cada e Á la transformación 
motécula Sy esmabp- Ad O de Y en Xse dará 


a mentido 


ER La transformación de X en Y 
ne E se dará con menos frecuencia, 
y puesta que se requiere más 


energía de colisión que en la 


transición Y — X, 
“por. to tanto; la relación entre; ] 


¿das moléculas ke Y aumentará * 


FINALMENTE — habrá una cantidad de X mucho mayor que de Y, la suficiente 
para compensar la lenta transidón X— Y, Entonces se alcanzará el equilibiia. 


LL. —0,09,0. 


EN EL EQUILIBRIO el número de E de Y que se transformen en moléculas de X 
cada segundo será exactemente igual al número de moléculas de X que se transforman 
en moléculas de Y cada segundo, de modo que la refación YX no cambia, 


léculas expresado en el valor de AG”? abla 2-4). Nótese que por cada variación de energía H- 
brea 37 C de 1,4 kcal/mal (5,9 kj/mob, la constante de equilibrio varía en un fector de 10. 

Cuando una enzima lo cualquier catalizador) disminuye la energía de activación de la 
reacción Y =X, tembién disminuye la energía de activación para la reacción X > Y exacta- 
mente en la misma magnitud (véase Figura 2-44). Por lo tanto, las enzimas aceleran las 
reacciónes en un sentido igual que en sentido contrario, de foca que el punto de equilibrio 
de la reacción (y su 463 no varía (Figura 2-53). 


En el caso de reacciones secuenciales, los valores de AG? 
son aditivos 


Podemos prever cuantitativamente el curso de la mayor parte de las reacciones de un modo 
cuantitativo. Se han registrado una gran cantidad de datos termodinámicos que permiten 
calcular la variación de energía libre estándax, AG”, de la mayor parte de las reacciones cehu- 
lazxes más importantes. El conjunto de la variación de la energía libre de una vía metabólica 
es sencillamente la suma de las variaciones de energía libre de cada uno de sus pasos. Por 
ejemplo, si consideramos dos reacciones secuenciales 


X>Y e Yoz 


cuyos valores de AG? son +5 y -13 kcal/mol, respectivamente (ua mol equivale a 610% mao- 
léculas de una sustancia). Sí estas dos reacciones se dan secuencialmente, el AG" para la 
reacción acoplada será de -8 kcal/mol. Así, la reacción desfavorable X-— Y, que no se daría 
espontínesmente, se puede producir gracias a la reacción favorable Y > 7, siempre que es- 
ta segunda reacción siga a la primera. 
Por lo tanto, las células pueden hacer que se odisaló la transición energéticamente 
desfavorable X Y, si una enzima que cataliza la reacción X= Y se supleraenta con una se- 
gunda enzima que cataliza la reacción energéticamente favorable Y +2. En efecto, la reac- 
ción Y > Z actuará coro un ósifón” impulsando la transformación de una molécula X en 
una molécula Y y después eu una molécula Z (Figuera 2-54). Por ejermplo, varias de las reac- 
ciones que forman parte de la larga vía que transforma azúcares en COz y H20 serían ener- 


27 


Figura 2-52 Equilibrio químico. Cuañdo una 
reacción alcanza el equilibido, el flujo de las 
moléculas reaccdionantes en tm sentido y en 
otro, es Igual y opuesto. 


Tabla 2-4 Relación entre la 
variación de energía libre, AG”, 
y End nante de os 


Los valores de la constante de equilibiio se 
calcularon: para la reacción quimica sencilla 
Yet X uulizando la ecuación dada . 


El valor de AG” se expresa en kilocalorías 
por mal a 37 €, y en kilojoules por mol 
entre paréntesis (1 kifocaloría es iguala 
4,184 kitojoultes), Como se explica en el 
texto, 06” representa la variación de energía 
libre en condiciones estándar idonde todos 
los componentes están presentes a una 
concentración 1.0 molfltro). 


A partr de esta tabía se puede ver que 
si se produce una varlación de energía 
libre favorable (469) de -A3 kcal/ mol 
(180 J/mob) para la transición Y —+ X, 
en el equilibrio habrá 1000 veces más 
moléculas en el estado X que en el 
estado Y (K = 1000). 
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géticamente desfavorables si se consideran alsladarmente. No obstante, la vía se produce rá- 
pidamente hasta el final debido a que el AG? total para la serie de reacciones secuenciales 
tiene ua valor muy negativo, . 

Sin embargo, en muchos casos no es adecuado formar una vía secuencial, A menudo el 
proceso deseado es sencillamente X —- Y, sín ninguna transformación posterior de Y a otro 
producto. Afortunadamente, existen otros sistemas más generales de utilizar enzimas para 
acopíar reacciones. A cominuación se analizará cómo funcionen estos sistemas, 


Las moléculas transportadoras activadas son esenciales 
para la biosíntesis 


La energía Biberada por la oxidación de les moléculas de alimento tiene que ser almacenada 
temporalmente antes de que pueda ser canalizada pera la construcción de muchas otras 
reoléculas que necesita la cétala. En la mayoría de las ocasiones, la energía se almacena en 
forma de energía de enlace químico en un péqueño juego de “moléculas transportadoras” 
activadas, que contienen uno o más enlaces covalentes ricos en energía. Estes moléculas di- 
funden rápidamente a través de la célula, por lo que pueden transportar su energía de enfa- 
ce desde los lugares donde se genera la energía besta los lugares donde se utiliza esta energía 
para blosfotesis o para otras actividades de la célula (Figuera 2-55), 

Los trausportadores activados almacenan energía en una forma fácilmente intercam- 
biable, bien sea corno un grupo químico fácil de transferir, bien sea en loma de electrones 
energéticamente acuvados, que en las reacciones biosintéticas pueden desempeñar el papel 
de fuente de energía o de grupos químicos. Por razones históricas, estas moléculas son ca- 
nocidas como coenzimas. Las moléculas transportadoras activadas más importantes son el 


AT? y dos moléculas estrechamente relacionadas entre sí, el NADA y el NADPH que des- 


(8) Bm 


punto de equilibrio 


punto de equilibeo 
para la reacción eZ 


para la reacción XK-—eY 


(o 


Bartra 


Xx 


Y. 


punto de equilibrio para la secuencia de reacciones X= Y 2 


figura 2-53 Las enzirnas no pueden 
cambiar el punto de equilibrio de las 
reacciones. Las enzimas, corno todos los 
catalizadores, aceleran las reacciones hacla 
adelante lo mismo que hacia atrás, Porlo 
tanto, tanto en la reacción catalizada cono 
endano catalizada que aparece en ta figura, 
citando la relación entre las moléculas de Y 
respecro atas moléculas de K es, por ejemplo, 
de35 al, el número de moléculas que se 
transforman (> Y es igual al número de 
moléculas que se transiormas Y — 

En ovas palabras, las das reacciones alcanzan 
el equilibdo exactamente en el misrao punto, 


Figura 2-54 De qué forma una reacción 
energéticamente desfavorable puede ser 
impulsada por otra reacción consecutiva. 
(A) En el equilibrio, hay al menos el doble de 
moléculas de X que de Y, debido a que 
X tiene menos energía que Y. (8) En el 

- equilibiio, hay 25 veces más moléculas de 
l que de Y, porque Z tiene mucha menos 
energía que Y. (C) 5] las reacciones de (A) y de 
(8) están acopladas, casi todas las moléculas 
de X se transtormarán en moléculas de Z. 
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reacción 


reacción 
energéticamente energéticamente 
favorable desfavorable 


ESA 
molécule transportadora 
activada 


asolécula de 
:, Alimento oxidada. 


TABOLISHMO 


ANABOLISBAO 


cribiremos en detalle. Hernos de resaltar que la célula utiliza estas moléculas transportado- 
ras activadas coráo moneda para pagar las reacciones que, de otro modo, no podrían llegar 
a producirse, 


La formación de un transportador activado se acopla 
a una reacción energéticamente favorable 


Cuando en una célula se odda una molécula de combustble, como la glucosa, una serie de 
reacciones catalizadas por enzimas aseguran que una gran parte de la energía libre que se 
libera en esta oxidación sea capturada en una forma química utilizable, en lugar de ser 
liberada coma calor. Esto se consigue mediante una reacción acoplada: una reacción ener- 
géticamente favorable impulsa una reacción energéticamente desfavorable, la cual produce 
una molécula transportadora activada o alguna otra forma de almacenamiento de energía 
úul Los mecanismos de acoplamiento requieren enzimas y son fundamentales para todas 
las transacciones energéticas de la célula. 

Eo la Figura 2-56 se ilustra la naturaleza de una reacción acopleda, por medio de una 
analogía mecánica, en la cual una reacción química energéticamente favorable se representa 
mediante rocas que caen desde un acantilado. Normalmente, la energía de las rocas que caen 
se perdería en forma del calor generado por la Hicción que se produce cuando las rocas gal- 
ptan el suelo (véase el diagrarna del ladrillo que cae en la Figura 2-39), Sin embargo, por me- 
dio de un cuidadoso diseño parte de esta energía se puede utilizar, en cambio, para mover una 
rueda de palas que levanta un cubo de agua (Figura 2-56B), Ahora las rocas llegan al suela 
después de haber movida la rueda de palas, por lo que podemos decir que la reacción energé- 


ticamente favorable de la caída de las rocas se acopla de forma directa a la reacción energéti- 


40 


Figura 2-55 Transferencia de energía 

y papel en el metabolismo de los 
transportadores activados. Las moléculas 
trensporadoras actúan como lanzederas 
energéticas, que van y vienen de las 
reacciones que liberan energía mediante 

la rotura de moléculas de alimento 
icatabolisma) y reacciones qué necesitan 
energía para la biosíntesis de moléculas 
orgénicas, pequeñas o grandes (enabollsma). 


Figura 2-56 Modelo mecánico que ilustra el 
principio de acoplamiento de reacciones 
químicas. La reacción espantánea mostrada 
en (A) podría serár como analogía de la 
oxidación directa de glucosa hasta CO y 420, 
la cual sólo produce calor. En (B) la misma 
reacción está acopleda a una segunda 
reacción: es análoga a la síntesis de moléculas 
transportadoras activadas. La energía 
producida en (8) es más fácil de utilizar que la 
producida en fA) y puede impulsar una gran 
variedad de reacciones energéticamente 
desfavorables (O). 


crrranaten? 


la energía cinética de las rocas que caen 
Éricamente se transforma en energía 
<alorifica 


parte de la energía cinética es utilizada para elevar 
et cubo de agua, de forme que se transtorma en calor 
una tantidad de energía correspondientemente menor 


(o 


— 


la energía cinética almacenada en forma de 
energía potencial en el cubo de agua 
se puede utilizar pasa hacer funcionar máquinas 
hidráldicas, que pueden reelizar tareas útiles 
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enxleces fostoanhidro 


fosfato 
inorgánico (P) 


camerte desfavorable de levantar el cubo de agua. Hay que destacar que debido a que parte 
de la energía se utiliza para realizar trabajo en (8), las rocas golpean el suelo con menos velo- 
cidad que en 18), por lo que se disipa menos cantidad de energía en forma de calor. 

En la célula se produce tn proceso similar a éste, en el que las enzimas desempeñan el 
papei de la rueda de palas de la anterior analogía. Por medio de mecanismos que se deseri- 
birán rrás adelante en este capítulo, acoplan una reacción energéticamente favorable coma 
la oxidación de alimentos, a una resoción energéticamente desfavorable, como la genera- 
ción de una molécula de transportador activada. Como resultado de este proceso, la cantl- 
ded de calor liberado por la reacción de oxidación disminuye en exactamente la pesima 
cantidad de energía que es almecenada en los enlaces covalentes ficos en energía de la rmo- 
lécula transportadora activada. A su vez, la molécula transportadora activada toma un pa- 
quete de energía de tamaño suficiente para poder impulsar una reacción química en 
cualquier parte de la célula. 


El ATP es la molécula que más se utiliza como 
transportador activado 


El más importante y versátil de los transportadores activados de las células es el AYP (ade- 
nosina trfosfato). Exactemente como ocurre con la energía almacenada en el cubo de agua 
Que ha sido elevado en la Figura 2-56B, y que puede impulsar una amplia variedad de má- 
quinas hidráulicas, en las célules, el ATP es un depósito, o moneda, de energía, adecuado y 
versátil que se utiliza para divigir una gran vadedad de reacciones químicas: ELATP se sinte- 
tiza a través de una reacción de fosforilación energéticamente desfavorable en la que un gru- 
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Figura 2-57 La hidrólisis del ATP en AD? 

y fosfato inorgánico. Los dos fosfatos más 

externos del ATP se mantienen unidos al 
esto de la molécala por medio de dos 


Eo ES fostoantideo ricos en energía, que 


son Aclimnente transtentles, Corno se indica, 
el AY? se puede hidrolizar formando ADO 
y fosfato inorgánico (Pg. Esta hidrólisis del 
fosfato terminal del ATP pro duce entre 
11 y 13 kcal/mol de energía utilizable, 
dependiendo de las condiciones 
intracelulares, El gran valor negativo de 
AG de esta reacción deriva de varios factores, 
La liberación de un qrupo fosfato terminal 
elimina tna repulsión desfavorable entre 
carges negativas adyacentes; además, el ion 
fosfato inorgánico (Pj hberado se estabiliza 
por resonancia y por la formación favorable 
de un enface de hidrógeno con el agua. 


Figura 2-8 Ejeraplo de ana reacción de 
transferencia de fosfato. Debido a que el 
entace fosfcanibidro rico en energía del ATP 
se transforma en enlace fosfoéster, esta 
reacción es energéticamente favorable y 
tdene un AG muy negativo. En la sintesis de . 
fostollpidos y en las etapas iniciales de fas 
rescciones de catabolismo delos azúrares' * 
participan reacciones de este tipo, 
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tenido energético a través de una hidrólisis energéticamente fovorable y se descompone en 
ADP y fosfato inorgánico (Figera 2-57), El ADP regenerado está disponible para ser utiliza- 
do otra vez en una reacción de fosforilación que forme ATB 

La hidrólisis energéticamente favorable del ATP está acoplada a otras regcciones ener” 
géticamente desfayorables a través de las cuales se sintedzan otras moléculas. Más adelan- 
te, en este mismo copítalo, encontraremos algunas de estas reacciones. Muchas de ellas 
implican la transferencia del fosíato terminal del ATP a otra molécula, como se ilustra en la 
reacción de fosforilación enla Figura 2-58. 

EL ATP es el transportador activado más abundante en las células. Por ejemplo, staai- 
nistra energía e muchas de las bombas que transportan sustancias entre el interior y el exte- : 
rior de la célula (Capítulo 11); también proporciona energía a los motores molecutaxes Que | 
facilitan la contracción de las fibras musculares y que permiten a las células nerviosas trans» , 
portar materiales de un extremo a otro de sus largos axones (véase el Capítulo 16). , A 
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fostorilado de elevado valor energético icorrespondiente al compuesto ¡ 1 h 
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(que corresponde a AH) formando glutamina. En este ejemplo, srobos + | e j t 
, z ; A HN CH CODO CA 
pasos se dan en la superficie de la misma endima, la glutamina sintetaso. ' Ñ q pa 
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+ 
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po fosfato se añade al ADP (adenosina difosfato). Cuando se requiere, el ATP libera su con- Í 
pa 
ls 


A 


A menudo, la energía almacenada en el ATP se aprovecha 
para unir dos moléculas 


En un esquema anterior, se describió una vía por la cual una reacción energéticamente fa- 
vorable se acopla auna reacción energéricamente desfavorable, X-+ Y, y posibilita que esta 
reacción pueda producirse; una segunda enzima catalizaba la reacción energéticamente fa- 
A vorable Y > Z, “estirando” para que todo el X se transformara en Y (yéase la Figura 2-54). Pe- 
E ro cuando el producto necesario es Y y no Z, este mecanismo no es útil. 

Una reacción biosintética pica es aquella en la que dos moléculas, A. y B, se tunen pro- 
diciendo A-B, a través de la reacción de condensación, energédcamente desfavorable 


2H + B-0H > A-B e H0 


Existe una vía indirecta que permite que AH y B-OH formen A-E, mediante el acopla- - 
miento de esta reacción con la hidrólisis de ATP En este caso, la energía que procede de + 
la hidrólisis del ATP se utiliza inicialmente para transformar B-OH en un corapuesto imter- Ñ 
medio de mayor contenido energético, el cuel luego reacciona de forma directa con 4-H y 
produce A-B. El mecanismo más sencillo posible implica la transferencia de un fosfato des- 
de el ATP hasta B-OH formando B-OPOg, en cuyo caso la reacción sólo está nada por 
dos etapas: 


PERA eg as 0 As, 
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L B-OH+ ATP B-O-PO3 + ADP 
2. AA BOO + AR 
Resultado netos: B-OH + ATP+A HE AB +4D2 +P; 


La reacción de condensación, que por sí misma es energéticamente desfavorable, es 
“impulsada” a producirse al estar acopisda directamente a la hidrólisis del ATP a través de 
una reacción catalizada por una enzima (Figura 2-89A). 

Una reacción biosintética de este mismo típo lleva a cabo la síntesis del aminoácido glu- 


_ tamina (Figura 2-59B). Veremos enseguida que un mecanismo similar a éste (aunque más. 


corapiejo) se utiliza para sintetizar casi todas las moléculas complejas de la célula. 


NADH y NADPH son importantes transportadares de electrones 


Otras moléculas rensportadoras acivadas participan en reacciones de idación-reducción 
y habitualmente, en las células, forman parte de reacciones acopladas. Estos transportado- 
res activados están especializados en tensportar electrones ricos en energía y átomos de hi- 
drógeno. Las transportadores de electrones más importantes son el NAD* (nicotinamida 
adenina dinucleótido) y una molécula, muy relacionada con ésta, el NADP* (nicotinamida 
adenina dinucieótido fosfato). Más adelante, se examinarán algunas de las reacciones en las 
que participan. Tanto el NAD? como el NADP* tomen un “paquete de energía” corespon- 
diente a dos electrones ricos en energía más un protón (E), transformándose respectiva- 
mente en NADH (nicotinamida adenina dinucieótido reducido) y NADPA (nicotinarida 
adenina dimueleótido fosfato reducido). Estas moléculas también pueden considerarse co- 
mo transportadores de iones hidruro (el H* ruás dos electrones, o BN. 

Como el ATB el NADPE es un transportador activado que participa en muchas reaccio- 
nes blosintéticas, las cuales en caso contrario serían energéticamente desfavorables. El 
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Figura 2-60 El NADPH, un importante 
transportador de electrones, (29 ELNADPH 
<e produce en reacciones del tipo general 
que se muestra a la izquierda, en las cualesa ” 
partir de una molécula de sustrato se liberan 
dos átomos de hidrógeno. La forma oxidada 
de la molécula transportadora, NADP?, recibe 
un átomo de hidrógeno más un electrón (un 
lon hidruro); el protón (H*) generado a partir 
de otro átomo de H, se fbera a la solución. El 
NADPH mantiene se loa hidruro mediante 
tin endace rico en energía, por lo que este 

lon hidruro añadido puede ser fácilmente 
transferido a otras moléculas, como se 
muestra a la derecha. (Bf Las estructuras del 
NADP" y del NADPH. La parte de la molécula 
del NADP conocida coma anillo de 
nicoinamíida acepta dos electrones y Un 
protón (el equivalente a un lon hidrura, O), 
formando NADPH, Las motécutas de NAD? y 
de NADH tienen una estructura idéntica al 
NADP” y al NADPH, respectivamente, 
excepto en que el grupo fosfato indicado está 
ausente en ambas. 
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NADPE se produce de acuerdo con el esquema geoeral mostrado en la Figura 2-04. A, tra- 
vés de un conjunto especial de reacciones catabólicas productoras de energía, un átomo de 
hidrógeno y dos electrones son eliminados de la molécula de sustrato y se añaden al anillo 
de nicotinamida del MADP?, formando NADPE y liberando un protón (E) a la solución. Se 
trata de una reacción pica de oxidación reducción; el sustrato se oxida y el NADP? se redu- 
ce, Las estructuras del NADP? y del MADPH se muestran en la Figura 2-60B. 

Elioa hídruro transportado por el NADPH es lherado fácilmente en una reacción pos- 
terior de oxidación reducción, puesto que sin él, el anillo puede alcanzar un estado Imás es- 
table. En esta reacción posterior, que regenera NADP*, el que se oxida es el NADPA y el que 
sereduce es el otro sustrato, EJ NADPE es un dador eficiente del lon hidruro a otras molécu» 
las por la misma razón que el ATP transfiere con facilidad 10m fosfato: en ambos casos la 
transferencia se acompaña de uma inoportante variación negativa de energía libre. En la 
Figura 2-61 se muestca un ejemplo de la utilización del NADPE en biosíntesis. 

El grupo fosfato extra del NADPH no afecta las propiedades de transferencia de electrones 
del NADPH respecto a las del NADH, ya que está lejos de la región implicada en la transferen- 
cía de electrones (véase Figura 2-60B) y no tiene importancia en la reacción de transferencia, 
Sin ermbargo, hace que la molécuia de NADPH tenga una forma ligeramente diferente a la del 
NADH y permite que el NADPE y el NADA se unan, como sustratos, a conjuntos completa- 
mente diferentes de enzimas. Así, los dos tipos de transportadores se utilizan para transferir 
elecrrones (o jones hidruro) entre dos grupos distintos de raoléculas. 

¿Por qué se produce este reparto del trabajo? La respuesta reside en la necesidad de 
regular dos conjuntos de reacciones de transferencia de electrones de un modo indepen- 
diente. El NADPE actúa sobre todo con enzimas que catalizan reacciones anabólicas y sul- 
painistra los electrones cos en energía que se necesitan para sintetizar las moléculas ricas 
en energía, EL NADH, por el contrario, actúa como intermediario en el sistema catabólico de 
reacciones que generan ATP a través de la oxidación de moléculas de alimento, corno des- 
cribiremos enseguida, La génesis de NADH a partir de NAD* y la de NADPÉE a partir de 
NADP* tienen higar a través de vías diferentes, reguladas de manera independiente, Así, la 
célula puede ajustar de manera independiente el suministro de electrones a estos dos pro- 
pósitos contrapuestos. En el interior de la célula, la relación de NAD*/NADH se mantiene 
alta, mientras que la relación NADP*/NADPH se mantiene baja. Este hecho hace que siena» 
pre haya una gxan cantidad de MAD? (que actúa coma agente oxidante) y una gran cantidad 
de NADPH (que actúa como agente reductor), como requieren los papeles específicos de 
ambos transportadores en el catabolismo y en el anabolismo, respectivamente. 
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Figura 2-61 Etapa Anal de una de las vías 
btosintéticas que producen colesterol, 
Como en muchas otras reacciones 
blosintéticas, la reducción del enlace CC se 
consigue gracias a la tansferencia de un ion 
hideuro desde la molécula transportadora 
NADPH y de un protón (+4?) de la solución. 


Figura 2-62 Estructura de la molécula 
activada de un importante transportador: 
el acetil CoA. Encirna de la fórmula se 
muestra un modelo tridimensional de 
espacio llena del acetil CoA. El átomo de 
azules famordlio) forma un enface doéster con 
elacetato, Como es un enlace rico en energía, 
cuando se hidroliza libera una gran cantidad 
de energía libre y, en consecuencia, la 
molécula de acetato puede ser transferida 
fácilmente a otras moléculas. 
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Tabla 2-5 Algunas moléculas transportadoras activadas, habituales en el ASROiana 
“IRANSPORTADOR: GRUPO TRANSPORTADO. ENE 


NADÍ, 'NADPH, FA 
Acetil: CoA 
Blotiriá caboriiada 

| S-Adenosiliñietionina 
= Uridina difosfáto glicos : 


DH 


Ñ  grupoacetilo - ES 

: - grupo carboxilo. 
"grupo metilo 
Slug > 


En las células existen otras moléculas transportadoras activadas 


Existen otros transportadores activados que también toman y transportan un grupo quírmi- 
co por medio de una unión rica en energía y fácilmente transferible. Por ejerapto, el coenzi- 
ma Á transporta un grupo acetilo por medio de una unión fácilmente transferible, forma 
activada que se conoce como acetil CoA (acetil coenzima A). El acetil CofA (Figura 2-62) ac- 
túa cediendo unidades de dos carbonos para la biosíntesis de grandes moléculas. 

En el acetil CoA, come en las otras moléculas transportadoras, el grupo transferible só- 
lo constituye una pequeña parte de la molécula. El resto constituye una gran porción orgá- 
nica que actúa como una conveniente “asa” que facilita el reconocimiento de la molécula 
transportadora por las enzimas específicas. Como ocurre con el acetil Coá, generalmente 
esta asa contiene un nucleótido (generalmente la adenosina), lo cual es un hecho curioso 
que podría ser una reliquia de primitivos estados de la evolución, Actualmente se cree que 
los principales catalizadores de las formas de vida primigenias sobre la tierra —antes que el 
DNA o las proteínas- fueron moléculas de RNA (o formas próximas a ellas) como se descri- 
be en el Capítulo 6. Resulta tentador especular con que la mayor parte de las moléculas 


transportadoras actuales se originaron en un mundo previo de RNA, en el que sus zonas de . 


nucleótido podrían haber sido utilizadas para unirse a enzimas de RNA. A 
En las Figuras 2-58 y 2-61 se presentan ejemplos de tipos de reacciones de transferencia 
realizadas, respecuvamente, por las moléculas transportadoras activadas ATP (transieridora 
de fosfato) y NADPH (transferidora de electrones y de hidrógeno). Las reacciones de otras 
moléculas transportadoras activadas ieplican la transferencia de un grupo metilo, car- 
boxilo o glucosa, con propósitos biosintéticos (Tabla 2-5). Estos transportadores activados 
se generan mediante reacciones acopladas a la hidrólisis del ATP, como en el ejemplo de la 
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Figura 2-63 Reacción de transferencia de un 
grupo carboxio, que utiliza una molécula 
transportadora activada, La enzima piruvoto 
corboxilasa utiliza la biotina carboxllada para 
transferir un grupo cerboxilo durante la 
producción de oxalacetato, una molécula 
necesaría para el cicio del ácido cítrico. La 
molécula aceprora de esta reacción de 
trensferencia de grupo es el plruvato, Otras 
enzimas utilizan la biotina para transferir 
Grupos carbaxito a otras moléculas aceptaras. 
Es de destacar que la sintesis de la biotina 
carboxilada requiere energía derivada del 
AFP, Esta ceracterística es habitual en muchos 
transportadores activados. 
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Figura 2-63, Por consiguiente, la energía que facilita que sus grupos se utilicen para biosín- 
tesis procede en último término de las reacciones catabólicas que generan ATE En la sínte- 
sia de moléctlas muy complejas de la célula como ácidos nucleicos, proteínas y 
polisacáridos-- que analizareros próximamente, se dan procesos similares. 


La hidrólisis de ATP dirige la síntesis de polímeros biológicos 


Como hemos descrito, las macromoléculas de la célula constituyen la mayor parte de su 
masa seca, es decir, la masa no debida al agua (véase Figura 2-29). Estas moléculas están for- 
madas por subunidades (o monúmeros) unidas entre sí mediante reacciones de condensa- 
ción, en las que a partir de los dos campuestos que reaccionan, se liberan las constituyentes 
de una molécula de agua (OH más H). En consecuencia, la reacción inversa la rotura delos 


. tres tipos de polímeros- tiene lugar con la adición de agua (hidrálisis) catalizada por enzi- 
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Figura 2-44 Condensación e hidrólisis cargo 
reacdones opuestas. Las macromoléculas de 
la cétuta son polímeros que se forman a partir 
de subunidades (a monómeros) mediante 
una reacción de condensación y se 
descomponen mediante reacciones de 
hidrólisis. Las reacciones de condensación 
son reacciones energéticamente 
desfavorables. 
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síntesis de cada uno de estos tipos de polímeros biológicos supone la pérdida” 
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a reacción de hidrólisis es energéticamente fevozable, mientras que las reacciones 
vas requieren el aporte de energía (Figura 2-64). 

Los ácidos nucleicos (DINA y RNA], las proteínas y los polisacáridos son polímeros que 
se producen por la adición repetida de un monómero a un extremo de una cadena en ereci- 
miento. En la Figura 2-63 se indica cómo se sintetiza cada uno de esos tres tipos de macro- 
moléculas. En cada caso, la condensación depende de la energía de hidrólisis del nucleósida 
tifosfato. Excepto para los ácidos mucleícos, no se generan grupos fosfato como producto f- 
nal. Entonces, ¿cómo pueden estar acopladas las reacciones que liberan energía de la hidrá- 
lisis del ATP a la síncesis de polímeros? 


Pará cada tipo de macromolécula, existe una reacción catelizada por una enzima que se - 


parece a la reacción que hemos visto antes referente a la síntesis del aminoécido glutamina 
(véase Pigura 2-59). El principio es el miseno: el grupo OH que será Bberado en la reacción de 
tondensación es activado previamente reediante su participación en una unión rica en 
evergía con una segunda molécula, Sin embargo, los mecanismos reales que se utilizan pa- 
ta unir la hidrólisis del ATP a la síntesis de proteínas y polisacáridos son más corapiejos que 
los que se utilizan para la síntesis de glutamina, ya que ícomo se describirá en el Capítulo 6 
para la síntesis de proteínas) el enface final rico en energía que se rompe durante la etapa de 
condensación, se genera a través de una serie de imtermedianos ricos en energía, 

Cada transportador activado tiene unos límites y unas habilidades para impulsar una 
reacción blosintérica. El AG de la hidrólisis del ATP a ADE y fosfato inorgánico (P;) depende de 
la concentración de los compuestos que participan en la reacción, pero bajo las condiciones 
habituales de la célula, fiene un valor de entre-11 y -13 kealfmol (entre 46 y 34 ld mob. En 
principio, esta reacción de hidrólisis puede impulsar una reacción desfavorable que tenga un 
AG de, tal vez, + 10 kcal/rool, puesto que el AGde la reacción global es negativo, Sin embargo, 
para algunas reacciones biosintéticas, incluso —-13 kcal/mol podría no ser suficiente. En estos 
casos, la vía de hidrólisis del ATP se puede raodificar, de modo-que se produce AMP y piro- 
fosfato (PPy, el cual es hidrolizado en un paso posterior (Figura 2-46). El proceso completo 
posibilita un cambio de energía libre toral de uxas --28 kcal/mol. En la parte derecha de Ja 
Figura 2-87, se ¡hustra una importante tipo de reacción biosintética que se produce por este 
sisterna, la sintesis de ácidos nucleicos (polinucleótidos) a partir de nucieósidos trifosfato. 

Las reacciones de condensación repetitiva que producen macromoléculas pueden ori- 
ginarse de dos maneras distintas, según se desarrolle la polimerización porla cabeza o por la 
cola. En la polimerización por la cabeza, el enlace activo necesario para la reacción de con- 
densación está presente en el exxwemo del polímero que crece y, por lo tanto, debe ser rege- 
nerado cada vez que se añade un monómero. En este caso, cada monómero contiene el 
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Figura 2-66 Vía alternativa de la hidrólisis 
del ATP en la cual inicialmente se forma. 


— pirofosfato, que después es hidrolizado. . 
_ Esta vía libera cerca del doble de la cantidad 


de energia libre que se obtiene, a partir de 
ta reacción mostrada antertormente en la 


Figura 2-57, y forma AMP en lugar de ADR. 


(Aj Mediante dos reacciones de hidrólisis 
consecutivas, los átomos de oxigeno de . 
las moléculas de agua participantes son 
retenidas en los productos dela reacción, | 


como se indica, mientras que los átomos 


de hidrégeno se disacian formando lones 
hidrógeno libres (H*, no se muestral. 


" (8) Diaorama de la reacción global en 


forma resumida. 
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CATÁLISIS Y UTILIZACIÓN DE ENERGÍA POR LAS CÉLULAS 
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enlace activo que se utilizará para reaccionar con el siguiente monómero de la serie. En la 
polimerización por la cota, el enlace activo que transporta cada monómero se usa para su 
propia adición al polímero (Figura 2-68). 

En capítulos posteriores veremos que se utilizan ambos tipos de polimerización. Por 
ejemplo, la síntesis de nucleótidos y de algunos polisacáridos simples tiene lugar a través de 
ta polimerización por la cola, mientras que la síntesis de proteínas se lleva a cabo mediante 
polimerización por la cabeza. 


Resumen 


Las células vivas están altamente ordenadas y, por lo tanto, para crecer y sobrevivir deben generar or- 
den dentro de ellas mismas. Desde el punto de vista termodinámico, este fenómeno sólo es posible 
gracias a una entrada continua de energía, parte de la cual es cedida por las células a su entorno en 
forma de calor La energia procede, en último término, de la radiación electromagnética del sol, que 
impuisa la formación de moléculas orgánicas en los organismos fotosinmerizadores, como las plan- 
tas verdes. Los animales obiienen su energía ingiriendo estas moléculas orgánicas y oxidándolas en 
una serie de reacciones caralizadas enzimáticamente y acopladas a la formación de ATP -una mo- 
neda de cambio de energía de todas las células. 

Para hacer posible la producción continua de orden en las células, la hidrólisis energéticamen- 
te favorable del ATP se acopla a reacciones energéticamente desfavorables. En la biosíntesis de ma- 
cromoléculas, esto se consigue por la transferencia de grupos fosfato formando intermediarios 
fosforilados activos. Debido a que la reacción energéticamente desfavorable se convierte en energé- 


ticarmente favorable, se considera que la hidrólisis del 8TP impulso la reacción. Las moléculas poli-. 


POLIMERIZACIÓN POR LA CABEZA. lp. ej.. PROTEÍNAS, ÁCIDOS GRASOS) 


“cada monómero contiene un entace 
de alta energía que será utilizado para 
ta adición del monómero siguiente 
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Figura 2-67 La sintesis completa de un 
polinudeótido, RNA o DNA, estn proceso 
que se produce a través de varlas etapas, 
impulsado por la hidrólisis de ATP. 

En la prírnesa de las etapas, un nudeósido 
monofosforiado es activado mediante la 
transferencia secuencial de los grupos fosfato 
terminales de dos moléculas de APP, 
Elintermediario formado de alta energía 

—4n nudeósido trifosforlado- queda fílbbre 

en la solución hasta que reacciona con el 
extwerno en crecimiento de una cadena de 
ESA O de DNA, lo cual fíbera el pirofosfato. La 
hidrólisis de este pirofosfato formando dos 
moléculas de hctato inorgánico es muy 
favorable y favorece el impulso del conjunto 
de tá reacción en la dirección de la síntesis 
del pofinudeótido. Véase el Capítulo 5 para 
irás detalles, 


Figura 2-68 Orientación de los 
intermediarios activos en las reacciones de 
“condensación repetitivas que dan lugar a 
polímeros blológicos. El crecimiento de los 
polímeros por la cabeza se compara con $u 
akernativa, el crecimiento porla cota. Tal 
como se indica, estos dos mecanismos se 
utilizan para producir diferentes tipos de 
macromoléculas biológicas, 
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méricas como las proteínas, los ácidos nucleicos y los polisacáridos se forman. a partir de pequeñas 
moléculas precursoras activadas mediante reperidas reacciones de condensación, Otras moléculas 
activas, denominadas transpostadores activos o coenzimas, transfieren otros grupos químicos en el 
transcurso de la biosíntesis: por ejemplo el NADPE transfiere hidrógeno en forma de us protón y 
dos electrones (ion híbrido) riientras que el acetil CoA mrensfiere un grupo acetilo, 


CÓMO LAS CÉLULAS OBTIENEN ENERGÍA 
DE LOS ALIMENTOS 


Las células necesitan un aporte constante de energía para generar y mantener el orden bio- 
lógico que las rmnantiene vivas, procedente de los enlaces químicos de las moléculas de los 
mubrientes, los cuales, de esta forma, acuían como combustible para las células. 

Para poder ser utilizados por nuestras células tanto como fuente de energía como ele- 
mentos básicos de la construcción de nuestras propias moléculas, las protefnas, los Hpidos y 
los polisacáridos, que constituyen la mayor parte de los alimentos que ingerimos, deben ser 
descorapuestos en moléculas más pequeñas. La digestión enzimática descompone las gran- 
des moléculas poliméricas de los alimentos en sus unidades monoméricas: las proteínas en 
aminoácidos, los polisacáridos en azúcares y las grasas en ácidos grasos y glicerol Tras la di- 
gestión, las pequeñas moléculas orgánicas que derivan de los alimentos entran al citosol de 
las células, donde comienza su oxidación gradual 

Los azúcares son moléculas de combustible especialmente importentes y se oxidan en 
diversas etapas conuoladas hasta dióxido de carbono (CO) y agua [Figura 2-69). En esta 
sección trezamos les etapas principales de la hidrólisis, o catabolismo, de los azúcares y 
mostramos cómo se produce en las células animales el ATP, el NADE y otras moléculas 
transportadoras activadas. En las plantas, en los hongos y en muchas bacierías, funciona 
una via uy similar. Como comprobaremos la oxidación de los ácidos grasos es igual de írm- 
portante para las células. Otras moléculas como las proteínas, también se utilizan como 
fuentes de energía si son conducidas a través de mias enzimáticas apropiadas. 


La glucólisis es una vía central de producción de AFP 


El proceso principal de la oxidación de azúcares es la secuencia de reacciones conocida co- 
mo ghucólisis, del griego glykos, “azúcar” y lysis, “rotura.” La glucólisis produce ATP sin la in- 
tervención de oxígeno molecular (Oz gas). Tiene hugar en el citosol de la mayoría de las 
células, incluyendo algunos microorganismos anaerobios laquellos que pueden vivir sia 
usar oxígeno molecular). Probablemente la glucólsis se desarrolló en alguna etapa inicial 
de la historia de la vida, antes de que los organismos fotosintéticos introdujeran el oxígeno 
en la aunósfera. En la glucólisis, una molécula de glucosa, de seís átomos de carbono, es 
transformada en dos moléculas de piruvato, de tres átomos de carbono cada una. Por cada 


(A), Oxidación por etapas de un azúcar 
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í enfas células. - 
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Figura 2-69 Representación esquemática 
de la oxidación, controlada por etapas, de 
un azúcar en una célula, comparada con la 


- combustión corriente. (A) En la célula, las 


enzimas catalizan la oxidación a través de 
una seríe de pequeños pasos en los que la 
energía libre es transferida en paquetes 

del tamaño adecuado a las moléculas 
portadoras, por lo general ATP y NADH. En 
cada paso, una enzima controla la reacción 
y reduce la barrera de energía de activación 
que ha de superarse pare que pueda tener 
iugar ta reacción determinada. La energía 
libre total liberada es exactamente la misma 


" enfA) que en(B). Sietazócar se oxidara hasta 


CO» y 620 en un solo paso como en (B), 


_Aberaría una cantidad de energía mucho 
mayor de la que se podría capturar pea 
- poderla aprovechar. - 
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molécula de glucosa se hidrolizan dos moléculas de ATP que aportan la energía necesaria en 
los primeros pasos, pero en los últimos pasos se producen cuatro moléculas de ATP. Por lo 
tanto, al final de la glucólisis se produce una ganancia neta aproximada de dos moléculas de 
ATP por cada molécula de glucosa hidrolizada. 

La vía glucolítica se esquernatiza en la Figura 2-70 y se muestra con más detalle en el 
Panel 2-8 (pp. 120-121). La glucólisis implica una secuencia de 10 reacciones, cada una de 
las cuales produce un azúcar intermediario diferente y que está catalizada por una enzima 
Giferente, Como la mayoría de enzimas, estas reciben nombres que acaban en 254 omo 
isomerasa y deshidrogenasa que indica el tipo de reacción que catalizan, 

A pesar de que en la glhucólisis no participa el oxígeno molecular, se produce oxidación y los 
electrones son recogidos por el NAD* (produciéndose NADE) a partir de alguno de los carbo- 
nos derivados de la molécula de glucosa. El hecho de que el proceso se produzca en varias eta- 
pas Ébera la energía de dxidación en forma de pequeños paquetes, de manera que la mayor 
parte se almacena en moléculas transportadoras en lugar de serliberada en su totalidad como 
calor (véase Figura 2-69). Así, parte de la energía kberada en la oxidación produce la síntesis di- 
recta de moléculas de ATP a partir de ADP y P; y, otra parte, se mantiene en los electrones de la 
inolécula transportadora de elechones ricos en energía NADA. 

En el traoscurso de la glucólisis se forman aproximadamente dos moléculas de NADH 
por cada molécula de glucosa. En los organismos aeróbicos (aquellos que requieren oxígeno 
para vivio, estas moléculas de NADH ceden sus electrones a la cadena de transporte de elec- 
trones descrita en el Capítulo 14. Estos electrones son conducidos a través de esta cadena 
haste el oxígeno molecular (02), formando agua, y el NAD* formado a pertir del NADH se 
utiliza de nuevo en la ghucólisis (véase etapa 6 en el Panel 2-8, pp. 120-120). 


Ba. 


Figura 2-70 Esquema de la glucólisis. 
<666C> Cada una de las 10 etapas que se 
muestran está catalizada por na enzima 
diferente, Nótese que enla etapa 4 un azúcar 
de seís carbonos se rompe en dos azúcares 
de 3 carbonos, de forna que el número de 
moléculas que hay en tas etapas siguientes 
es el doble, Como se indica, en fa etapa 6 
empieza la fase de generación de energía 

de la glucótisis. Dado que al inicio se han 
hidrolizado dos moléculas de AYP, el balance 
neto de la glucosa es la formación de 2 ATP 

y 2NADH por cada molécula de glucosa 
aida también el Panel 2-8). 
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Las fermentaciones producen ATP en ausencia de oxígeno 


Para la mayoría de las células animales y vegetales, la glucólisis únicamente es un preludio 
de la fase final de la degradación de las moléculas de los alimentos. En estas células, el pinu- 
vato que se forma en la ghucólisis penetra con rapidez en las mitocondrias donde se COn- 
vierte en CO y H20. 

Sin embargo, en el caso de los organismos anaerobios que no utilizan oxigeno mole- 
cular y pueden crecer y dividirse sin él-la glucólisis es la fuente principal del ATP celular. Es- 
to también es cierto para algunos tejidos animales, como el músculo esquelético, que 
pueden contnuar funcionando a pesar de no disponer de oxígeno moleculas. En estas con- 
diciones anaeróbicas, el piruvato y el NADH permanecen en el citosol El piruvato se trans- 
forma en productos de excreción celular —gor ejemplo, en etanol y CO» en les levaduras 
utilizadas en la fabricación de cerveza y pan, o en lactato en el músculo. En este proceso, el 
NADH cede sus electrones y se transforma de nuevo en NAD”, Esta regeneración del NAD* 
es necesaria para mantener las reacciones de la glucólisis (Bigura 2-71). 

Estas vías anaeróbicas que permiten la producción de energía se denominan fermen- 
taciones. Los estudios de las fermientaciones con importancia comercial Hevadas a cabo con 
levaduras inspiraron la mayor parte de la bioquímica en sus estadíos iniciales. Los trabajos 
realizados en el siglo xxx condujeron, en 1896, al relevante descubrimiento de que estos pro- 
cesos podían estudiarse al margen de organismos vivos, en extractos cebulares, Este descu- 
brimiento revolucionario hizo posible estudiar y analizar cada una de las reacciones del 


" proceso de la fermentación. La reconstrucción corpleta de le glucólisis en la década de 1930 


fue el rnayor uiufo de la bioquímica y fue rápidamente seguido por el reconocimiento del 
papel central del ATP en los procesos celulares. Por lo tanto, la mayor parte de los conceptos 
fundamentales tratados en este capítulo se descubrieron hace muchos años. 
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Figura 2-71 Dos vías para la hidrólisis 
anaeróbica del plrtevato, (A) Cuando la 
cantidad de oxigeno presente no es 
suficiente, por ejemplo en una fibra muscular 
sometida a una contracción vigorosa, el 
piruvato producido en la giucólisis es 
transformado en lactato, como se muestra 
enla figura. Esta reacción restablece el NADF 
constemido en la erapa 6 de la glucólisis, 
pero toda la vía proporciona mucha menos 
cantidad de energía que la oxidación 
completa de la glucosa. (8) En algunos” 
organismos que pueden desarrollarse 
anaeróbicamente, como las levaduras, el 
piruvato es transformado en dióxido de 
carbono y etanol a través de acetaldehído, 
De nuevo, esta vía regenera el NAD? a partir 
del NADA, tal como se requiere para que la 
alucáfisis pueda continuar Tanto (A) como 
(83 son ejemplos de fermentaciones. 
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La ghucólisis hustra de qué forma las enzimas acoplan la oxidación 
dl almacenamiento de energía 


Volviendo a la analogía de la “rueda de palas” que hemos utilizado para ustrar las reaccio- 
nes acopladas (véase Figura 2-56), ahora podersos equiparar las enzimas a la rueda de palas. 
Las enzimas recogen la energía úel de la oxidación de las moléculas orgánicas acoplando 


osuna reacción energéticamente desfavorable con otra reacción energéticamente favorable, 


Para demostrar este acoplamiento, exarninemos una etapa de la glucólisis, 

Dos reacciones centrales de la glucólisis (etapas 6 y 7) transforman el amicar interme- 
diario de tres átomos de carbono, el gliceraldehído 3-fosfaro (un aldehído), en 3-fosfoglicera- 
to (un ácido carboxdlico; véase el Panel 2-8, pp. 120-121). Este proceso implica la oxidación de 
un grupo aldehído a un grupo ácida carboxilico, a través de una reacción que se produce en 
dos etapas. La reacción global libera tna canudad de energía bre suficiente para transfor- 
mar una molécula de ADP en ATP y para transterir dos electrones del aldehido al NAD*, ge- 
nerando NADH, y todavía se libera al medio ina cantidad de calor suficiente para hacer 
que la reacción global sea energéticamente favorable (la AG” para la reacción global es de 
2,0 kcal/irmob. 

En la Figura 2-72 se ilustra el mecanismo porel que se consigue este hecho remarcable 
de captación de energía. Las reacciones químicas que se indican están dinigidas de forma 
precisa por dos enzimas a las que se une fuertemente el azúcar intermediario. De hecho, co- 
mo se detalla en la Figura 2-72, la primera enzima (gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa) 
forma un enlace covalente de vida corta con el aldebído, a través de un grupo reactivo SH 
de la enzima, y cataliza su oxidación por el NAD* en este estado unido a la enzima. Entonces 
el enlace reactivo enzima-sustrato es desplazado por un ion fosfato inorgánico y se prodace 
un fosfato intermediardo de alta energía, que es liberado por la enzima. Este intermediario $e 
une a una segunda enzima (fosfoglicerato quinasa) la cual cataliza la rensferencia energén- 
camente favorable del fosfato rico en energia acabado de formar al ADE fonsando ATP y 
completando el proceso de oxidación de un aldebído a un ácido carboxílico. 

Hemos mostrado en detalle este proceso particular de oxidación porque es un claro 
ejemplo de almacenamiento de energía mediada por una enzima a través de reacciones 200- 
pladas (Bigara 2-73). Las etapas 6 y 7 son las únicas reacciones de la glucóksis que generan 
direcremente un enface de fosfato rico en energía a partir de fosfato inorgánico, Como tales, 
contribuyen el balance peto de dos moléculas de ATP y dos maléculas de NADH por cada 
molécula de glucosa (véase Panel 2-8, pp. 120-121). 

Como acabamos de ver, cuando un intermediario de la reacción contiene un fosfato 
más co en energía que elenlace fosfato del ATP se puede formar directamente ATP a partir 


de ADE Los enfaces fosfato se pueden ordenar según su enexgía, comparando la variación de ' 


energía libre estándar (467 para la rotura de cada enlace por hidrólisis. En la Figura 2-74 se 
comparan los enlaces fosfato anhidros ricos en energía del ATP con la energía de algunos 
otros enlaces fosfato, algunos de los cuales se generán durante la glucólisis, 


Los organismos almacenan moléculas de alimento 
en reservorios especiales 


Todos los organismos necesitan manteneruna relación ATP/ADP elevada para poder mante- 


ner un orden biológico en sus células. Adernás, el acceso al alimento de los animales única- 


mente es periódico y las plantas deben sobrevivir durante la noche, sia la luz solar, cuando no 
son capaces de producir azúcares por fotosíntesis. Por esta razón, tanto las plantas como los 
animales traosforman azúcares y grasas en formas especiales de reserva (Figuica 2-75). 

Para poder sobrevivir a largos periodos de ayuno, los animales almacenan ácidos prasos 
en forma de gotas compuestas por triacilgliceroles, insolubles en agua, especialmente en el 
citoplasma de células especializadas del tejido adiposo, denominadas adipocitos. Para al- 
macenarientos a más corto plazo, almacenan azúcares en forma de subunidades de gluco- 
sa en forma de glucógeno, un gran polisacárido rarcificado que está presente en forma de 
pequeños gránulos en el citoplasma de muchos tipos celulares, incluidos los del hígado y 
del músculo. Tanto la síntesis como la degradación del glucógeno están reguladas rápida- 
mente de acuerdo con las necesidades. Cuando ena célula necesita más cantidad de ATP del 
que puede generar a partir de las moléculas de alimento que se encuentran en la sangre, de- 
grada glucógeno a través de reacciones que producen glucosa 1-fosfato, la cual es rápida- 
mente transformada en glucosa 6-fosfato. 
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gliceraldehido ; a 

Fosfato Se foreáa un entace covalente entre 

el allceraldebido 3-4fosfato 

Ñ fel sustrato) y el grupo SH de una 

ds —sH cstelna de la cadena lateral de la 
+ enzima gliceraldehído 3-4osfato 

deshidrogenasa, que termbién 

une NAD? de forma no covalente. 


La oxidación del gliceraidehido 
3-fostato se produce al transterirse 
dos electrones más un átomo de 
hidrógeno lion hidruro, véase 
Figura 2-60) desde el gkiceraldenido 
Hostfato al enlace NAD*, formando 
NADE. Así, una parte de la energía 
Eberada por la oxidación del 
Ñ aldehido se almacena en 
enlace rico en energía el NADH y otra parte se utiliza 7 
(tioéster) para la conversión delentace 
entre la enziina y su susteato 
oliceraidehido 34osfato en un 
entace ticéster rico en energía. 


fosfato 

Una molécula de fosiato 
' inorgánico desplaza el enlace 
—OH rico en energía que tiene la enzima 
y genera 1,3-bisfosfeglicerato con 
un enface acitanhidrido 
HO— PENO tico en energía. 
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HO - (== 1,3-bistorfoglicerato 
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RIBOSA 
ARIBOSA 


3-jostogilcerato 


——— A UA 


Ef enlace fosfato rico en energía es 
transferido al AD? y forma ATP. 


y 


La mayor parte de la energía de .. 
oxidación se ha almacenado en las 


moléculas transportadoras ATP y MADE, 


Figura 2-72 Almacenamiento de energía 
en des etapas 6 y 7 de la glucólisiz, En estas 
etapas, la oxidación de un aldehído a £cido' 
cerboxílico se acopla a la formadén de ATP 
y NADH. (8) La etapa 6 se inicia con la 
formación de un entace covalente entre el 


" sustrato fgliceraldehido 3-fosfato) y un grupo 


-SH situado sobre la superficie de la enzima 
tgkceraldehído 3-Hostato deshidrogenasa). 
Entoncez la enzima cataliza la transferencia 
del hidrégeno fen forma de lon nidruro; un 
protón más des electrones) desde el 
aliceraldehiído 3-fosfato unido e una 
molécula de NAD*. Parte de la eneraía 
liberada en esta oxidación se utiliza para 
forraar una molécula de NADA y otra parte 
se utiliza para traastormar el enface original 
entre la enzima y su sustrato en un entace 
tioéster de alta energía (mostrado en rojo). 
Luego, una molécula de fosfato inorgánico 
desplaza este enfece rico en energía de la 
enzima y genere en su lugar un enface 
azúcartosfato rico en energía rojo). 
tfegado a este punto, la enzima no sólo ba 
simacenado energía (en el NADA), sino 
que también ha acoplado la oxidación, 
energéticamente favorable, de Uh eldehido a 
la formación enesgeticamente desfavorable 
de un enlace fosfato tico en energía, La 
segunda reacción ha sido impulsada por 

la primera, actuando así como la “rueda de 
palas” acopfadora de la Figura 2-56. 

En la reacción de la etapa 7, el intermediaria 
azúcar-fostato rico en energía acabado de 
format, el 1,3-Distosfoglicerato, se Une a una 
segunda enzima, la fosfogficerato quinasa. 
El fosfato reactivo es transferido a ADP. 
forma una molécula de ATP y deja un grupo 
carboxilo bre en el azúcar oxidado. 

(8) Resumen del cambio químico global 
producido por las reacciones 6 y 7 
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Figura 2-73 Representación esquemática 
delas reacciones acopladas que forman 
NADH y ATP en las etapas € y 7 de la 
alucófisis. La energía de oxidación del enlace 
C-H impulsa la formación de NADH y de sm 
enlace fosfato fico en energía. Entonces, la 
hidrólisis del enface rico en energía impulsa 
la formación de ATR. 


fosfoenolpiruvato 
luésse Panal 2-8, 
pp. 120-128) 


por ejemplo, 
1,3-Hifosfoglicerato 
(véase Panel 2-8) 


creatina fosfato 
(transportador activado 
que alrmacens energla 
en el músculo) 


por ejemplo, 
el ATP cuando se 
hidroliza a ADP 


por ejemplo, 
glucosa E-fosfata 
(véase Panel 2-8) 
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Figura 2-74 Los enlaces fosfato tienen energías diforentes. Se muestran ejemplos de diferentes dpos de enfaces fosfato con sus lugares de hidrólisis 
fracléculas de la l2quíerda). Las que empiezan con un átomo de carbono gris únicamente muestran una parte de la molécula. A la derecha se muestran 
ejemplos de moléculas que contienen enfaces del tipo de que se trata, con fa veríación de energia libre de hidrólisis en kilocalorías [entre paréntesis en 
kilojoules). La transferenda de un grupo fosfato desde cuaiquier molécula a otra es energéticamente favorable sita variación de energía libre estándar 


- (AG? pera la hidrólisis debenlace fosfato de la primera molécula es más negativa que la de la hidirófisis del enlace fosfato de la segunda molécula, Asi, 


por ejemplo, un grupo fosfato es wansferido fáclimente del 1,3-bifostoglicerato al ADP para former ATP La reacción de hidrólisis puede ser interpretada 


como la trensferencia del grupo fosfato al agua. 


poa 
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Figura 2-75 Almacenamiento de azúcares ; 
y grasasen células animales y vegetales. : 
(A) Estecturas del almidón y del glucógeno, : 
la forrna de alrmacenaralenta de azúcares en “ 
las plantas y anámales, respecidramente. 
Arnios son polímeros de reserva del azúcar 
glucosa y sólo se diferencian en la frecuencia 
de las ramificaciones da región en ernarillo se 
muestra debajo, ampliada) El glucógeno 
presenta riuchas enás rareificaciónes que el 1 
alrráidón. (8) Electeomicragrafía de gránulos 1 


grárados de 4 
glucógeno ie 


de urna célula 
del hígado 


t de atucégeno en el toplasma de una célula E 
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ramificación los gránulos de almidón y las gotas de lipido 

acumulados como resultado de la biosíntesis 

producida, (0) Gotas de grasa (teñidas en 

rojo) que comienzan a acuedarse en células 

adiposas durante el desarrollo de ten animal. 

(8, cortesía de Robert Plerterick y Daniel S. : 
Friend: €, cortesía de Ronald la. Evaris y 
Peter Totonoz) : . 
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Cuanútativamente, para los animales la grasa es un almacén de energía más inportan- 
te que el glucógeno, probablemente porque constituye tn abmacenarmiento más eficiente. 
PE La oxidación de un gramo de grasa libera una cantidad de energía aproximedamente el doble 
A que la oxidación de un gramo de glucógeno. Además, el glucógeno se diferencia de la grasa en 
o que se ue 4 uma gran cantidad de agua, de forma que para almacenar la misma cantidad de 
ha energía que la grasa se necesita una cantidad de glucógeno seis veces meyor. Un humano 
pá adulto medio almacena una cantidad de glucógeno suficiente para aproximadarente un día 


ó Pe de actividad normal, peco ma canudad de grasa suficiente como mínimo para un mes, 51 
: 5 nuestras reservas de energía se tuvieran que almacenar en forma de glucógeno en hugar de 
el hacerio en forma de grasa, nuestzo peso corporal se incrementaría unos 27 kilos, 

E Ó A pesar de que las plantas producen NADPH y ATP a través de la fotosíntesis, este ie 


portante proceso ocurre en un orgénalo especializado llamado cloroplasto, el cual se en- 
cuentra aislado del resto de la célula vegetal mediante una menibrana que es impermeable 
a4rmbos tipos de transportadores activados. Además, la planta contiene muchos otros tipos 
celulares (como todos los de las raíces) que no denen cloroplastos, por lo que no pueden 
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producir sus propios azúcares. Par lo tanto, para la mayor parte de sue producción de ATR la 
planta requiere un sistema de exportación de azúcares desde los cloropiastos hasta las mú- 
tacondrias, localizadas en todas las células de la planta. La mayor parte del ATP que necesi- 
ta la planta se sintetiza en estas mitocondrias utilizando exactamente los mismos procesos 
para la degradación oxidativa de los azúcares que los organismos no fotosintéticos y se 
transporta desde ellas al resto de las estulas (Figaunea 2-76), 

Durante los periodos de exceso de capacidad fotosirtética (durante el día) los clora- 
plastos transforman parte de los azvicares que han sintetizado, en grasas y en almidón, un 
polímero de glucosas análogo al glucógeno de los antuales. Las grasas de las plantas son 
tedaciigliceroles, exactamente igual que en el caso de los animales, y únicamente se diferen» 
cian en los tipos de ácidos grasos que predominan. Tanto las grasas corno el almidón se al- 
macepan en los cloroplastos camo reservorios que serán movilizados como fuente de 
energía durante los periodos de oscuridad (véase Figura 2750). 

Los embriones, situados dentro de las semillas de las plantas, tienen que vivir a expensas 
de los almacenes de energía durante periodos prolongados, hasta que germinan y producen 
hojas que pueden captar energía solar. Por esta razón 2 menudo lás sernillas de las plantas 
contienen cantidades de grasa y de almidón especialmente elevadas, lo cual las convierte en 
importantes fuentes de alimento para los animales, incluidos nosotros mismos figura 2-77). 


La mayoría de las células animales, entre periodos de alimentación, 
obtienen su energía de las grasas 


Tras una ingesta, la mayor parte de la energía que necesita un animal se obtiene a partir de 
los azúcares procedentes del alimento ingerido. El exceso de azúcares, silo hay, se utiliza pa- 
xa volver 4 lenar los almacenes vacios de glucógeno o para simetizar grasa. Pero pronto se 
utiliza la grasa almacenada en el tejido adiposo y porla mañana, tras el ayuno dela noche, la 
mayor parte del ATP que necesitamos procede de la oxidación de los ácidos grasos. 

Unos bajos niveles de glucosa en la sangre disparan la degradación de grasa para la ob- 
tención de energía. Cono se ilustra en la Figura 2-78, los tiaciigficeroles almacenados en 
las gotas de grasa de los adipocitos son hidrolizados produciendo ácidos grasos y glicerol; es- 


tosácidos grasos liberados son transferidos a las células del organismo a través de la sangre. 


Figora 2-76 Córno se fabrica el ATP 
necesario para el metabolismo de a 
mayoría de las células vegetales, En las 
plantas, los cloroplastos y las mitocondrias 
colaboran entre sí aportando metabolitos 
y PIP a las célutas (para más detalles véase 
el Capítulo 14), 


Figura 2-27 Algupras semillas de plantas 
que se utilizan como alimentos importantes 
para jos humanos. El enalz, las nueces y los 
guisantes contienen importantes reservas 

de almidón y de grasa en fas semillas, que 
proporcionan al embrión de la ruieva planta, 
energía y unidades para la biosíntesis. 
(Cortesía de la Jokin innes Foundation,) 
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Sin embargo, los animales pueden transformar azúcares en grasa pero no grasa en azúcares. 
Por este motivo, estos ácidos grasos deben ser oxidados de forma directa. 


Los azúcares y las grasas son degradados a acetil CoA 
en la mitocondria 


En el metabolismo aeróbico, el piruvato, producido por la glucólisis a partir de los azúcares 
en el citosol, se transporta al interior de la mirocordría de las células eucariotas y es rápida- 
mente descarboxilado per un complejo gigante de tres enzimas, denomiuado complejo pi- 
nevato deshidrogenasa. Los productos resultado de la descaxboxlación del pinivato son una 
molécula de CO, (un producto de deshecho), ima molécula de NADH y una de acetil CoA 
(Eigura 2-79). 

Los ácidos grasos importados desde la sangre son trasladados hasta la mitocondria y 
oxidados (Figura 2-80). Cada molécula de ácido graso (en forma activada acil graso CoA) es 
hidrolizada por completo mediante un ciclo de reacciones que cada vez elimina dos átomos 
de carbono de su extremo carboxilo y genera una molécula de acetil CoA en cada vuelta del 
ciclo. En este proceso también se produce una molécula de NADA y una de FADH2 
(Figura 2-81). 


+12 dimeros de 
+6 díimeros de piruvato descarboxilesa 
dihidrolipail 


deshidrogenasa 


3 trimeros de Ñ 
lipoamida reductasa» 
transacetilara 


8) 
cu,cÍ LoA—SH 
p NA 
piruvato LO oO 
“co cm.cA 
a Ei 
SCA 
acetil COA 
m 


Figuera 2-78 Córmno ze moWéMlizan en apinvoles 
las grasas acumuladas pera la producción 
de energía. Los niveles bajos de glucosa en la 
sangre disparan le hidrólisis de las moléculas 
de triacitoliceroles de las gotas de grasa, 
produciendo ácidos grasos y glicerol. Estos 
ácidos grasos entran en la circulación 
sanguínea donde se unen a la albúmina 
sérica, una abundante protelra de la sangre. 
Entonces, unos transportadores de ácidos 
grasos, proteínas especiales de la merntbrana 
plasmática de las células que oxidan ácidos 
grasos como las células del músculo, 
permiten que estos ácidos grasos pasen al 
citosol, desde donde se desplazan hasta la 
mitocondiía para la producción de energía 
(véase la Figura 2-80) 


Figura 2-79 Oxidación del piruvato a acetil 
CoA y CO. (A) Estructura del complejo 
piruvato deshidrogenasa, que contiene 

$0 cadenas polipeptídicas. $e trata de 

un ejermplo de un gran complejo 
multdenzimétco en el que los intermediarios 
de la reacción pasan directamente de tina 
enáma a otra, En células eucarlotas se . 
localiza en la mitocondtía. (8) Reacciones 
catalizadas por el complejo de la piruvato 
deshidrogenasa. El complejo transforma * 

el piruvato en acetib CoA, en fa matriz 
iritocondrial; en esta reacción también se 
produce NADHL A, B y Cson las tres enzimas 


" piruvato descorboxilasa, lipoarnida reductasa 


transacetilasa y dihidrolipoll deshidrogenasa, 


— respectivamente, Estas enzimas, sus 
"actividades y la relación entre ellas 
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Figura 2-80 Rutas para la producción de acetil CoÁ a partir de saficares y grasas. Las raltocondrias de las células 


eucariotas son el lugar de producción del acetil CoA a partir de los dos principales tipos de 


moléculas de putdentes. 


a : Porto tanto, es el lugar en el que se produce la mayorla de reacciones de oxidación de la célula y la mayor parte de su 
ATP La estructura y la función de la mitocondría se traten enel Capítulo 14, 


Los azúcares y las grasas constituyen las principales fuentes de energía para la mayoría 
de organisrios no totosintéticos, incluyendo el hombre. Sin embargo, la mayor parte de la 
energía útil que puede ser extraída de la oxidación de arabos tipos de nutrientes permanece 
almacenada en las moléculas de acetil CoA que se producen en los dos tipos de reacciones 
que acabarsos de describir. Por lo tanto, el ciclo de reacciones del ciclo del ¿cido cítrico, en 
el que el grupo acetil del acetil CoA es oxidado a COz y H20, es en proceso central en el me- 
tabolismo energético de los organismos aeróbicos. En las células eucariotas todas estas 
reacciones tíenen lugar en la mmitocondria. Por lo tanto no nos debe sorprender que la rmmito- 
condria sea el lugar donde se produce la mayor parte del ATP de las células animales. En 
cambio, las bacterias aeróbicas realizan todas sus reacciones en un solo cormpartimiento, el 
citosol, en el que tiene lugar el ciclo del ácido cítrico en estas células. 


El dde del ácido cítrico genera NADH mediante la oxidación 
de grupos acetilo hasta CO) 


En el siglo xax, se observó que en ausencia de aire (condiciones anaeróbicas) las células pro- 
ducen ácido láctico tp. ej, en el músculo) o etanol (p. ej, en las levaduras), mientras que en. 
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Figura 2-87 Oxidación de los ácidos grasos 
a acetil CoA. (A) Electromicrografía de una 
gota de grasa en el citoplasma (arriba) 

y la estructura de fas grasas (debajo). Las 
grasas son triacilgficerales. La parte del 
giícerol, a la que se unen tres ácidos grasos 
mediante enlaces éster, se muestra en azul. 
Las grasas son insolubles en agua y forman 
grendeas gotas de lípicio en las células grosas 
especializadas denominadas adipocitos) 

en las que se almacenan. (B) Ciclo de. 
oxidación delos ácidos grasos. El ciclo está 
catalizado por una sere de cuatro enzimas 
ena rmitocondria. Cacla vuelta del ciclo 
disminaye la longitud de fa cadena de ¿cido 
graso en dos carbonos (mostrado en rojaj y 
genera una molécula de acetil CoA, una 
molécula de NADA youna de FADH, La 
estructura del FADHA, puede consultarse.en la 
Figura 2-833. (A, cortesía de Daniel 5. Friend.) 
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presencia de oxigeno (condiciones aeróbicas) consumen O y producen CO y H20. Los es- 
tudios para definir las vías del metabolismo aeróbico, que se centraron en la oxidación del 
piruvaro, Bevaron en 1937 al descubrirciento del ciclo del ácido cítrico, también conocida 
como ciclo de los ácidos tricarboxílicos o ciclo de Krebs. En la mayor parte de las células, el ci- 
cío del ácido cítrico leva a cabo alrededor de dos terceras partes de toda la oxidación de 
compuestos de carbono y sus principales productos finales son CO» y electrones ricos en 
energía eu forma de NADE. El CO» es liberado como un producto de desecho, mientras que 
los electrones ricos en energía del NADH se transportan a través de una cadena de transpor- 
te de electrones tunida a la membrana (se describe en el Capítulo 14) y finalmente sé combi- 
nan con el Oz produciendo H20. Á pesar de que el ciclo del ácido cítrico por sí mismo no 
utíliza O, necesita Oz porque no existe ninguna otra vía eficiente para que el NADA pueda 
desprenderse de sus electrones y generar así el NAD* necesario para mantener el ciclo fim- 
cionando. 


El ciclo del ácido cítrico tiene lugar en el interior de la mitocondría de las cétulas euca-, 


riotas y produce la oxidación completa de los átornos de carbono de los grupos acetilo del 
acetil CoA, transformándolos en COz, pero el grupo acetilo no se oxida directamente. Por el 
contrario, el grupo acetilo es transferido desde el acetil CoA hasta una molécula mayor, de 
cuatro carbonos, el oxalacerato, formando el ácido tricarboxdlico de seis carbonos, el ácido 
cítrico, que da nombre al siguiente ciclo de reacciones. Entonces, la molécula de ácido citxi- 
co se oxida gradualmente y permite que la energía de esta oxidación sea utilizada para pro- 
ducix moléculas transportadoras ricas en energía. La cadena de oche reacciones forma un 


* ciclo, porque al final de ellas, se regenera el oxalacetato, que inicia una nueva vuelta del ciclo, 


tal como se esboza en la Figura 2-82, 

Sólo se ha comentado hasta ahora uno de los wes tipos de moléculas transportadoras 
que se producen en el cicio del ácido cítrico, el par NAD*-NADE fvéase la Figura 2-60). Ade- 
más de las tres moléculas de NADH, en cada vuelta del ciclo también se produce una molé- 
culáa de FADAE) (Mavina adenina dinucleótido reducido) a partir de FAD y na molécula del 
xibonucietido E TP (guanosina trifosfato) a partir de GDP En la Figura 2-83 se lustran las 
estructuras de estas dos moléculas transportadoras activadas. El GTP está estrechamente re- 
lacionado con el ATP y la cransferencia de 8u grupo fosfato terminal al ADP produce una mó- 
lécuda de ATP en cada una de las vueltas. Como el NADA, el FADH> es un transportador de 
electrones ricos en energía y de hidrógeno. Como se ha comentado, la energía que se alma- 
cena en los electrones fícibmente transferibles del NADH y del FADH) será utilizada pare la. 
producción de ATP mediante el proceso de fosforilación oxidariva, el único paso en el cata- 
bolisrao oxidativo de los alimentos que requiere direcramente oxígeno gas (02) procedente 
de la atmósfera, 
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RESULTADO NETO: UNA VUELTA DEL CÍCLO PRODUCE TRES NADH, 
UN GTP Y UN FADH), Y SE LIBERAN DOS MOLÉCULAS DE CO 


Figura 2-82 Visión simplificada del cido del 
ácido cítrico. <TAGT> La reacción del acetil 
CoAÁ con el oxalacetato inicia el ciclo con la 
producción de citrato (ácido cítrico). En cada 
vuelta del ciclo se producen dos moléculas 
de CO, como productos de desecho, más tres 
moléculas de MACH, una molécula de GTP y 
una molécula de FADH. El número de 
fromos de carbono de cada intermediario 

se muestra dentro de un rectángulo amarilla, 
Para más detalles sobre el proceso completo, 
véase el Panel 2-9 (pp. 122-123). 
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En el Panel 2-9 (pp. 122-123) se presenta el ciclo del ácido cítrico completo. Es el agua y 
no el oxígeno molecular la que aporta los átomos de oxígeno necesarios para producir CO, 
a partir de los grupos acetil que entran en el ciclo del ¿cido cítrico. Coma se ilustra en el pa- 
nel en cada ciclo se rorapen tres moléculas de agua y los átomos de mógeno de algunas de 


ellas se ttllizan finalmente para producir CO». 
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Además del piruvato y de los ácidos grasos, algunos aminoácidos pasan del citosol al 
interior de la mitocondria, donde son transformados en acetil CoÁ o en otros intermediarios. 
Así, en las céhulas eucariotas las reitocondrias son el centro de todos los procesos producto- 


res de energía, tanto sí comienzan en azúcares, en grasas 0 en proteínas. 


Tanto el ciclo del ácido cítrico corno la glucólisis actúa como puntos de origen de ixn- 
portantes reacciones biosintéticas, debido a que en él se producen compuestos vitales, co- 
mío el oxalacetato y el a-cetoglutararo, Algunos de estos compuestos producidos par el 
catabolismo son transferidos de nuevo desde la mitocondria al citosol, donde se utilizan en. 
reacciones anabólicas como precursores de la síntesis de algunas moléculas esenciales, co- 


mo por ejemplo los aminoácidos (Higura 2-84). 
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Figura 2-83 Estructura del GTP y del FADHa, 
(A) El GTP y el GOP estár muy relacionados 
con el ATP y el ADR respectivamente. (8) El 
FADH, es in transportador de hidrógenos 

y de electranes ricos en energía, coma 

el MADH y el MADPH, Aquí se muestra en 

su forma oxidada (FAD) con los átomos 
transportadores de electrones resaltados 

en amarillo, 7 


Figura 2-84 La glucólisis y el ciclo del ácido 
citrico proporcionan los precitrsores 
necesarios para la síntesis de varias 
recléculas brolágicas importantes. 

Los aminoácidos, los nucieótidos, los Hpidos, 
los azúcares y otras moléculas —en cuanto 
productos- sirven a su vez de precursores de 
muchas otras macromoléculas de la célula. 
En este diagrama cada flecha negra designa 
una reacción catalizada por una enzina; 
generalmente las flechas rojas representen 
vias de varias etapas que son necesarias 
para producir los productos indicados, 
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El transporte de electrones imputsa la síntesis de gran parte 
del ATP en la mayoría de las células 


La mayor parte de la energía química se libera en la última etepa de la degradación de tina 
molécula de nutriente. En este proceso final, los transportadores de electrones NADH y 
FADH, transfieren los electrones que han ganado, al oxidar otras moléculas, a la cadena 
de transporte de electrones, la cual se encuentra embebida en la menbrana interna de la 
mitocondria (véase Figura 14-10). A medida gue los electrones pasan a través de esta larga 
cadena de aceptores de electrones especializados y de moléculas dadoras, van cayendo su- 
cesivarmente a estados energéticos inferiores. La energía que se libera en este proceso bom- 
bea iones H* (protones) 4 través de la membrana —desde el compartimiento interior 
mitocondrial hacia el exterior (Figura 2-85)- y genera un gradiente de lones H*, Este gra- 
diente se utiliza como fuente de energía, como una batería, que se utiliza para impulsar una. 
gran variedad de reacciones que requieren energía. La más destacada de estas reacciones es 
la formación de ATP mediante la fosforilación del ADP 

Al final de esta serie de transferencias electrónicas, los electrones se transfieren a molé- 
culas de oxigeno pas (02) que han difindido al interior de la mitocondria, los cuales se 
combinan simultáneamente con protones (H*) de la solución circundante para producir 
moléculas de agua. En este momento, los electrones han alcanzado sus niveles energéticos 
más bajos, de forma que al ser oxidada se ha extraído toda la energía disponible de la molé- 
cula de nutriente, Este proceso, denominado fosforilación oxidativa (Figura 2-86), también 
tiene lugar en la mernbrana plasmática de las bacterias. De hecho, se trata de uno de los lo- 
gxos más remarcables de la evolución celular, y será el tema central del Capítulo 14. 

En resumen, la célula utiliza la oxidación completa de una molécula de glucosa hasta 
H20 y COz para producir unas 30 moléculas de ATP En cambio, en la ghucólisis sólo se pro- 
ducen 2 moléculas de ATP por molécula de glucosa. 


Los aminoácidos y los nucleótidos forman parte 
del ciclo del nitrógeno 


Hasta el momento, nos hemos centrado principalmente en el metabolismo de los caxboki- 
dratos y no hemos tratado todavía del metabolismo del nitrógeno o del azufre, Estos dos ele- 
mentos son constituyentes importantes de las macromoléculas biológicas. Los átomos de 
nitrógeno y de azufre pasan desde un compuesto hasta otro y entre los organismos y su am- 
biente a través de una serie de ciclos reversibles. 

Aunque el nitrógeno molecular es abundante en la atmóstera terrestre, químicamente 
no es reactivo como gas. Sólo algunas especies vivas son capaces de incorporarlo a molécu- 
las orgánicas; este proceso se denomina Sijación del nitrógeno. La Ejación del nitrógeno tie- 
ne lugar en ciertos microorganismos y en algunos procesos geofísicos, como por ejerpio la 
descarga de un rayo. Es esencial para toda la biosfera, pues sin esta fijación no existiría la vi- 
da en este planeta. Pero el producto de la fijación del nitrógeno atmosférico únicamente 
constituye una pequeña parte de los compuestos nitrogenados de los orgartismos actuales. 
La mayor parte del nitrógeno orgánico ha estado en cireulación durante mucho tiempo, pa- 

'sando de tn organismo vivo a atro. Por consiguiente se puede decir que en la actualidad las 
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Figura 2-85 Generación de un gradiente de 
H? a través de la membrana mitocondrial, 
mediante las reacciones de transporte de 
electrones. Un electrón altemente energético 
(derivado, por ejemplo, de la oxidación de 
un metabolito) pasa secuencialmente por los 
transportadores A, B y Chasta un estado 

de menor energía. En este diagrama, el 
transportador 8 está dispuesto en la 
membrana de forma que, a medida que + 
pasa el electrón, capta un H* de un tado 

de la membrana y fo libera en el otro lado. 

El resultado de elía es un gradiente de H*, 
Coro se explicará en el Capítulo 14, este 
gradiente es una importante forma de 
energía que es aprovechada por otras 
proteínas de membrana para impulsar 

la formación de ATP. 


Figura 2-86 Los pasos finales de la 
oxidación de fas moléculas de nutrientes. 
Las moléculas de NADH y de FADH, tel 
FADH> no se muestra) se producen en el ciclo 
del ¿cido cítrico. Estos gansportadores 
activos ceden los electrones ricos en energía, , 
que posteriormente serán utilizados para 
reducir el oxigeno gas 2 2gta. La mayor. 
parte de la energía que se libera durante la 
transferencia de electrones a lo largo de 

una cadena de transporte de electrones en 

le membrana mitocondrial interna fo en la 
membrana plasmática de las bacterias) se 
utiliza para impulsar la síntesis de APP 

-de aquí el nombre de fosforilación 

axidativa (véase el Capitulo 14]. 
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reacciones de fijación del nitrógeno realizan la función de mantener Hena al máximo la re- LOS AMINOÁCIDOS ESENCIALES 
Es total de mae nnO: Sa a Fes, E . TREONINA E 
os venebrados prácticamente reciben todo su rdtrógeno a través de la ingesta de poo" ME 
teínas y ácidos nucleicos, En el cuerpo, estas macromoléculas se transforman en sus cOna- TI. A Me 
ponentes aminoácidos y nucleótidos; el nitrógeno que contienen se usa en la producción LISINA 
de nuevas proteínas y ácidos nucleicos o es utilizado para fabricar otras moléculas. Aprox- NS 
madamente la mitad de los 20 aminoácidos existentes en las proteínas son aminoácidos o 
esenciales para los vertebrados (Pigerca 2-47], lo que significa que no pueden ser sintetiza- LEUCINA 3 
dos a parti de otros ingredientes de la dieta. El resto se sintetizan a partir de una gran varie- o 
dad de materiales precursores, que incluyen a los intermediarios del ciclo del ácido cítrico MO RA. 
descritos. Los aminoácidos esenciales son producidos por las plantas y por otros organis- HISTIDINA._ 8 
mos, por lo general a través de vías largas y energéticamente costosas que en el transcurso de FEMILALANINA — $ 
la evolución de los vertebrados se han perdido. al 
Los nucleótidos necesarios para fabricar RINA y DNA se sintetizan a través de rutas bio- a  APTÓFANO 8 
sintéticas especializadas. Todo el vitrógeno de las bases porínicas y pideidínicas lasí como o 
parte del carbono) derivan de distintos aminoácidos como la glutamina, el ácido aspártico y. Figura 2-87 Los nueve aminoácidos 


esenciales, Estos aminoácidos no pueden ser 
sintetizados por las células humanas por lo 
que han de ser adquiridos en la dieta. 


la glicina, mientras que la ribosa y la desoxirribosa se obtienen a partir de la glucosa. No hay 
“nucleótidos esenciales” que hayan de ser adquiridos a través de la dieta, . 

Los aminoácidos no utilizados en la biosíntesis pueden ser oxidados y generar, en con- 
secuencia, energía metabólica. La mayoría de sus átomos de carbono y de hidrógeno far- 
man finalmente CO, y HO, mientras que sus átomos de nitrógeno pasan a través de varias 
formas hasta aparecer en forma de urea, que es excretada. Cada aminoácido se transtorina 
de una manera diferente y para su catabolismo existe toda una constelación de reacciones 
enzimáticas, 

El azufre es abundante en la Tierra en su forma más oxidada, el sulfato (SO. Para 
transformarlo en formas ullizables para la vida, el sulfato debe ser teducido a sulfuro (S%, e E 
el estado de oxidación del azufre necesario para la síntesis de moléculas biológicas esencia” E 
les, como los arningácidos metionina y cisteína, el coeozima A (véase la Figura 2-62) y los 
centros de hienro-azufre esenciales para el transporte electrónico (véase Figura 14-23). El 
proceso empleza en las bacterias, hongos y plantas, en los que un grupo especial de enzimas 
utílizan ATP y poder reductor para generar un proceso de asimilación de azufre. Los hurma- 
nos y otros animales no podemos reducir sulfato, por lo que hemos de adquirir el sulfuro ys 
que necesitamos para muestro metabolismo en los alimentos que lngerimos, | 
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El metabolismo está organizado y regulado 


3e puede apreciar el grado de complejidad de una célula considerada como una máquina ] 
química, a partir de la relación de la glucólisis y del ciclo del ácido cítrico con otras vías me- |] 
tabólicas esquematizadas en la Figueca 2-88. Este tipo de esquerna que ya se utilizó anterior- 

mente en este capítulo como introducción al metabolismo, sólo representa algunas de las . á | 
vías engimáticas de una célula. Es obvio que nuestra descripción del metabolismo celular : 
sólo ha tratado una minúscula fracción de la química celular. , | 

Todas estas reacciones se producen en una célula que tiene un diámetro inferior a 
0,1 un y cada reacción necesita una enzima diferente. Como se deduce de la Figura 2-88, a 
raenudo una misma molécula puede formar parte de diferentes vías. El piruvato, por ejera- 
pla, es sustrato de media docena o más de enzimas diferentes, cada una de las cuales lo mo- 
difica químicaraente de una manera diferente. Una de estas enzimas uansforma el piruvato 
en acetil CoA, otra en oxalacetato; uma tercera enzima transforma el piruvato en el aminoá- 
cido alanúna, una cuarta en lactato, y así sucesivamente. Todas estas vías diferentes entrañ en 
competencia por una misma molécula de piruvato. Competencias similares a ésta se produ- 
cen simultáneamente por otros miles de moléculas pequeñas. 

La situación es aún más complicada en los organismos pluricebtares. Distintos tipos 
celulares requieren, en general, grupos de enzimas ligeramente diferentes. A su vez diferen" 
tes tejidos contribuyen de forma distinta a la química del organismo en su conjunto, Además 
de las diferencias en productos especializados coma las hormonas o los anticuerpos, existen 
diferencias significativas en las vías metabólicas “habituales” entre varios tipos de células de 
un mismo organisino. 

A. pesar de que prácticamente todas las células contienen las enzimas de la glucólisis, 

del ciclo del 4cido cítrico, de la síntesis y degradación de los lípidos y dei metabolismo delos 
arninoácidos, el nivel de actividad que se requiere de estos procesos ne es el mismo enlos di- 
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Figura 2-88 La glucólisis y el ciclo del ácido 
cítrico están en el centro del metabolismo. 

- Serquestran esquemáticamente cerca de 
unas 500 reacciones metabólicas de una 
célula típica, con fas reacciones de la q 
alucófizis y del ciclo del ácida cítrico en roja. 
Otras reacciones desembocan en estas dos 
vías centrales aportando pequeñas: 
moléculas para ser catabiolizadas con la 
consiguiente producción de energía— o blen 
parten de ellas y proporcionan compuestos 
de carbono con finalidades biosintéticas, 
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e de ferentes tejidos. Por ejemplo, las céhulas nerviosas, que son probablemente las células más 
exigentes del cuerpo, carecen casi totalmente de reservas de glucógeno y de ácidos grasos, 
por lo que dependen, casi por completo, del aporte constante de glucosa por el torrente cir- 
culatorio. Por el contrario, las células hepáticas proporcionan glucosa a las fibras musculares 
que sé contraen activamente, y recician de nuevo hasta glucosa, el ácido láctico producido 
por las células musculares, Todos los tipos de células enen sus rasgos metabúlicos caracte- 
rísticos y cooperan intensamente entre ellas, tanto en el estado normal como en la respues- 
ta al estrés y al hambre. Cualquiera podría pensar que todo el sistema requiere estar tan 
finamente compensado que cualquier pequeña alteración, como podría ser un cambio ter 
poxal de la ingesta, debería tener consecuencias desastrosas. e 
Pero, de hecho, el equilibrio metabólico de una célula es sorprendentemente estable. 


ES Siempre que este equilibrio sea perturbado, la célula reacciona de modo que restablece su 
PY estado inicial. La célula se puede adaptar y continuar funcionando durante la privación de 
A . alimento o la enfermedad. Todo tipo de mutaciones pueden dañar o eliminar rutas concre- 


; tas de reacciones y, a pesar de ello -siempre y cuando se mantengan unos requerimientos 
uy mnínimos-, la célula sobrevive. Esto es posible gracias a que tuna elaborada red de mecanis- 


4 

ad mas de control regula y coordina las velocidades de todas estas reacciones. Este control re- 

lo 7 cae, en última instancia, en la gran capacidad que tienen las proteínas para cambiar su 

as E forma y sus características químicas en respuesta a cambios en su ambiente bnediato, 

QA Nuestro próximo centro de interés serán los principios por los que se rige la estructura de las 
grandes moléculas came las proteínas así como la química de su regulación. > 
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La ghucosa y otras moléculas de los alimentos 30 hidrolizan a trovés de una secuencia oxidativa or- 
ganizada en distintas etapas controladas, y gue suministra energía química en forma de ATE y 
NADEL Existen tres conjuntos principales de reacciones que actúan en serie y los producrios de cada 
uno se convierten en el material de inicio para el siguiente: la glucólisis (que tiene lugar en el citosob, 
el ciclo del ácida cítrico ten la matriz mitocondrial) y la fosforilación oxidativo (sobre la membrana 
mitocondrial interna). Los productos intermedios de la glucólisis y del ciclo del ácido cítrico se utili 
zan coma fuerte de energía metabólica y para producir ta mayoría de las pequeñas moléculas que 
se utilizan coro material base para la biosíntesis. Las cólulas almacenan moléculas de azúcar en 
forma de glucógeno en los antnales y de atridón en tas plantas: tanto tas plantas como los anima: 
tes utilizan exhaustivamente los lípidos como almacén de alimento, A su vez, estos rruateriales de 1e- 
serva constituyen la mayor fsente de alimento para los humanos, juntarente con las proteínas que 
representan la mayor parte del peso seco de la mayoría de las células de los alimentos que ingerimos. 


PROBLEMAS 


¿Qué afirmaciones son ciertas? Explicar por qhié sio por qué no 


2-4 Trastun tiempo iguala 10 vidas medias, Únicamente queda- 
rá alrededor de 1/1000 del total de radiactividad de una muestra. 


2-2 Una salución 10% M de HC] tiene un pH de B. 


2-3 La mayor parte de las interacciones que se producen en- 
tre macromoléculas tanto pueden estar mediadas por enlaces eo- 
valentes como por enlaces no-covalentes. 


2-4  Losanimales y las plantas uúlizan la oxidación para la ex- 
tracción de energía de las moléculas de alimento, 


2-5 - Si en una reacción se produce una oxidación, debe ir 
acoropañada de una reducción. 


2-6 Enlazando la reacción energéticamente desfavorable 
8. B auna segunda reacción, la reacción favorable BC, pue- 
de cambiar la constante de equilibrio de la primera. 


2-7 Elcriterio por el cual una reacción se produce espontáne- 
amente es AG, no AG”, porque AG dene en cuenta la concentra» 
ción de los sustratos y de los productos, 


2-8 — Laglucólisis es únicamente el preludio de la oxidación de 
la glucosa en la mitocondría, que produce una cantidad de ATP 
15 veces mayor, por lo cual la glucólisis no es importante en las 
células humanas. 


2-9 — Eloxígeno consumido porlas células animales durante la 
oxidación de la glucosa vuelve a la atmósfera en forma de CO». 


Resolver tos siguientes problemas 


2-10 Se dice que los procesos de química orgánica de las cé- 
lulas vivas son especiales por dos razones: se producen en un 
ambiente acuoso y comprenden muchas reacciones comple- 
Jas. Sta embargo, ¿estos son todos los aspectos que los diferen- 
cian de los procesos de química orgánica que se desarrollan en 
los laboratorios més importantes del mundo? Razonar la res- 
puesta, 


2-11 El peso molecular del etanol (CHCR0BD es de 46 y su 
densidad es de 0,789 g/cxoS. 

A. ¿Qué concentración melar de etanol dese una cerveza que 
tiene un 5% de etanol en volumen? (el contenido de alcohol de las 
cervezas varía entre el 4% y el 8%). 


Tabla P2-4 Isótopos radiactivos y algunas de sus 
propiedades (Problema 2- vel 


de dado. 5730 años 0 
Ms "partícula B >. 123 añ08 
3.5 0200 particalaf CO 87 Años 
3p ' partícula $ 14,3 2005. 


8. El límite legal de contenido de alcohol en sangre para con- 
ductores es variable, pero 80 1g de etanol par 100 mL de sangre 
(que habitualmente se indica como un contenido de alcohal en 
sangre de 0,08) es (10 límite habitual en algunos países, ¿Cuáles la 
concentración molar de etanol de una persona según este líraite 
legal? (En España, el límite legal es de 0,08.) 

C. ¿Qué cantidad de botellas de 355 m1 decerveza del 5% pue- 
de ingerir una persona de 70 kg de peso sin Hlegar al límite legal 
de alcohol en sangre? Una persona de 70 kg de peso contiene 
unos 40 litros de agua. Ignorar la metabolización del etanol y asu- 
mir que el contenido de agua permanece constante, 

D. El etanol se metaboliza a una velocidad constante de unos 
120 mg por hora y kg de peso corporal, independientemente de 
su concentración. Siuna persona de 70 kg de peso tiene una con- 
centración tres veces la del límite legal (es decir, 160 r0g/100 mí), 
¿cuánto tiempo tiene que esperar para que sus niveles de alcohol 
en pil disminuyan hasta el límite legal? 


2-12 La actividad específica se refiere a cantidad de radiactivi- 
dad por unidad de cantidad de sustancia, y en biología habitual 
mente se expresa en unidades de molaridad, por ejemplo, corno 
Cif manol [on cudó (CD corresponde a 2,22 x 10% desintegracio- 
nes por minuto (dpax)]. Corao resulta evidente en la Tabla P2-1, 
en la que se listan las propiedades de cuatro isótopos utilizados 
habitualmente en biología, existe una relación inversa entre acti- 
vidad específica máxima y vida media, ¿Se teeta únicamente de 
una colncidencia o existe alguna razón subyacente? Explicar la 
respuesta, 


213 Por una colncidencia conveniente, el producto iónico del 
agua, Ko = (HÉYOEZ, es un número redondo: 10104 M2, 

A. ¿Por qué se dice que es neutra une solución de pH 7,0? 

£. ¿Cuáles la concentración de H* y el pH de tana solución 1 mM 
de NaOH 


104 Capítulo 2: Química celular y biosíntesis . 


€. SielbpHl de una solución es de 5,0, ¿Cuál es su concentración 
de lones OH? 


¿14 Sugerir un orden para los valores de pX (de menor a ma- 
yor) del grapo carboxilo de la cadena lateral del aspartato situado 
enlos ambientes siguientes de una proteína. Explicar la respuesta. 
1.  Enliasuperáiciede una proteína y sio ningiín otro grupo lopé- 
zable cercano. 
2. Enterrado en un bolsillo hidrofóbico sobre la superficie de 
tna proteína. 
3. Envun bolsillo bidrofébico adyacente a una cadena lateral de 
un glutamato. : 
"4. Ex un bolsillo hidrofóbico adyacente a una cadena lateral de 
us lisina. 


2-15 Seconoce que ta cadena lateral de una histidina tene un 
importante papel en el mecanismo catalítico de una enzima; sin 
embargo, no está claro si es necesario que la histidina esté en su for- 
ma protonada (cargada) o en su forma no-protonada (no cargada). 
Para resolver esta cuestión se mide la actividad enzimática a dife- 
rentes pH, con los resultados que se muestran en la Figara P23. 
¿Qué forma de la histidina se requiere para la actividad enzimática? 


Figura P2-1 Actividad 
endmática en función 
del pH Problema 2-15]. 


220 de E Es 
100 


80 EA 


actividad (% de la máxima) 


2-16 Durante un esprintlos músculos metabolizan glucosa de 
forma anaeróbica y producen una elevada concentración de áci- 
do láctico, que baja el pH de la sangre y del citosol y contribuye a 
la fatiga que experimentan los esprínters antes de que se hayan 
acabado sus reservas de combustible, El principal tamponador 
sanguíneo de pH contra los cambios de pH es el sistema bicarbo- 
nato/COs. 


pg = 


pk; = 
1 


: 2,3 z 3, 3 ; 
O H¿CO me E" + HCOg yA qye + COg?” 
(gas) (disuelto) 


px = 


Para mnejorar su rendimiento, ¿los esprínters deberían antes de la 
carrera contener la respiración o respirar rápidamente? Explicar 
la respuesta. 


2-17 Las ties moléculas de la Figura P2-2 contienen los siete 
grupos reactivos más comanes en biología. La rayoría de moléco- 


las de una célula se constenyen a partir de alguno de estos grupos. 


Indicar y norabrar los grupos funcionales de estas moléculas. 


2-18 La “difusión” se asocia a un proceso lento — y lo es a mes- 
tra escala de distancias diarias- pero a escala celular es muy rápi- 
do. La velocidad instantánea media de una partícula en sohución, 
es decir, la velocidad ente colisiones, es 


y=UTImypa 


o Figura P2-2 Tres molécitas que ustran Jos siete 

7 grupos funcionales más comunes en biología 

POr Probleras 2-17) El 1 3-bisfosfoglicerato y el piruvato 
son intermedianos de la glucólisis y la cisteina es un 


sxrninoácido. 
í e 
HO—CH cd 
i 
+ 
CH E 
í 2 A j 2 
- CH 
Y : o O 
O P=0o £=0 CHE 
i + ! “go 
Qe 4 NH? 
1, 3-bisfostogiicerata piauvato cisteina 


donde k= 1,38 x 107 g cooó/Kseg?, To temperatura en K (37 9C 
son 3100), m-= mesa en g de la molécular. 

Calcular la velocidad instantánea de una molécula de agua 
(nasa molecular = 180 daltor) y de una molécula de mioglobina 
(masa molecular = 15.000 dalton) a 37 *C. A En de establecer com- 
paraciones transformar estos números en ldlómetros/ hora. Ántes 
de hacer ningún cálculo intentar adivinar si la molécula se des- 
plaza a una velocidad de paseo lento (< 1 km/h), a paso rápido 
Glan/hj o a velocidad de carrera (40 kon /h). 


2-19 — La polimerización de las subunidades de tubulina for- 
mando microtíbulos supone un incremento del orden de las 
subunidades (Figura P2-3). Sta embargo, la polimerización ecu- 
rre con un incremento de la entropía ídisminación del orden). 
¿Cónao puede ser? 


prrrsseca POLIMERIZACIÓN 


Figura P2-3 Polimerización de las subunidades de tubulina formando un 
microtúbuio (Problema 2-19). 5e muestra el destino de una subunidad 
isombreada en verde) y de tas moléculas de agua (pequeñas esferas 
azules) asociadas a ella. 


220 Un hemano adulto de 70 kg de peso puede ingerir la can. 
tidad de energía que necesita para un día, comiendo 3 moles de 
glucosa (540 g). (Una dieta poco recomendable.) Cada molécula 
de glucosa cuando:se oxida hasta CO, genera 30 AFP En las céhu- 
las, la concentración de ATP se mantiene alrededor de 2 21M y un 
adulto de 70 kg tiene umos 25 litros de Hquido intracelular. Dado 
quela concentración de ATP se mantiene constante en las células, 
calcular cuántas veces al día de promedio cada molécula de ATP 
del cuerpo es hidrolizada y resintetizada. 


2-21 Asumiendo que en un cuerpo humano hay 5 x 191% célu- 
las y que el ATP se recambia a una velocidad de 10% ATP por nl- 
nuto en cada célula, ¿cuántos vañios consume el cuerpo humano? 
[un vaio es un julio por segundo; cada caloría son 4,18 julios). 
Asumir que la hidrólisis de ATP genera 12 kcal/moL 


2-22 ¿Una barrita energética (E5 g; 325 kcal) proporciona sufi- 


. Cjente cantidad de energía para subir desde Zermatt (1669 m de 
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PROBLEMAS 


Figura P2-4 El 
fisaterhora (Problema 
2-12). (Por corvesia del 
turismo del Zernatt 


altura) hasta el Matterñorn (4478 tm, Pigora P2-4) o será necesa- 
rio parar en el Hórall Hut (3260 m) para comer otra barrita? fma- 
ginar que el escalador tiene una masa de 75 kg y que todo el 
trabajo lo realizará en contra de la gravedad (es decir, únicarmen- 
te ascenderá en vertical). Recordar que según los cálculos del pre- 
parador sico: 


trabajo () = mesa Eg) x g (m/segó) x altura ganada (m) 


donde ges la aceleración debida a la gravedad (9,8 m/segó). Un 
julio es 1 kg mé/seg? y que una caloría son 4,18. 

¿Qué aproxdmación asumimos que subestima notablemente la 
cantidad de ingesta necesaria? 


223 — Enprincipio, la fermentación del piruvato a lactato parece 
ser ua reacción accesoria de la giucólisis, Al fin y al cabo, ¿las cé- 
lulas no podrían crecer en ausencia de oxigeno simplemente eli- 
mirando el piruvato coro producto de desecho? En ausencia de 
fermentación, ¿qué productos derivados de la glucólisis se acu- 
mularían en las células en condiciones anaeróbicas? ¿El metabo- 
lísmo de la glucosa a través de la vía ghicolítica puede producirse 
en ausencia de oxigeno en células que no pueden hacer fermen- 
tación? Raezonar la respuesta. 


2-24 En susencia de oxígeno, las células consumen glucosa a 
una velocidad mayor. Cuando se agrega oxigeno, el consumo de 
glucosa cae de forma súbita y se mantiene a una velocidad me- 
nor, ¿Por qué se consume vniás rápidamente la glucosa en ausen- 
cía que en presencia de oxígeno? 


2-25 El higado proporciona ghicosa al cuerpo entre ingestas 
mediante la degradación del glucógeno y formando glucosa 
6G-fosfato en la peníiiúma etapa. La glucosa 6-fosfato se transtor- 
ma en glucosa elimirando el fosfato (4G*=-3,3 kcalfmob. ¿Por 
qué se supone que el hígado elimina este fosfato por hidrólisis en 
lagar de bacerlo revirtiendo la rescción por la que se forma la glu- 
cosa 6-fosfato (G6P) a partir de la glucosa (glucosa + ATP > G6P + 
ADB AG” =-4,0 kcal/ mol? Revintiendo esta reacción el hígado 
podría generar tanto ghicosa como AX? 


2-26 Ea 1904, Franz Kooop realizó el que probablemente resul- 
tó ser el primer experimento de marcaje para estudiar una vía 
rmetabálica. Alimentéó perros con diferentes ácidos prasos miarca- 
dos con un anillo benceno terminal y analizó los derivados de 
benceno en la orina de los perros. Siempre que los ácidos grasos 
tenían un número par de átomos de carbono, se excretaba fenila- 
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Figura P2-5 Experimento original de marcaje que permitió analizar 
la oxidación de los ácidos grasos (Problema 2-26), (4) Derivados 
administrado y excretado de un ácido graso de número par de 
carbonos). (B) Derivados administrado y excretado de un ácido 
graso de número imper de carbonos. 


que se eliminaben fragmentos de dos carbonos, y no de otro nú- 
raero, y que la degradación se producía a partir del extremo car- 
boxilo y no del otro extremo? 


227  Lasreacciones de síntesis de aminoácidos en microorga- 
nismos se estudiaron en parte mediante experimentos de ali- 
mentación cruzada entre organismos mutantes defectuosos en 
tua etapa determinada de la vía. En la Figraera P 2-6 se presentan 
los resultados de alimentación cruzada de tres mutantes defec» 
tuosos de la vía del triptófano: TrpB", TrpDr y TrpE”. Los mutantes 
se extendieron en tres bandas (como se observa en la Figura P2-8) 
sobre una placa de Petri y se les permitió crecer en presencia de 
una cantidad de triptófano muy pequeña. Como se muestra, los 
mayores crecimientos se observaron en puntos en los que las 
bandas eran cercanas a otras bardas. Estos puntos de mayor cre- 


cimiento indicaban que uno de los mutantes podía alimentarse 


cetato (Figuera P2-5A). Stempre que los ácidos grasos tenían un 


número impar de átomos de carbono se excretaba benzoato (Fi 
gúra P2-5B). 


A partir de este experimento, Knoop dedujo que la oxidación de - 
los ácidos grasos hasta CO» y H20 suponía la efminación de frag- - 


mentos de dos carbonos a partír del extremo carboxilo de la ca-. 


ena. ¿Es posible explicar las rezones que le levaron 2 concluir 


de forma enizada (de proporcionaba un intermediario) con otro 
mutante. 

A parúr del patrón de alimentación cruzada que se muestra en 
la Figura P2-6, deducir el orden de las etapas controladas por los 
productos de los genes TrpB, TIpD y TrpE. Explicar el razona- 
miento efectuado: 


RESUITADOS DE ALIMENTACIÓN CRUZADA 


HpE” TpDr 
Es E 


TB” 


Figura P2-6 Experimentos de alimentación cruzada utilizados para 


definir la vía de síntesis del triptófano (Problema 2-27). Resultados de - 


un experimento de allmentación cruzada entre mutantes defectuosos 
de etapas de la biosíntesis de triptófano. Áreas oscuras en la placa de 
Petri indican regiones de crecimiento celular, 
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ESQUELETOS DE CARBONO 
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El carbono desernpeña un pepel único en la célula 

debido a su capacidad para formar fuertes 

enlaces covalentes con otros átomos de carbono. o ramificaciones 
De esta manera los átomos de carbono pueden 

unirse entre 4 formando cadenas 
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ENLACES COVALENTES z : HIDROCARBONOS 


Un enlace covalente se forma cuendo dos átomos se acercan 
suficientemente y comparten uno o más de sus electrones. 
En un eníace sencillo se comparte un electrón de cada uno de 
los átomos; en un enlace doble, un total de cuatro electrones. 
Cada átomo forma un número determinado de enlaces 
covalentes con una disposición espacial definida. El carbono 
forme cuatro enlaces sencillos dispuestos en forma tetraédrica; 
el nitrógeno tres enlaces sencillos y el oxígeno dos enlaces 
sencillos dispuestos de la manera siguiente: 


El carbono y el hidrógeno 
forman compuestos estables 
(o grupos) llamados 
hidrocarbonos. Son grupos no 
polares, no forman enfaces de 
hidrógeno y generalmente son 
insolubles en agua. 


Los átomos unidos por 
dos y más enlaces 
AAN o LEA covalentes no pueden 
e E rotar libremente alrededor 
del eje del enface. Esta 
restricción tiene Una 
gran influencia sobre la z 
estructura tridimensional metsno grupo meti 
de muchos tipos de — 
macromoléculas. 


Los dobles enfaces tienen otra disposición espacial. 


DOBLES ENLACES ALTERNOS 


La cadena de carbonos puede contener La existencia de dobles entaces alternos 
dobles enlaces. Si sé presentan entre en un antilo puede generar una estructura 
átomos de carbono alternos, los muy estable, A H9€ 
electrones de enface se desplazan 
alo largo de molécula y 
estabilizan la estructura por un : e HE 
fenómeno llamado resonancia, a CH 
Vd ol E He 
£ A Ñ 


d dz 
É£ 
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HC 
la estructura real es un estado 
intermedio entre estas dos estructuras H beso 


de ie ini H¿C 


también se ES | ss E 
escribe = , parte de una “cola” hidracerhonada Ue 


de una molécula de ácida graso 
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GRUPOS QUÍMICOS C-O ; 24 GRUPOS QUÍMICOS C-N 
Muchos compuestos biológicos tienen un carbono unida E 


E Las aminas y las arnidas son dos ejemplos immpartentes 
a un oxkgeno. Por ejemplo, 


de compuestos que tienen un carbono unida a un nitrógeno, 


alcohol E Las aminas en el agua se combinen con un H* y adquieren 
E 


—E-—OH 
E 


E1-OH recibe el nombre ¿y una carga positiva. 

de grupo hidroxilo, : H 

z Ho : E / 

E : —CN cd yr 
2 eldehíido : A 


A 


H 
Las amidas se forman al combinar un ácido y una arvna. 
A diferencia de las aminas, las artidas no tienen carga en 


el agua. Un ejemplo es el enlace peptídico que une tos 
aminoácidos en las proteínas. 


. El E=0 recibe el nombre 
l cetona de grupo carbonilo, 


e: e il 
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Se 
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ES + HN E 
El-COOH recibe el E OH | 
nombre de grupo 
" carboxifo, En el agua 
pierde un jon HP y se 
convierte en COCO”. 


ácido carboxilkico ne . 
ácido amina 


El nitrógeno también se encuentra en tompuestos cíclicos, 
como los constitiyentes de los ácidos nucleicos: las purinas y 
ésteres Los ésteres se forman al combinar a las pirimidinas. 

un ácido y un alcohol. 


EAS 


ze 2% 
El E SH recibe el nombre de grupo sulfhidrito. En el aminoácido cisteína, el grupo: 
sulftnidrilo puede encontrarse en forma reducida, SH 
i 


* p 
a más reramente en una forma oxidada con un enlace, ES —5 E 


Los fosfatos inorgánicos son lones estables Los ésteres de fosfato se pueden formar entre un fosfata y un grupo hidroxilo 
formados a partir del ácida fosfórico, HxPOz. libre. Los grupos fosfato se encuentran unidos de esta manera a las proteínas, 
Generaimente se escriben como P;. 
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La combinación de un fosfato y un grupo carbaxilo, o dos o más grupos fosfato, da lugar a un ácido anhídrido, 


ELO 
o E 
e + HO=P=0" e o en algunos metabolitos se da 
Nu E : ) - N E ñ encuentran enlaces acil fosfato 
O H¿0 D)> P —u de alta energía (ácido 
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¡ E E i el Tostoaahidro —un enlace 
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EL AGUA 


Dos átomos que están conectados entre sí por un entace covalente pueden 
ejercer diversas fuerzas de atracción sobre los electrones. El enlace es polar, 
con una carga ligeramente negativa (57) en un extremo y tina carga 
ligeramente positiva (5% en el otro. 


ESTRUCTURA DEL AGUA 


Las molécilas de agua se unen entre sí de 
manera transitoria formado un entramado 
de enlaces de hidrágeno. Induso a 37 *C, el 
15% de las moléculas de agua se encuentran 


unidas a otras cuatro en una disposición 
transitoria o "agregado fluctuante," 
región. 
electropositiva 


región 
electronegativa 


La carga global de la molécula de agua es neutra ftiene el mismo número de 
electrones que de protones), pero los electrones se distribuyen de manera asimé- 
trica y generan una polaridad. Eb núcleo de oxígeno atrae tos electrones, sepa- 
rándolos del núcleo del hidrógeno que se queda con una pequeña carga neta 
positiva. El exceso de densidad electrónica en el átomo de oxfgeno genera regía- tensión superficial, su elevado cator específico 
nes débilmente negativas en los otros dos ángulos de un tetraedro imaginario. y su elevado calor de vaporización. ; 
a sz zz 
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La naturaleza cohesiva de las moléculas de 
agua es la responsable de muchas de sus 
propiedades extraordinarias, como su elevada 
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ENLACES DE HIDRÓGENO 


Debido a que están polarizadas, dos 

moléculas de H¿0 adyacentes pueden : 
formar una unión llamada ba ge 
enlace de hidrógeno. Los enlaces 

de hidrógeno tienen cerca de 1/20 
de la fuerza de un enlace covalente. 


jongitud de los enfaces 


_entace de hidrógeno 
0,27 nm 
e 
O tm HH -—— O) — 


ACI | 
0,16 nm 
enlace covalente 
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Los enfaces de hidrógeno son más 
fuertes cuando los tres átomos se 
encuentran en linea recta, 
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MOLÉCULAS HIDROFÍLICAS 


Las sustancias que se disuelven fácilmente en el agua se llaman hidrofílicas. 
Están formadas por lones o por moléculas polares que atraen a las moléculas 

de agua por el efecto de sus cargas eléctricas. Las moléculas de agua envuelven 
cada ion o molécula polar de la superficie de una sustancia sólida y la mantlenen 
en solución, 


Las motéculas que contienen una mayoría. 
de enlaces no-polares no son solubles en. 
agua y se denominan hidrofóbicas. Esto > 
es asf especialmente para los hidrocarburos, 
que contienen muchos enlaces C-H, Las 7 
moléculas de agua no son atraídas por 
estas moléculas y tienen poca tendencia 

a envolverlas y mantenerlas en solución. 
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Las sustancias iónicas, como el cloruro | oo 4 H 

de sodio, se disuelven gracias a que las Ñ Las sustancias polares, como 
moléculas de agua son atraídas por la urea, se distselven porque 

las cargas positivas (Na?) o negativas ss moléculas forman enlaces 
(5 de cada ion. : de H con las moléculas de agua. 
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EL AGUA COMO SOLVENTE 


Muchas sustancias, corno el azúcar casero, se disuelven, es decir, sus mealéculas 
seseparan unas de las otras y son rodeadas por moléculas de agua.. 


Cuando tina sustancia se disuelve en un 
fíguido, la mezcla se denomina solución, 


: el azúcar a La sustancia disuelta (en este caso el 

: se disuelve a ba o azúcar) es el soluto y el líquida que 

: ad o la disuelve (en este caso el agua) 

; a 2 va es el solvente. El agua es un excelente 
moléculas qa solvente para muchas sustancias 
de agua” ' debido a sus enlaces polares. 
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INTERCAMBIO DE HIDRÓGENOS 


Los tones hidrógeno (4%) cargados positivamente pueden 
desplazarse espontáneamente de una motétula de agua 
á otra, generando así dos especies ¡ónicas. 


Las sustancias que liberan iones hidrógeno en solución 
se denominan ácidos. 


HO To +. a H H H sr 
ácido dorhídrica ion fidrógeno ion claro Nx eS O Y 
coi a, Eon , 
(ácido fuerte) ds o AAA ad Ho 0 
Muchos de fos ácidos importantes en la célula sólo se disoacian H a ja A aa 
parcialmente, por lo que son ácidos débiles, por ejemplo, (el copias del ys aus como 
el grupo carboxilo (CO0H), se disocia dando un lon una base débil) un ácido débil) 


hidrógeno en solución 


a menudo 58 H1,0 AAA yt o OHT 
o £ representa como: ; dh pe 
E > q + En hidrógeno hidroxilo 
x x, j 
OH or Dado que el proceso es rápidamente reversible, los iones 
hidró a te entre la téculas 
(ácido débil) idrógeno se desplazan continuamente entre las molé 


de agua. El aqua pura contiene una concentración constante 
de iones hidrógeno y de iones hidroxilo (107 M para ambos). 


BASES 


Las sustancias que reducen el número de jones hidrógeno de la 
solución se larnan bases, Algunas bases, como el amoníaco, 
se combinan directamente con los jones de hidrógeno, 
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La acidez de una solución se 


define como la concentración . 10 

de iones H'* que posee. e 197 

Por conveniencia se utiliza 197 
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NE EC HO AAA NH? 
amoniaco ion hidrógeno ion ameonia 
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Otras bases, como el hidróxido de sodio, reducen el número 
de ¡ones H* indirectamente, al generar jones OH" que se 
combinan directamente con jones H* del agua, incrementando 
a cantidad de iones H20 libres. 


NaOH Na + OH 
hidróxido de sodica ion lon 
(base fuerte) sodio hidroxilo 


ta escala de pH, donde 39 


pH = Logro H5] 
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Para el agua pura 
Muchas de las bases que se encuentran en las células están 
pardalmente disociadas y se denominan bases débiles, como 

en los compuestos con un grupo amino (RH), que tiene a 
tendencia a aceptar de manera reversible un ion H” del agua 
e incrementar los iones OH libres. 


144] = 107 moleslitro 
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ENLACES QUÍMICOS DÉBILES 


Las moléculas orgánicas interaccionan con otras moléculas 


hidrofábicos en el agua es importante para ordenar 
tas macrornoléculas biológicas. 


enlace 
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Los enlaces débiles tienen una fuerza 20 veces inferior a ta de 


elevado de ellos. 


ENLACES DE HIDRÓGENO 


Como ya se describió para el aqua (véase el Panel 2-2), + 
los enlaces de hidrógeno se forman cuando un átomo de 
hidrógeno queda en medio de dos átomos que atraen 
electrones (generalmente el oxígeno o el nitrógeno). 


Los enfaces de hidrógeno son más fuertes cuando los tres. * 
átomos están alineados: o 
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£jermmplos en macromoiéculas: 


Los aminoácidos de las cadenas polipeptiídicas se unen 
por entaces de hidrógeno. 


s 


) 
1 
y 
da: da 


R—C—H R—C—H HER 
==O HEBILLA ] 


¿ ¡ 


Dos bases, G y C, se unen por enlaces de hidrógeno 
en el DNA o en el RNA. 
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mediante tres fuerzas de atracción de alcance reducido llamadas 
enfaces no-covalentes: atracciones de van der Waals, atracciones 
electrostáticas y enlaces de hidrógeno. La repulsión de los grupos 


un enlace covalente. Sólo son suficientemente fuertes para fijar 
dos moléculas cuando se forman simultáneamente un número 


Sí dos átomos se acercan demasiado, se repelen muy 
intensamente. Por esta razón podernos representar un 
átomo como una esfera con un radio fijo. El “tamaño” 
característico de cada átomo se expresa mediante su 
radio de van der Waals. La distancia de corrtacto entre 
cualquiera de los dos átomos unidos covalenternente 
es la suma de sus radios de van der Waals, 
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0,15 nm 0,14 nm 
radio radio 


0,8 nm 
sadio 


“Altuna distancia muy reducida, dos átomos cualesquiera 
muestran tina débil interacción de entace debido a la 
fluctuación de sus cargas eléctricas. Los dos átomos 
pueden atraerse mutuamente hasta que la distancia 
entra sus núcleos es aproximadamente igual a la 

suma de sus radios de van der Wasis. Aunque de forma 
individual son muy débiles, las atracciones de van der 
Waals pueden resultar importantes cuando dos 
macromolécuias adapten estrechamente sus superficies, 
porque implican a muchos átomos. 

Obsérvese gue cuando dos átomos Forman un enlace 
covalente, los centros de los dos átomos (los dos núcleos 
atómicos) se acercan més que la suma de los dos radios 
de van der Waals. Así, 


ES 


enface sencilio entace doble 
entre dos carbonos entre dos carbonos 


dos átomos de 
carbono ño unidos 


ENLACES DE HIDRÓGENO EN EL AGUA 


Cuaiquier molécula que pueda formar enlaces de hidrógeno 
con otra molécula, también puede, alternativamente, formar 
enfaces de hidrógeno con las moléculas de agua. Debido 

a esta competencia contas moléculas de agua, los enlaces 

de hidrógeno que se forman entre dos moléculas disueltas 
en agua son relativamente débiles, 
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FUERZAS HIDROFOBICAS El agua fuerza a los grupos hidrofóbicos a agruparse 
entre sí para minimizar los efectos desorganizadores 
que estos grupos tienen sobre la red de entaces de 
hidrógeno del agua. Aigunas veces se dice que estos 
arupos hidrofábicos están unidos por “enlaces 
hiderofóbicos”, a pesar de que esta atracción está 
generada en realidad por una repulsión del agua. 
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ATRACCIONES ELECTROSTÁTICAS 
EN SOLUCIONES ACUOSAS 


Los grupos cargados están protegidos por sus 
interacciones con las moléculas de agua. Por la 
tanto, en el ague las atracciones electrostáticas 
son bastante débiles. 
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De igual manera, otros jones en solución pueden 
agregarse alrededor de grupos cargados y debilitar 
aún más estas atracciones. 


Se praducen fuerzas de atracción tanto entre grupos 
completamente cargados (enfaces iónicos) como entre 
grupos parcialmente cargados de moléculas polares. 


Na 


La fuerza de atracción entre dos cargas, 5* y E”, de 
decae rápidamente a medida que la distancia 7 
entre las cargas aumenta. 


El agua y las sales debilitan las atracciones 
electrostáticas, pero son muy importantes en los 
sistemas biológicos. Por ejemplo, una enzima que se 
ne a ln sustrato cargado positivamente a menuda 
presenta tn aminoácido cuya cadena lateral está 
cargada negativamente en el lugar apropiado. 


En ausencia de agua, las fuerzas lónicas son muy grandes. 
Son las responsables de la dureza de minerales tales como 
el mármol y el ágata, y de la formación de cristales 

de sal común, Nah 


un cristal 
de sal, NaCl 
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Muchos monosacáridos sólo se diferencian de otros en la 
Por ejernpio, da glucosa, ta galactosa y la manosa tienen la 


Estas pequeñas diferencias sólo determinan camb 
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DERIVADOS DE AZÚCARES 


UNIONES or Y B 


El gespo hidroxilo situado en el carbono que tiene Los grupos hidroxilo de un CHO 
el aldenido o la cetona puede cambiar rápidamente monosacárido sencillo pueden ser A OH E 

de una posición a otra. Estas dos posiciones reemplezados por otros grupos. : : E E 

» llaman a y fl ES 

se | y | cH,0H HO ys 
E E . i pe 8] Í Í E 
pl : A ds OH NH P S 
a E glucosamina 
a OH 

1 E z E 
hidroxito fl bidronxilo ácido glecurónico 

En cuanto un azúcar queda unido a otro, la posición 

a OS 
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DISACÁRIDOS 


3 El carbono que tiene el grupo aldehído o cetona 
puede reaccionar con cualatiier grupo hidroxilo 
de otra molécula de azúcar formando un 
disecárido. Esta unión se Narra enlace glucosídico. 


Tres disacóridos muy habituales son 


H,0 
maltosa (glucosa + glucosa) i 
E lactosa fgalactosa + ghicosa) a HOCH) 0 
E sacarosa (glucosa + fructosa) 
3 A continuación se muestra la reacción HO 
de formación de la sacarosa. o COR 
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OLIGOSACÁRIDOS Y POLISACÁRIDOS 


A partir de unidades sencillas repetidas se pueden formar moléculas lineales o ramificadas. 
Las cadenas cortas se llaman oligosacáridos, mientras que las cadenas largas se llaman 

g polisacáridos. Por ejemplo, el giucágeno es un polisacárido formado completamente 
por Unidades de glucosa unidas entre si, 


E punto de ramificación 
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Í  OLIGOSACÁRIDOS COMPLEJOS 


g En muchos casos la secuencia de azúcares 
no es repetitiva. Son posibles muchas 

é moláculas diferentes. Normalmente estas 
E oligosacáridos complejos están unidos 

á a proteínas o a lípidos, como ocurre con 
este polisacánida, que pertenece a Una 
trolécula de superficie celular que define 
un tipo sanguíneo determinado, 
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ACIDOS GRASOS Pa Los ácidos grasos se almacenan como reserva energética (grasas 
COMUNES Bos y aceites), unidos at glicerol mediante un enface éster, formando 


pS de ; los triacilgliceroles, también conocidos como triglicéridos. 
San ácidos carboílicos con d 


largas colas hidrocarbonadas, ; - 
HC OH 
CcOOH COOH COOH | 
HC—OH 
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Existen cientos de tipos diferentes de ácidos grasos; si tienen uno o más dobles entaces en sus 
colas hidrocarbonadas se les lama insaturádos y si carecen de dobles enfaces saturados. 
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Este dobie enlace 
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me ángulo en la cadena, 
El resto de la cadena brea y ¿óda 
puede rotar libremente , cidad 
alrededor de las 
otras untones (C. 


qt 
Cha 


ácido 
palrnitico 
(Ciel ; 
madelo de espacio llena esqueleto cartonado 
ácida 


vielco (Cr) INSATURADO 


GRUPO CARBOXILO PE Los fosfolípidos son los constituyentes 
prinápates de las membranas celulares. 


Cuando está libre, el grupo carboxilo . 
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a 
OS PESTSLE SI RESE 


o” 


Pero más habitualmente está unido a otros 
grupos formando ésteres 
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En los fosfolípidos, dos de los grupos -OA del gliceral 
están unidos a ácidos grasos, mientras que el tercer grupo 
estructura general OH está unido a un ácido fosfórico y el fosfaro a un 
de un fosfolípido grupo polar felcoholes) de entre varlos posibles. 
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Los ácidos grasos tienen una cabeza —D 
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superficial o pequeñas micatas. 


Sus derivados pueden formar agregados mayores que $e mantienen unidos entre sí por fuerzas 
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hidrofóbicas: Bs 
Los triglicéridos pueden formar Los fosfolípidos y los atucoMpidas forman bicapas lipi- 
grandes gotas esféricas de grasa dicas autoselladas (base de las mernbranas cefularas). ÓN 


en el citoplasma de las células. 
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OTROS LÍPIDOS Los lípidos son las moléculas celulares insolubles 
] en agua y solubles en solventes orgánicos. 
Otros dos tipos comunes de lípidos son los 
esteroides y los pollisoprenoides. Ambos están Cha 
formados a partir de unidades de isopreno. 
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ESTEROIDES Los esteroides tienen una estructura característica de varios anillos, 
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Como los fosfolípidos, estos compuestos presentan una región hidrofóbica, a 
que contiene dos largas colas hidrocarbonadas, y una región pofar, ta cual, 
sin embargo, tlene uno a más residuos glucídicos pero no tiene fosfato, 
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NOMENCLATU RA Los nucleósidos o nucleótidos se nombran de acuerdo con su base nitrogenada. 


Las abreviaturas de una sola letra se utilizan de torma 
RN A o E referirse a (1) la propia base, (2) el 
| NUCLEOSIDO [| ABREV. | nucleósido o (3) el nudeótido completo -normalmente, 
Ss e | enel contexto queda claro a cuál de las tres entidades, 
adenina adenosina Á | se refiere. Cuando el contexto no es suficiente, 

se añadirá el término “base”, “nucleósido” 

o "nudeótido”, o como en los ejemplos 
siguientes, se utilizará el códico de tres letras. 


BASE 


guanina guanosina G 
dtosina cdtidina - 
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dAMP = desoxiadenosina monofostata 
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timin timidina p , 
| timina | ATP adenosina trifosfato 
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Los nucleótidos se unen mediante pa , 

uniones tosfodiéster, entre los ; Transportan energía química en sus enlaces fosfoanhidro, fácilmente hidrolizables. 
átomos de carbono 5' y 3”, formando E 

ácidos nuceicos. La secuencia lineal 

de los nucleótidos en una cadena E enlaces fosfoanhidro 
de ácido nucleico se abrevia con : 
un código de una sola letra, 
HAGA PAN kb, CON el 
extremo 5 hacia la izquierda. 
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Se utilizan como moléculas señalizadoras específicas en la célula, 
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EA ejemplo: AMP cíctico (CAMP) z 
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A La vida es posible gracias a las redes complejas de reacciones 
g químicas que interaccionan y que ocurren en todas las céluias. 
eses Al observar las vías metabólicas que irtegran esta red se podría 
sospechar que la célula ha tenido la habilidad de obtener una 
enzima para llevar a cabo cada reacción necesaría. Pero no es 
asi. Aunque las enzimas son poderosos catalizadores, solamente 
pueden acelerar aquellas reacciones que son termaodinámica- 
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Un sistema cerrado se define coma un conjunto de moléculas 
queno intercambian matería con el resto del tiniverso (por 
ejemplo, la "célula en la caja” mostrada más arriba), Cualquier 
sistenga como éste puede contener moléculas con un total de 
energía E, Esta energía puede distribuirse de distintas formas: 
parte como energia traslacional de las moléculas, parte como 
energía vibratoria y rotatoria, pero la mayoría como energia 
de entace entre los átomos individuales que constituyen las 
moléculas. Supongamos que ocurre una rescción en el sistema. 
ss Le primera ley de la termodinámica proporciona una limitación 
Sprel al tipo de reacciones que son posibles: establece que “en 
cualquier proceso, el total de energía del universo se mantiene 
j constante”, Por ejemplo, supongamos que la reacción A->B 
ocurre en algún lugar de la caja y libera une gran cantidad 

de energía quimica de enlace. Esta energía aumentará la 
intensidad de los movimientos moleculares (energía 
traslaconal, vibratoria y rotatoria) en el sistema, que es 
equivalente a aumentar su temperatura. Sin embargo, este 

4. hicremento de los movimientos será rápidamente transferido * 
Soy fuera del sistema por una serie de colisiones moleculares que : 


LA SEGUNDA LEY DE LA TERMODINÁMICA 


Consideremos un contenedor en el que hay 1090 monedas cara 
arriba. Si agitamos con fuerza el contenedor, sometiendo 


otras moléculas, acabaremos con más o menos la mitad de las 
fmonedas orientadas cara abajo. La causa de esta reorientación 
es que sólo existe una manera de restaurar el estado ordenado 
original de las monedas (cada moneda debe permanecer cara 
arriba), mientras que existen muchas maneras distintas (cerca 
de 10% de conseguir un estado desordenado en el que haya 
una mezda equivalente de caras y de cruces; de hecho hay más 
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«sistema vuebse a su temperatura inicial y en ese momento toda 


las monedas a los diversos movimientos aleatorios que todas las 
moléculas experimentan a causa de sus frecuentes colisiones con 
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facilitan. Una pregunta crucial en la biología celular es sí una 
reacción ocurre espontáneamente o necesita estar acoplada a 
otra reacción. La respuesta se obtiene en relación a una 
cantidad denominada energía fíbre: la variación total en 
energía libre en un conjunto de reacciones determina sí puede 
ocurrir o no la secuencia entera de reacciones. En este panel, 
explicaremos algunas ideas fundamentales derivadas de la 
termodinámica- necesarias para comprender qué es la energía 


celentarán las paredes de la caja y luego el mundo exterior 
(representado por el mar en nuestro ejemplo). Finalmente, el 


la energía quimica de enlace liberada se ha convertido en 
energia calorífica y transferida al exterior. De acuerdo con la 
primera ley, el cambio en energía en la caja AE cojo á la que nas 
referiremos como 4£) debe ser igual y de signo opuesto a la 
cantidad de energía calorífica transferida, que designaremos 
como h: esto es, 4£ =-h. Ási, la energía en la caja (E) disminuye 
cuando el calor sale del sistema. 

£ tarabién puede cambiar durante una reacción a causa del 
trabajo que se realiza en el mundo exterior. Por ejemplo, 
supongamos que hay un pegueño incremento en el volumen 
(4) de la caja durante una reacción. Como las paredes de la 
caja deben empujar contra la presión constante (P) que ejerce 
el medio para expandirse, esto supone un trabajo en el mundo | 
exterior y requiere energía. La energía utilizada es P(AM) la cual 
según la primera ley debe disminuir la energía de la caja (E) en 
la misma cantidad. En la mayoría de las reacciones, la energía 
química de enlace se convierte tanto en trabajo como en calor, 
La entalpíe (H) es una función compuesta que los indluye a 
ambos (H = E + PV), Para ser riguroso, es la variación de la 
entalpía (4H) en un sistema cerrado y no la variación de energía 
la que es igual al calor transferido al mundo exterior durante E 
una reacción. Las reacciones en las que H disminuye, liberan E 
calor al medio y se denominan "exotérmicas”, mientras que las E 
seacciones en las que H aumenta absorben calor del medio y se 
denominan “endotérmicas”, Por lo tanto, -h = AH. Sin embargo 
la variación de volumen es despreciable en la mayoría de las 
reacciones biológicas y Una buena aproximación sería: 
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maneras de alcanzar un estado al 50% (50-50) que de conseguir 
cualquier otra situación, Cada estado tiene una probabilidad de 
ocurrir que es proporcional al número de veces que se puede 
producir. La segunda ley de la termodinámica determina que 
“los sisternas cambiarán espontáneamente de estados de menor 
probabilidad a estados de mayor probabilidad”. Cormo los 
estados de menor probabilidad son más “ordenados” que 

los estados de mayor probabilidad, la sagunda ley puede 

ser reformulada de la siguiente forma: “el universo cambia 
constantemente en el sentido de alcanzar un mayor 

desorden”. 


ES Pa = 1 y Pe = 10001(500! x 5091) = 10%, Por lo tanto, el cambio 


Se 
OTE 
o, 

E 


ESTO 


dE 


CU 


e 


Ta 

Epa e Ss 
E A E 
ze E E EE a 
A 


€ 
be 


La segunda ley (pero no la primera ley) nos permite predecir el 
seyido de una reacción determinada, Pero para nuestro interés 
se necesita ina medida adecuada de la probabilidad o, lo que es 
lo mismo, del grado de desorden de un estado. La entropía (5) es 
esta medida. Es una función logarítmica de la probabilidad tol que 
la variación de entropía (AS) que ocurre cuando la reacción A+ B 
corderte un mol de A en ia mol de E es 


-A8S3Rixpalpa: 


donde Pa y pg son las probabilidades de tos dos estados A y E, Res 
la constante de los gases (2 cal grado mobÍ), y AS se mide en 
unidades de entropía (eu), En nuestro ejernpio inicial de las 1000 
monedas, la probabilidad relativa de que todas estén cara arriba 
estado Aj en contra de que haya mitad de caras y mitad de cruces 
(estado B) es igual a la relación entee el número de vías a través de 
la cuales se puede obtener cada resultado. Se puede calcular que 


LA ENERGÍA LÍBRE DE GIBBS, G 


Cuando tratamos con un sistema biológico cerrado, sería muy 

útil disponer de un método sencillo para predecir si una reacción 
determinada ocurrirá o no de forma espontánea en el sistema. 
Memos visto que la cuestión crucial es sí cuando se produce la 
reacción, el cambio de entropía del universo es positivo o negativo. 


¿En nuestro sisterna ideal de la célula en una caja, la variación 
de entropía del universo tiene dos componentes separados 


la variación de entropía para el sisterna cerrado en la caja y la 


variación de entropla para el entorno "mary para poder 


realizar cualquier predicción ambos deben considerarse a la vez. 
Por ejermpla, es posible que una reacción absorba calor y, en 
consecuencia, disminuya la entropía del mar (AS, < 0) y 

al mismo tiempo cause tal grado de desorden dentro de la 

caja (85.2, > 0) que el total AS rigor = BS + caja S0A 

mayor que QU, En este caso la reacción ocurrirá espontáneamente, 
aunque el mar no transmita calor a la caja durante la reacción. 
Un ejemplo de tal reacción es la disolución de cloruro de sodio 
en un recipiente que contiene agua (“la caja”), que es un proceso 
espontáneo aunque la temperatura del agua disminuya cuando 
la sal se disuelve. 

Los químicos han encontrado útil definir un níúmero de nuevas 
“funciones compuestas” que describan las combinaciones de las 
propiedades físicas de un sistema. Las propiedades que se pueden 

combinar incluyen la temperatura (7), la presión (P), el volumen (Y), 

la energía (E) y la entropía (5), La entalpia (A) es una de estas 
funciones cómpuestas. Pero la función compuesta más Útil para 
los biólogos es, con diferencia, la energía libre de Gibbs, G. Se 
utiliza como un instrumento que nos permite deducir la variación 
de entropía del universo como resultado de una reacción quimica 
en la caja, mientras que evita cualquier consideración separada 
del cambio de entropía en el mar. La definición de G es 


donde, para una caja de volumen Y H es la entalpía descrita 


anteriormente (E + PV), Tesla temperatura absoluta y £ es 

la entropía. Cada una de estas cantidades se aplica solamente 

en el interior de la caja. El cambia de energía libre durante 

una reacción en la caja la G de los productos menos la G de 

los materiales de partida) se indica como AG y, tal como 
demostraremos ahora, es una medida directa de la cantidad de 
desorden que se genera en el universo cuando ocurre la reacción. 


de entropía para la reorientación de las monedas cuando el 
contenedor se agita y se obtiene una mezcla equitativa de caras 
y cruces es £ la (10% o unos 1370 eu por mol de estos 
contenedores (6 x 19% contenedores) Como aS es positita 

para la transición del estado A al estado B (pa/pa > 1, las 
reacciones con tn oran Íncremento de $ tes decir para aquellos 
45 > 0) se ven favorecidas y ocurrirán espontáneamente. 

La energía calorífica provoca el movimiento aleatorio de las 
moléculas (véase Capítulo 2, Como la transferencia de calor de 
un sistema cerrado al medio aumente el número de posibles 
disposiciones que las moléculas pueden tener en el mundo 
exterior, hay ón aumento de su entropía. $e puede demostrar 
aque la liHoeración de tna cantidad fíla de energía calorífica 
produce una mayor cantidad de desorden cuando la tempera- 
tura es más baje y el valor de AS para el medio (AS q) es igual 
a la caridad de calor transterida al media desde el sistema (E) 
diédido por la termperetura absoluta (7) 
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A temperatura constante, el cambio de energía libre (46) 
durante una reacción es igual a AH -— TAS. Recordando que 
AH =—h, el calor absorbido del mar, tenemos 
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Sin embargo h/7 equivale al cambio de entropía del mar 
(AS mart Y 2145 en la ecuación anterior es ASyjo. Por lo tanto 


AGP 3 ASenar + BS cója i AS uñiversa - 


Así pues, la variación de energía libre es una medida 
directa del cambío de entropía del universo. Una reacción 
tendrá lugar en el sentido que haga que la variación de energía ES 
libre (46) sea menor que cero, ya que cuando se produzca, 
habrá tina variación de entropía positiva. 

Para un conjunto complejo de reacciones acopladas que 
impliquen a muchas moléculas diferentes, la variación de 
energía libre total se puede medir simplemente sumando las 
energías libres de todas las especdes moleculares diferentes 
después de la reacción, y comparando este valor con la suma 
de las energías totales antes de la reacción; para sustancias 
communes existen tablas publicadas donde encontrar los valores 
de energía libre. De este manera se puede predecir el sentido 
de una reacción y comprobar la posibilidad de que se produzca 
cualquier mecanismo, Por ejemplo, a pards de los valores para 
la magritud del gradiente electroquímico de protones a través 


Ao 


de la membrana interna mitocondrial y el AG para la hidrólisis Ne 
del ATP en el interlor de la mitocondria, la sintesis de ATP E 
requiere la transferencia de más de un protón por cada una de EX 

las moléculas de AYP que se sintetizan. a 


E 


El valor de 46 para una reacción es una medida directa de la 


distancia al equilibrio a la que se encuentra la reacción, El ao 
elevado valor negativo para la hidrólisis de ATP en una célula lo E 
as 


refleja simplemente el hecho de que las células mantienen la 
reacción de hidrólisis de ATP lejos del equilibrio, tanto corno 
19 órdenes de magaiiud. Si una reacción alcanza el equilibrio, 
AG =0, entonces la reacción tiene lugar en ambos sentidos 
exactamente a la misma velocidad. Pora la hidrólisis de ATP 

el equilibrio se alcanza cuando la gran mayoría del ATP se ha 
hidrolizado, tal come ocurre en una célula muerta. 


En cada etapa, le parte de la molécula que sufre un cacriblo está sombreada en azul, 
y el nombre de la enzima que cataliza la reacción, en amarillo. 
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ETAPA T La glucosa es 

fosforilada por un ATP 

formando un azúcar 

fosfato. La carga negativa 

del fostato evita el paseo 

del azúcar fostato a través 

de la membrana plasmática i 

y retiene la glucosa en DH 0 
el luterior de la célula. , 
ghunosa G-tostato 
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tosforilado por el ATP, como ' tosfofructoquinasa 

preparación para la formación 

de dos azúcares fosfato de tres 

carbonos cada uno. La entrada 

de azúcares en la glucólisis está 

controlada en este paso, a través 

de la regulación de la enzima fructosa 6-fosfato 

fosfofructoquinasa. 
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ETAPA 4 El azúcar . ¡ e | ol 
de seis carbonos C==0 
es hidralizado, . 
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moléculas de tres aldotasa HO— CH 


carbonos. Sólo el EN A 
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3Fosfato. A CHO P HO P 


dihidroxtacetona fosfato d giiceraidehido 3-4osfato 


tiosa fosfato isomerasa 


ETAPAS Se oxidan las dos A EL 
voléctilas de plicaraldebido 5 aliceraldehido 34ostato o 


3tostaro, Se inicia así la fase c destidrogenasa G 
de generación de energía de Dado de . . 
la glucólisis, con la formacdén HC OH 4 NADA PO HC 0H 
de NADH y un nuevo enface Ls eo eS 
anhidro rico en energía con CHOP CHAO P Pa 
es fosfato (véase Figura 2-73). gkceraidehido 3Hosfato 1.3-bistostoglicerato 
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ETAPAS El enlace éster fosfato Ss / 7 
que queda en el 3fosfoglicerato, e 

cuya energía de hidrólisis es 
relativamente baja, es desplazado 
desde el carbono 3 hasta 

el carbono 2 y de lugar 

2 2Tosfoalicerato. 
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ETAPAO La eliminación Sé 
de aque del 2-fosfoglicerato 
genera un enlace enol 
fosfato rico en energía. 
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El ciclo del ácido cítrico completo. Los das 
carbonos del acetil CoA que entraníen 
esta vuelta del ciclo (sombreados en 1010) 
serán transformados en CO, en las si- 
guientes vueltas del ciclo, mientras que en 
esta vuelta del cicio, los dos carbonos som- 


ETAPA 3 En la primera de las 
cuatro etepas de oxidación 

del ciclo, el carbono que 
transporta el grupo hidroxila 
se transforma en un grupo 
carbonilo. El producto posterior 


es inestable, perdiendo 
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breados en azul, se transforman en CO. 
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unido al coenzima A (CoA). 
oo” RN + HS 


fumarato (40) oxetoglutarato (SC) £u 


+ HS5-CoÁ 


Gcetogiutarato 


SS 
E sucadnil CoA (4C) 
succinato (40) > ETAPAS Una molécula de 
€ fosfato de la solución desplaza 
eb CoA, formando un enlace 
rico en energía entre el fosfato 
y el succinato. A continuación, 
este fosfato pasa a un GOP 
formando GTP. (En el caso 
de las bacterias y las plantas, 
se forma ATPj 


+ HS <-CO0A 


A continuación se muestran los detalles de fas ocho etapas. En cada una, la parte de la molécula que sufre un cambio est 


a e ima i ión, s eada en amarillo. 
sombreada en azul, y el nombre de la enzima que cataliza la reacei ombreada mari ETAPA 6. Entatercera 
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Proteínas 


Cuando roirarmos una célula al microscopio o analizamos su actividad eléctrica o bioquími- 
ca, en esencia estamos observando proteínas. Las proteínas constituyen la meyor parte del 
peso seco de una célula. Sin embargo, las proteínas no son sólo los elementos estructurales 
de las células sino que también ejecutan prácticamente todas las funciones celulares, Por 
ejernplo, las enzimas proporcionan las intrincadas superficies moleculares que facilitan la 
gran cantidad de reacciones quíraicas de una célula, Algunas proteínas embebidas en la 
mernbrana plasmática forman canales y bombas que controlan el paso de pequeñas molé- 
culas hacia dentro y hacia fuera de la célula. Otras proteínas transporten mensajes de una 
célula a otra, mientras que otras proteínas acoían como integradoras de señales, capaces de 
transmitir la información de ciertas señales desde la membrana plasmática hasta el núcleo 
de las células, Otras proteínas actúan como delicadas máquinas moleculares que tienen 
elementos móviles: la quinesina, por ejemplo, propulsa a los orgánulos a través del citoplas- 
ma; la topoisomerasa puede desenredar los exrollamientos de las moléculas de DNA. Otras 
proteínas especializadas actúan como anticuerpos, toxinas, hormonas, moléculas anticon- 
gelantes, fibras elásticas, cuerdas o fuentes de iuminiscencia, Antes de que podamos llegar a, 
entender cómo fincionan los genes, cómo se contraen los músculos, cómo conducen la 
electricidad los nervios, cómo se desarrollan los embriones o cómo funcionan nuestros 


cuerpos, hemos de conocerlas proteínas. 


FORMA Y ESTRUCTURA DE LAS PROTEÍNAS 


Desde un punto de vista químico, las proteínas son, con diferencía, las moléculas estructu- 
rabmente más complejas y funcionalmente más sofisticadas que se conocen, Esto quizá no 
resulta sorprendente cuado nos damos cuenta de que la eseractura y las propiedades quí- 
micas de cada proteína se han ido desarrollando y afinando a lo largo de miles de millones 
de años de historia evolutiva. incluso para los expertos, la extraordinaria versatilidad de las 
proteínas resulta verdaderamente asombrosa, 

En esta sección consideramos de qué manera la localización de cadá aminoácido en la 
larga serie de aminoácidos que forma una proteína determina su forma tridimensional pre- 
cisa. Al Enal del capítulo utilizaremos el conocimiento de la estructura de una proteína a es- 


cala atómica para describir de qué manera su forma precisa determina, a su vez, su fanción 
enla célula. 


La forma de una proteína está especificada en su secuencia 
de aminoácidos e E a si 


En las proteínas hay 20 tipos diferentes de aminoácidos, cada uno de los cuales tiene pro- 
piedades químicas diferentes. Una molécula de proteína está formada por una larga cadena 
de estos aminoácidos, cada mo de los cuales está unido a su vecino medianie un enlace co- 
valente peptídico. Por ello, a las proteínas también se las conoce como polipéptidos. Cada 


tipo de proteína tiene una secuencia única de aminoácidos y se conocen muchos miles de 


proteínas diferentes, cada una de ellas con su particular secuencia de aminoácidos. 
La secuencia repetida de átoraos a lo largo de la cadena se conoce como el esqueleto 
polipep tídico. Unidas a esta cadena repetitiva están aquellas partes de los arninoácidos que 
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Proteínas 


Cuando roirarmos una célula al microscopio o analizamos su actividad eléctrica o bioquími- 
ca, en esencia estamos observando proteínas. Las proteínas constituyen la meyor parte del 
peso seco de una célula. Sin embargo, las proteínas no son sólo los elementos estructurales 
de las células sino que también ejecutan prácticamente todas las funciones celulares, Por 
ejernplo, las enzimas proporcionan las intrincadas superficies moleculares que facilitan la 
gran cantidad de reacciones quíraicas de una célula, Algunas proteínas embebidas en la 
mernbrana plasmática forman canales y bombas que controlan el paso de pequeñas molé- 
culas hacia dentro y hacia fuera de la célula. Otras proteínas transporten mensajes de una 
célula a otra, mientras que otras proteínas acoían como integradoras de señales, capaces de 
transmitir la información de ciertas señales desde la membrana plasmática hasta el núcleo 
de las células, Otras proteínas actúan como delicadas máquinas moleculares que tienen 
elementos móviles: la quinesina, por ejemplo, propulsa a los orgánulos a través del citoplas- 
ma; la topoisomerasa puede desenredar los exrollamientos de las moléculas de DNA. Otras 
proteínas especializadas actúan como anticuerpos, toxinas, hormonas, moléculas anticon- 
gelantes, fibras elásticas, cuerdas o fuentes de iuminiscencia, Antes de que podamos llegar a, 
entender cómo fincionan los genes, cómo se contraen los músculos, cómo conducen la 
electricidad los nervios, cómo se desarrollan los embriones o cómo funcionan nuestros 


cuerpos, hemos de conocerlas proteínas. 


FORMA Y ESTRUCTURA DE LAS PROTEÍNAS 


Desde un punto de vista químico, las proteínas son, con diferencía, las moléculas estructu- 
rabmente más complejas y funcionalmente más sofisticadas que se conocen, Esto quizá no 
resulta sorprendente cuado nos damos cuenta de que la eseractura y las propiedades quí- 
micas de cada proteína se han ido desarrollando y afinando a lo largo de miles de millones 
de años de historia evolutiva. incluso para los expertos, la extraordinaria versatilidad de las 
proteínas resulta verdaderamente asombrosa, 

En esta sección consideramos de qué manera la localización de cadá aminoácido en la 
larga serie de aminoácidos que forma una proteína determina su forma tridimensional pre- 
cisa. Al Enal del capítulo utilizaremos el conocimiento de la estructura de una proteína a es- 


cala atómica para describir de qué manera su forma precisa determina, a su vez, su fanción 
enla célula. 


La forma de una proteína está especificada en su secuencia 
de aminoácidos e E a si 


En las proteínas hay 20 tipos diferentes de aminoácidos, cada uno de los cuales tiene pro- 
piedades químicas diferentes. Una molécula de proteína está formada por una larga cadena 
de estos aminoácidos, cada mo de los cuales está unido a su vecino medianie un enlace co- 
valente peptídico. Por ello, a las proteínas también se las conoce como polipéptidos. Cada 


tipo de proteína tiene una secuencia única de aminoácidos y se conocen muchos miles de 


proteínas diferentes, cada una de ellas con su particular secuencia de aminoácidos. 
La secuencia repetida de átoraos a lo largo de la cadena se conoce como el esqueleto 
polipep tídico. Unidas a esta cadena repetitiva están aquellas partes de los arninoácidos que 
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SECUENCIA, Met — Asp paa Leu —. Te 


- noácidos sus propiedades características: las 20 cadenas laterales diferentes (Bigura 3-1), 


Algunas de estas cadenas laterales son apoleres e hidrofóbicas (“odían el agua”), otras están 
cargadas positiva o negativamente, algunas forman enlaces covalentes, etc. En el Panel 3-1 


(pp. 128-129) se presentan sus estructuras atómicas y en la Aguas 32 se cia una lista 


de sus abreviaturas, : 

Como se explicó én el Capítulo 2, los átomos se comportan casi como si fueran pesadas 
esferas de un radio determinado (su radio de van der Waals. El requerimiento de que dos 
átomos no pueden solaparse limita claramente el número posible de ángulos de enlace en 
una cadena polipeptídica (Figura 3-3). Estas fuerzas y otras interacciones estéricas reducen. 
en gran medida el número de disposiciones tridimensionales posibles (ó conformaciones)..f 
pesar de ello, una larga cadena flexible, coma por ejeraplo la dl una po puede plegar- 
se eg ua número enorme de posibilidades diferentes. - 

Sin embargo, el plegamiento de una cadena proteica también está condicionado por 
muchos tipos diferentes de enlaces no-covalentes débiles, formados entre partes de la propia 
cadena. Esto implica átamos del esqueleto polipeptídico así como átomos de las cadenas 
laterales de los aminoácidos. Existen tres tipos diferentes de enlaces débiles: los enlaces de 
hidrógeno, las atracciones electrostáticas y las atracciones de van der Waals, como se describe 
en el Capítulo 2 (véase p. 54). Cada uno de los enlaces no-covalentes son de 30 a 300 veces 
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figura 3-1 Los componentes 
estructurales de una proteína. 
Una proteína está formada por 
un esqueleto polipeptídico con 
cadenas laterales. Cada tipo de 
proteína difiere de las demás 
en su secuencia y en su número 
de aminoácidos; así pues, la 
secuencia de cadenas laterales 
químicamente diferentes es la 
que hace que cada proteína sea 
distinta. Los dos extremos de 
tina cadena polipeptidica son 
quimicamente diferentes: el 
extremo portador del grupo 
amino libre (NHy*, también 
escrito NH) es el araino, o 
N-terminal, y el portador del 
grupo carboxilo libre (C00”, 
también escrito COOH) es el 
carboxilo, o C-terminal, La 
secuencia de aminoácidos 
de na proteína siempre 
se presenta an la dirección 
deNa Cy se lee de izquierda 
a derecha. 
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3 | CADENA CADENA Figura 3-2 Los 20 aminoácidos 
+ AMINOÁCIDO LATERAL AMINOA.CIDO LATERAL que forman las proteínas. 
El y Cada arrónoácido se puede 
á Ácido aspártico Asp D negativa Alanina Ala A apolar representar mediante las 
A Ácido glutámico Glu E negativa Glicina Gly: G  apolar. ind de se o de tres 
i A A a pd E A ft : letras. El número de cadenas 
i ; ars ¿18 R : Es AS. Matiña val v apolar laterales polares es igual al de 
¿ ys TK positiva Leucina Lew o L apolar cadenas laterales apolares: sia 
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TWosina Ter Y oler no caraad Cistelna es € apolar atómicas, véase el Panel 3-1 
Y polar no cargada istelna Ye o ipp. 128-129), 
E ANO ÁCIDOS POLARES dl Li AMINOÁCIDOS APOLARES — 


más débiles que los típicos enlaces covalentes de las inotéculas biológicas. Sin embargo mu- 

chos enlaces débiles actúan en paralelo pnuos con otros y mantienen fuertemente unidas dos. 
regiones de una cadena polipeptídica. De esta forma, la fuerza combinada de un gran mú- , á : 
mero de estosenlaces determina la estabilidad de cada forma plegada (Figuera 3-4). 

Existe una cuarta fuerza débil que también desempeñe un papel central en la determi- 
nación de la forna de una proteína. Como se describe en el Capítulo 2, las moléculas hidró- 
fobas, incluyendo las cadenas laterales apolares de algunos aminoácidos, tienden a unirse 
unas a otras cuando se hallan en un entorno acuoso, rainimizando el efecto disruptor de la 
red de moléculas de agua unidas entre sí por enlaces de hidrógeno [véase p. $4 y el Panel 2-2, 
¿2p.108-109). Por lo tento, un factar importante que condiciona el plegamiento de cualquier : : 
proteína es la distribución de sus aminoácidos polares y apolares, Las cadenas laterales apo- : 

Tazres (hidrófobas) de una proteína correspondientes a aminoácidos tales como la fenitalani- 
na, la leucina, la valina o el triprófano- ddenden a aglutinarse en el interior de la molécula (de 
manera parecida a como las gotitas de acelte coalescen formando una sola gota grande). Es- 
ta propiedad les permite evitar el contacto con el agua que las rodea en el interior de la cóha- 
la, Por el contrezio, los grapos polares —cormo los correspondientes ala arginina, la glutarnina. 
a la bistidina— tienden a disponerse cerca de la superficie exterior de la molécula, donde pue- 
den formar enlaces de hidrógeno con el agua y con otras moléculas polares (Bigura 3-9). Ge- 
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Figura 3-3 Limitadones estéricas de las ángulos de enlace en una cadena polipeptidica, (4) Cada aminoácido contribuye con tres 
enlaces (en rojo) al esqueleto de la cadena. El enlace peptídico es plano (sombreado en gris) y no permite rotación. Porel contrario, 
se puede producir rotación sobre el enlace CyT, a este ánquio de rotadón se le denomina pai (yn, y sobre el entace N-Co, a este 
ángulo de rotación se le denomina phl(9). Por convenio, el grupo R representa una cedena lateral de tn arninoácido (arculos verdes), 
(8) La conformación de los átomos principales de una cadena proteica ene determinada por un par de ánguios € y w para cada 
aminoácido; debido a las colidones estéricas entre los átomos de los arnincácidos, la magorfa de los pares de ángulos $ y yno son 
posibles, En este gráfico, llamado de Ramachandran, cada punto representa un par de ángulos observados en proteinas, El grupo de 
puntos en el cuadrante inferior lquierdo representa todos los aralnoécidos localizados en esvuciura de héllce q. (véase Figura 3-7A) 
(8, de 3. Richardson, Adv, Prot, Chem. 34:174-175, 1981. Con la autorización de Academic Press.) 
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La fórmula general de un aminoácido es 


¡SÓMEROS ÓPTICOS — Ebcarbono a es asimétrico, lo cual 
permite tener dos imágenes especulares 


z lo esteroisómeros), L y D. 
átomo de 


' eS ecarbona 
grupo - grupo 
amino HON E e CODH carbodtico 


as Te Grupo de la 
cadene lateral 


Res una de las 20 cadenas laterales difererttes. 
A pH 7 tanto el grupo amino como el carboxdilo ES 
están tonizados. ea 
H 
O 
HN O 


pt 


E 


a 


po 
e 


y 
sn 


as 


ES 


qa 


E 


FAMILIAS DE 
AMINOÁCIDOS 


lisina - . histidina 
fyso ty (Arg o R) (His o H) 


Los aminoácidos comunes 
se agrupan en función de 
si sus cadenas laterales son 


: ácidas 

ee básicas 

E S polares sin carga 

a no polares 

ae 

A F ¿ II y 

AA ste grupo . o 

2/4 Los nombres de estos lead CH Al 

o ] Ñ E es muy básico ] hide io 

a PE 20 aminoácidos tienen debido a que NH cd Ne 

E abreviaturas de tres letras su carga ¡ Estos nitrógenos tienen una 

ercca4 y también de una letra. positiva está Y pe afinidad relativamente débil 
estabilizada “H yé Nu por un H? y a pH neutro son 

Así alanina = Ala = A e E 2 24 e dis 
" ES por resonancia, sólo parcialmente positivos, 


EE E REST 
A 2 PASTAS AOS, OS A 
ENLACES PEPTÍDICOS 
Generalmente los aminoácidos se unen entre si mediante Enlace peptídico: Los cuatro átomos de cada casilla gris forman 
una unión amida, que recibe el nombre de enlace peptídico. una unidad plana rígida. Sin rotación alrededor del enlace C-N, 
PS HO 
H H 19) H R a) mm HO R o 
N EA A O LO 
NEL ds NECE N—C—CN CAE 
H Lo So nd So. a A 
R H R HH 
5H 
extremo amino | extremo carboxilo 
Las proteínas son arandes o N-terminal Ñy Y q A Al DEAR minal 


polímeros de aminoácidos 
unidos entre sí por enfaces 
peptidicos y siempre se 
representan con el extremo 
N-terminal hacia la izquierda. 
La secuencia de este tripéptido A 
es histidina-cisteína-valina. 4 
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Estos dos enfaces sencillos permiten la rotación, de modo 
que las cedenas largas de aminoácidos son muy flexibles. 
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cargado a pH neutro, la molécula es polar, 
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ácido glutámico 


atracciones 


3 


valina 


neralmente, los aminoácidos polares escondidos dentro de una proteína establecen enlaces 
de hidrógeno con otros aminoácidos polares o con el esqueleto polipeptídico. 


Las proteíias : se pliegan adoptando la conformación 
de menor energía. 


Como resultado de todas estás interacciones, la mayoría de proteínas tienen una estructura 
tridimensional particular, determinada por el oxden de los aminoácidos de su cadena. Por lo 
general, la estructura plegada final, o conformación, de cuaiquier cadena polipeptídica es 
aquella que, minimiza su cantidad de energía libre. Los biólogos han estudiado el plega- 
miento de las proteínas en tubos de ensayo utilizando proteínas altamente purificadas. El 
tratamiento con ciertos solventes, que rompen las interacciones no-covalentes que mantie- 
nen plegada la cadena, despliega o desnaturaliza la proteína. Este tratamiento transforma la 
proteína en una cadena polipeptídica flexible que ha perdido su forma natural. A mentudo, 
cuando se elimina el solvente desnaturalizante la proteína se vuelve a plegar espontánea- 
mente, se renaturaliza, en su conformación original (Bigura 3-6). Este fenómeno indica que 
la secuencia de aminoácidos de la cadena contiene toda la información necesaria para es- 
pecificar la forma tridimensional de las proteínas, lo cual constituye un punto crítico para 
poder entender la MER celular. 
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la región las cadenas laterales polares 
nucdear pueden formar enlaces 
hidrofóbica de hidrógeno con el 
contiene cedenas agua en la cara exterior 
laterales apolares de la molécula 


conformación plegada en un ambiente acuoso 


Figura 3-4 Tres tipos de enlaces, * 
no-covalentes participan en el plegamiento 
delas proteínas. Cada uno de estos enlaces, 
por sí soto, es muy débil, pero si se forman 
mitichos de ellos a ta vez dan lugar a 
disposiciones unidas fuertemente, como en 
el ejernplo expuesto. Come en la figura 
arrtterior, Res una forma general de designar 
una cadena lateral de un aminoácido. 


Figura 3-5 Cómo se pliega una proteína y 
da lugar a una conformación compacta. Las 
cadenas laterales de los aminoácidos polares 
tienden a colocarse en la cara exterior de la 
proteína, donda pueden interactuar con 

el aqua; las cadenas apolares se esconden 

en el interior de la proteina, formando un 
núcleo hidrofóbico de átomos altamente 
empaquetados que se mantianen alejados 
del agua. En este esquema, la proteína sólo 
contiene unos 30 aminoácidos. - 
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Normalmente cada proteíaa se pliega en una sola conformación estable, Sin embargo, 
esta conformación 2 menuda cambia ligeramente cuando la protefos interactóa cOn 00% 
moléculas de la célula. Este carmbio de foraa suele ser crucial para la función de la proteína, 
como verernos més adelante en este capítulo. 

funque la cadena proteica puede plegarse en su conformación correcta sin ninguna 
ayuda exterior, en la célula viva normalraente el plegarmiento de las proteínas está auxiliado 
por unas proteínas especiales llamadas chaperonas moleculares. 5e tata de proteínas que se 
unen a las cadenas parcialmente plegadas y les ayudan a plegarse, sigluendo la vía energétl- 
camente más favorable para ese plegantiento. En las condiciones de abigarramiento del cito- 
plasma, las chaperonas evitan temporalmente que las zonas hidrofóbicas de las cadenas 
proteicas recién sinterizadas se asocien unas con otras y forraen agregados (véase p. 388). Sin 
embargo, la forma tridimensional final de la proteína está especificada por su secuencia de 
aminoácidos: las chaperonas simplemente hacen que este proceso sea más Sable. 

Les proteínas presentan una senplia variedad de formes y por lo general enen entre 50 
y 2000 aminoácidos. Habitualmente, las proteínas grandes se componen de varios dominios 
proteicos diferentes unidades estructurales que se pliegan más o menos independiente- 

“mente unas de otras, como se expone más adelante. La estructura detallada de cualquier 
proteína es complicada, por lo que para simplíficadla se utilizan diferentes tipos de repre- 
sentaciones cada uno de los cuales destaca diferentes aspectos de la proteína. 

El Panel 3-2 (pp. 132-133) presenta cuatro representaciones diferentes del dominio 
proteico llamado SH2, que cumple importantes funciones en las células eucariotas: Está 
constituido por una cadena de 100 arnínoácidos, su estructura se presenta como (A) un mo- 
delo de esqueleto polipeptídico, (8) un modelo de chata, (C) w modelo de cable que incha- 
ye las cadenas laterales de los aminoácidos y (0) ua modelo espacial compacto. En cada fila 
se muestra la proteína en una orientación diferente; la imagen está coloreada de manera que 
permite seguir la cadena polipeptídica desde su extremo Naterminal (púrpura) a su extrerao 
C-terminal (rojo). <GTGA> 

El Panel 3-2 muestra que la conformación de una proteína es sorprendentemente Com- 
pieja, incluso parauna proteína tan pequeña como el dominio SH2. Pero, como comentare- 
mos más adelante, la descripción de las estructuras proteicas puede simplificarse ya que 
existen algunos motivos estructurales corounes que subyacen a estas conformaciones. 


La hélice ul y la lámina f$ son patrones comunes de plegamiento 


Cuando comparamos las estructuras tridimensionales de muchas moléculas proteicas difis- 
rentes, se hace evidente que, aunque la conformación global de cada proteína es Única, a me- 
nudo se encuentran dos patrones de plegamiento regulares en algunas zonas de las proteínas. * 
Ambos parrones fueron descubiertos hace más de 50 años, estudiando el pelo y lá seda. Elpa- 
mer patrón de plegarniento descubierto, lamado la hélice o, fue hallado en la proteíza o-que- 
ratina, que es muy abundante en la piel y sus derivados —corno el peio, las uñas y los cuernos. 
Un año después del descubrimiento de la hélice os, se balló una segunda estoíctara plegada, 
Ramada lrmica f, en la proteína fibroína, el púncipal constituyente de la seda, Estos dos pa- 
bones son particularmente comtnes porque resultan de la unión de los grupos N-H y 0 
del esqueleto polipeptídico mediante enlaces de hidrógeno, sin que intervengan las cadenas 
laterales de los aminoácidos. Porlo tanto, muchas secuencias diferentes de eminoácidos pue- 
den formar estas estructuras. En cada caso, la cadena proteica adopta una conformación re- 
gular reperva, En la Figuera 3-7 se presentan estas dos conformaciones, asf como las 
abreviaturas que se utilizan para destacadas en los modelos de cinta de las proteínas. 


Figura 3-6 Muevo plegamiento de 
una proteína descaturalizada (A) Este 
experimento, realizado por pririera Vez 
hace más de 40 años, demuestra que. 
la conformación de las protelnas está 
deterrrinada sólo por se secuencia de 
aminoácidos. (8) Estructura de la urea, 
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(D) Modelo espacial compacto: Propordeaa un mapa de la protelas; 
visualiza su forraa y señala qué aminoácidos de las cadenas laterales 
quedan expuestos. Muestra cómo quedaría expuesta la proteína a 

una molécula pequeña, como-el agua, o 2 ota proteína. 
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Figura 3-7 La conformación regular del esqueleto polipeptídica que se presenta en la hélice a y en la lároina E <GTAG> <TGCT > 
(4,8 y O La hélice a El N-H de cada enlace peptídico está unido por enlaces de hidrógeno al £=0 de un enface peptidico vecino, 
situado cuatro enlaces peptídicos más adelante en la misma molécula. Obsérvese en este esquema que todos los grupos N-H quedan. 
en la parte superior y todas los grupos C=0 en la parte inferior (hada el extremo Cterminal); esto proporciona una polaridad a ta hélice, 
con una carga parcialmente negativa en C-terminal y parcialmente positiva en N-terminal [D, E y F) La lámina [. En este ejemplo, las 
cadenas peptídicas adyacentes están dispuestas en direcdones opuestas (antiparalelas). Los enlaces de hidrógeno entre los enlaces 
peptídicos de las diferentes hebras mantienes unidas entre sí las cadenas polipeptídicas (hebras) en una lámina $, mientras que las 
cadenas tarerales de los aminoácidos de cada hebra se proyectan alternativamente por encima y por debajo del plano de la lámina fl. 

Ao En (4) y (D) se muestran todos los átomos del esqueleto pollpeptidico, pero las cadenas laterales están truncadas y representadas por 

una K. Como comparación, en (B) y (E) sólo <e muestran los átomos del esqueleto, mientras que en (€) y (F) se esquematizan los 

os ] simbolos utilizados para la hétice e y la lámina f, mediante las representaciones de cintas de las proteínas (véase el Panel 3-28). 
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El gíácleo de muchas proteínas contiene extensas regiones de lámina P. Corno se mues- 
tra en la Figura 2-8, estas lárninas f pueden estar formadas tanto por cadenas polipeptidicas 
vecinas dispuestas en la misma dirección tes decir, cadenas paralelas) o por una cadena que 
se pliega una y otra vez sobre sí misma, de modo que cada sección de la cadena se dispone 
en dirección contraria a sus vecinas inmediatas (es decir, cadenas antiparalelas). Ambos ti- 
pos de lámina P proporcionan una estructura muy rigida, que se mantiene unida por los 
entaces de hidrógeno que conectan los enlaces peptídicos de cadenas vecinas [véase la 
Figura 3-13), : 

cuendo una cadena polipeptiídica se enrolla sobre sí reisma formando iu cilindro rígi- 
do, se genera una hélice a. Entre cada cuatro enlaces peptídicos se establece un enlace de 
hidrógeno, uniendo el C=0 de un enlace peptídico con el N-H de ato (véase la Figura 3-78), 
Esto da lugar a una hélice regular con una vuelta completa cada 3,6 aminoácidos. Obsérve- 
se que el dominio proteico que se muestra como ejemplo en el Panel 3-2 contiene dos héli- 
ces a y una lámina B formada por tres cadenas antiparalelas, 

En las proteínas localizadas en las membranas celulares, como las proteínas tanspor- 
tadoras y los receptores, son especialmente abundantes las regiones de hélice aL En el Capt- 
tulo 10, veremos que generalmente los segmentos de proteínas transmembrana que 
atraviesan la bicapa lipídica to hacen en forma de una hélice : compuesta mayoritariamen- 
te por aminoácidos de cadenas lererales apolares. En la hélice a,, el esqueleto polipeptídico, 
que es hidrofílica, está unido a sí mismo mediante enlaces de hidrógeno y se separa del en- 
torno lipídico hidrofóbico de la membrana mediante sus protuberantes cadenas laterales 
apolares (véase la Figura 3-78). 

En otras proteínas, las hélices q se enrollan una sobre la otra formando una estructura 
particularmente estable, conocida como una superhélice o hélice sobreenirollada (en in- 
glés, colled-coíl. Esta estructura se forma cuando dos (o en algunos casos, tres) hélices y tie- 
nen la mayor parte de sus caderas laterales apolares (hidrófobas) hacia un lado, de manera 
que pueden enrollarse una en torno a la otra colocando estas cadenas laterales hacia el inte- 
rior (Figuxa 3-9), El armazón estructural de muchas proteínas alargadas está formado por 
largas superhélices fibrosas. Ejemplos de estas proteínas son la +-queratina, que forma las Éi- 
bras intracelulares que refuerzan la capa exterior de la piel y sus apéndices, y las moléculas 
de miosina responsables de la contracción anuscular. 
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Figura 3-8 Dos tipos de estructura en 
támina B. (A) Una lámina P antiparalela 
(véase Figura 3-70). (8) Una lámina f 
paralela. Ambas estructuras son habituales 
en las proteínas. 


Figura 3-9 Estructura de una hélice 
sobreenmoHada. <CGGA> En (A) se presenta 
una hélice a sencilía, con las cadertas 
laterales delos aminoácidos sucesivos 
señaladas siguiendo la secuencia de siete 
elementos abcdefg” (de abajo a arriba). En 
esta secuencia, los aminoácidos *a"y“d” 
coinciden sobre la superficie del cilindro 
formando una “banda” (en rojo) que glra 
ientemente alrededor de la hélice q 
Típicamente, las proteínas que forman hélices 
sobreenrolladas tienen aminoácidos 
hidrofóbicos en tas posiciones “a y “a” Por 

lo tanto, como se muestra en (B), las dos 
hélices a pueden enroscarse una sobre la 
otra de forma que las cadenas laterales hidro- 
fóbicas de una hélice a interacclonen con las 
cadenas laterales hidrofóbicas de la otra, 
mientras que las otras cadenas laterales, más 
hidrofílicas, quedan expuestas libremente al 
entorno acuoso. (C) La estructura atómica 

de una hélice sobreentrollada, determinada 
por cristalografía de rayos X. Las cadenas 
laterales en rojo son apolares. 
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Los dominios proteicos son unidades modulares a partir 
de los que se construyen las proteínas grandes 


taciuso las moléculas proteicas más pequeñas están formadas por miles de átomos unidos 
entre sí por enlaces covalentes y no-covalentes orientados de una manera precisa, porlo que 
es extzemedamente dificd visualizar estas cormmplicadas estruceanras sin vna representación 
tridimensional. Por esta razón, los biólogos utilizan diversas herramientas gráficas e bafor- 
máticas. El DVD que acompaña este libro contiene imágenes generadas por ordenador, en 
diferentes formatos, de proteínas seleccionadas, que pueden verse y roterse en pantalla, 

Los biólogos distinguen cuarco niveles de organización en la estructura de una proteína. 
La secuencia de aminoácidos es la estructura primaria. Los segmentos de una cadena poli- 
peptídica que forman hélices a. o láminas B constituyen la estructura secundaria. La con- 
formación tridimensional que forma la cadena polipeprdica, se denomina habitualmente la 
estructura tenciadia, y sima molécula proteica particular está constituida por un complejo 
de más de ua cadena polipeptídica, la estructura completa se designa como estructura 
cuaternaria. : 

Estudios sobre la conformación, la función y la evolución de las proteínas también han 
revelado la importancia de un nivel de organización distinto de estos cuatro. $e trata del do- 
minio proteico, que está formada por cuelquier parte de la cadena polipeptídica que pueda 
plegaxse independientemente del resto, dando lugar a una estructura compacta y estable, 
Un dominio generalmente contiene de 40 a 350 aminoácidos y es la unidad modular a par- 
tir de la cual se construyen muchas de las proteínas mayores. 

A menudo, los diferentes dorninios de una proteína están asociados con las dierentes 
funciones de esta proteína. En la Figura 3-10 se muestra un ejemplo, la proteína quinasa 
Src, que actía en vías de señalización en el interior de las céludas de los vertebrados (Sre se 
pronuncia “sarc”). Se considera que esta proteína tiene tres dominios: los dominios SH2 y 
S5H3 tienen una función reguladora, mientas que el dominio C-terminal es responsable 
de la actividad catalítica quinasa. Más adelante, en este capítulo, volveremos sobre esta pro- 
tetna para explicar cómo las proteínas pueden formar interruptores mealeculares que trans- 
miten la información a través de las células. 

Enla Fisura 3-11 se presentan modelos de cinta de tres dorainios proteicos oxgeniza- 
dos de diferentes formas. Como ilustran estos ejemplos, la cadena polipeptídica tiende a 
cruzar todo el dominio antes de dar una vuelta cerrada sobre la superficie, El núcleo central 
de un dominio puede estar formado por hélices a, láminas f o diferentes combinaciones de 
estos dos elementos fundamenteles del plegamiento. <CAGT> 

Las proteínas más pequeñas contienen un solo dominio, mientras que las mayores 
pueden llegar a contener hasta varias docenas de dominios, que habitualmente están co- 
nectados entre sí mediante segmentos cortos de cadena polipepuídica relativamente deses- 
tructurados, 


dominio 5483 


dominio SH2 


Figura 3-10 Proteína formada por múlqples 
dominios, En la proteina Src mostrada, el 
dominio CAerminal con dos lóbulos (amarillo 
y naranja) toria tna enziraa proteina 
ovinasa, mientras que los dorninjos 5H2 y 
SH3 desempeñan funciones reguladoras. 

(A) Madeío en cinta, con el sustrato ATP ep 
rojo. (8) Modelo espacial compacto, con el 
sustrato ATP en rajo, Obsérvese que el lugar 
de unión al ATP se sitrla en la interfase de 

los dos lóbulos que forrnan fa quinasa, 

La estructura detallada del dorninio SH2 

se ilustra en el Panel 3-2 (pp. 132-133), 
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De entre la gran cantidad de cadenas polipeptídicas posibles, 
sólo unas cuantas son útiles para las células 


Los 20 aminoácidos son químicamente distintos y, en principio, cualquiera de ellos puede ubi- 
carse en cualquier posición de una cadena proteica, porlo que hay 20x20x20x20= 160,000 
posibles cadenas polipeptídicas diferentes de cuatro aminoácidos de longitud, o 20” cade- 
nas polipeptídicas diferentes posibles de una longitud de n aminoácidos. Para el caso de una 
proteína típica de 300 aminoácidos de longitud, una célula teóricamente podría fabricar 
más de 10% (2000) cadenas polipeptídicas diferentes. Este es un número tan enorme, que 
para poder producir una sola molécula de cada tipo se requeririan muchos más átomos de 
los que existen en el universo. 

Sólo una pequeña fracción de este casi inimaginable número de cadenas polipeptídicas 
posibles adoptaría una conformación tridimensional estable según algunas estimaciones, 
menos de una entre wn billón, La inmensa mayoría de las proteínas presentes en tas células 
adoptan conformaciones únicas y estables. ¿Cónao es esto posible? La respuesta es que una 
proteína con muchas conformeciones diferentes y propiedades variables no resultaría bio- 


lógicamente útil Por lo tanto, tales proteínas habrían sido eliminadas por la selección natu-. 


ral en el curso del largo proceso de ensayo y error que subyace bajo la evolución celular. 

El mecanismo de la evolución ha seleccionado funciones proteicas de los organismos 
vivos, por lo qué la secuencia de aminoácidos de la mayoría de las proteínas actuales es tal 
que favorece una sola conformación extremadamente estable. Además, esta conformación 
tiene las propiedades químicas exactas que capacitan a la proteína para realizar una función 
catalítica o estructural particular en la célula. Las proteínas están construidas de manera tan 
precisa que a veces el cambio de tan sólo unos cuantos átomos de un aminoácido puede 
desorganizar la estructura de la proteína causándole una pérdida de función irreparable. 


Las proteínas pueden clasificarse en muchas familias 


Cuando una proteína evolucionó de manera que pudo plegarse adoptando una conforma- 
ción única estable con propiedades útiles, su estructura se modificó ligeramente durante la 
evolución posterior, permiténdole asumir nuevas funciones. Este proceso se ha acelerado 
en gran medida por los mecanismos genéticos que ocasionalmente han duplicado genes, 
permitiendo a una copia evolucionar independientemente y generar una nueva función (co- 
"mo se describe en el Capítulo 4). Sabemos que esto ha ocurrido muy a menudo, porque na- 
chas de las proteínas actuales pueden agruparse en farmblias proteicas, en las que cada uno 
de los mierabros de la familia tiene uba secuencia de aminoécidos y una conformación ti- 
dimensional muy semejante a las de los otros roiembros de la familia. 
Consideremos, por ejempla, las serinas proteasa, una familia de enzimas degradadoras 


de proteínas (enzimas proteolíticas) que incluye las enzimas digestivas quimotipsina, trip- 
sina y elastasa, y algunas de las proteasas implicadas en la coagulación de la sangre. Cuando 


s A 
Figura 3-11 Modelos de cinta de tres E 
dominios proteicos diferentes. (A) PAS 
Gitacromo bsg2, una proteína de un sola ES 
dominio implicada en el transporte a 
electrónico enla raltocondria. Esta proteína y 


está compuesta casi exclusivamente de 
hélices ul. (8) Dominio de unión al NAD? de ta . 
enzima lactato deshidrogenasa, compuesta ñl 


por una mezcla de hélices e: y láminas B a 
paralelas. (C) Dominio variable de la cadena o) 
figera de una clase de inmunoglobulina áN ' 
anticuerpo), compuesta por un sándwich de > 
dos láminas, antiparaletas, En estos ejemplos, par 
las hélices a se nruestran en verde, oienktras - > 
que las hebras organizadas en léminas fa, se ES 
representan por flechas rofas. ES 
Obsérvese que generalmente la cadena d A 
polipeptídica atraviesa de lado a lado el eS 
dominio proteico vanas veces, haciendo giros ón 5 
bruscos sólo en la superficie de la proteína. 5% 
A menudo, las regiones curvadas 2) 
protuberantes famarifo) constituyen los En 
lugares de unión para otras moléculas, i ) 


(Dibujos cortesta de Jane Richardson.) 
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Figura 3-12 Comparación entre las | 
contormaciones de dos serínes proteasa. | 
Confocnaciones del esqueleto de la elastasa 
y de la quimotripsina. Sólo los arinoácidos 
sombreados en verde de la cadena 
polipeptídica son los mismos en las dos 
proteínas, pero las dos conformaciones son 
uy similares entre sí en cualquier región de 
la proteína. El hugar activo de cada enzima 
está marcado en rofo; en este lugares donde 
52 produce fa unión y la rotura por hidrólisis 
de tos enfaces peptídicos de las froteínas 
que acuúan como sustrato, El nombre de las 
serinas proteasa dedwa del arinoácido 
serna, cuya cadena lateral es parte del 
centro actvo de cada encima y participa 
directamente en la reacción de rotura. 


se comparan las porciones proteasa de dos cualesquiera de estas enzimas, se observa que al- 
gunas regiones de sus secuencias de aminoácidos son prácticamente iguales. La similitud 
de sus conformaciones tridimensionales es incluso más sorprendente: la mayoría de los ple- 
gamientos y giros detallados en sus cadenas polipeptídicas, formadas por varios cientos de 
aminoácidos, son casi idénticos (Figura 3-12). No obstante, las diferentes serinas proteaga 
tienen distintas actividades enzimáticas, ya que cada una de ellas rompe diferentes proteí- 
nas o los enlaces peptídicos entre diferentes tipos de aminoácidos. De esta manera, cada 


y EN , Figura 3-13 Cornparación de una clase 
una realiza una función distinta en el organismo. le E 


de dominios de nión al DNA, lamadas 


pa El caso de las serinas proteasa se repite en centenares de otros casos de familias protei- homeodominios, de dos organismos 
Ñs ú ; cas. En general, la estructura de los diferentes mierbros de una familia proteica se ha con- separados por más de mil millones de años 
í h servado en las secuencias de sus arsinoácidos. En muchos casos, las secuencias de de evolución, (A) Madelo en cinta de la 
e: aminoácidos han divergido tanto que no podemos estar seguros de la relación familiar que  *Structura común entre ambas proteínas. 
qa existe entre dos proteínas sin determinar sus estructuras tridimensionales. Por ejemplo, las. €) Localización de las posiciones delos 
E 3 proteínas 02 de levadura y la proteína angrelada de Drosophila son dos proteínas regulado- A o, 
co E ras de genes que pertenecen a la familia homeedominio (se expone en el Capítulo 7). Como cristalografía de rayos X de la proteína 02 de 
3 que sólo son iguales en 17 de stus 60 residuos de ansinoácidos, la relación que existe entre la levadura (verde) y de la proteína angrelada 
y ambas únicamente se pone de manifiesto cuando se comparan sus estructuras tridimensio- de Drosophila trójo). () Comparación de las 
A nales (Figura 2-13), Muchos ejemplos similares muestran que dos proteínas que tengan secuencias de aminoácidos de la región de 
más del 25% de similitud en sus secuencias de aminoácidos, generalmente comparten la. las proteínas mostradas en (A) y (8). Los 
misma estructura global. puntos negros señalan los lugares con el 


; E de s A > mismo aminoácido, Los puntos naranja » 
; ze : 
A menuda, los diferentes miembros de una gran familia de proteínas tienen funciones señalan la posíción de un inserto de tres 


bastante diferentes. Sin duda, algunos de los cambios de aminoácidos que diferencian estas aminaácidos de la proteína 02. (Adaptado 
enzimas fueroo seleccionados en el transcurso de la evolución porque daban lugar a cam- de C.Wolberger etal,, Celf67:517-528, 1991. 
bios en la actividad biológica, confiriendo a los distintos miembros de la familia las diversas Con fa autorización de Elsevier) 
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huinciones que presentan en la acrualidad, Otros carnbios de aminoácidos pareces ser “neu- 
tros”, es decir, no tienen efectos ni beneficiosos ni perjudiciales para la estructuza y la fun- 
ción básicas de una proteína. Puesto que la mutación es un proceso alestorio, también 
debieron producirse muchos cambios deletéreos que alteraron la estructura tridimensional 
de estas proteínas lo suficiente como para que restultaran inacovas, Estas proteínas inactivas 
debieron perderse en cuanto cada uno de los organismos que las producían se encontró en 
una situación de desventaja y fueron eliminados por fa selección natural. 

Cuando el genoma de cualquier organismo es secuenciado es posible reconocer las fa- 
pillas proteicas; por ejemplo, la determinación de la secuencia completa del DNA de todo el 
genoma humano, ha revelado que tenernos unos 24.009 genes que codifican proteínas, Me- 
diante comparación de secuencias, podernos asignar los productos de aproximadamente 
un 40% de estos genes a estrucniras proteicas conocidas que pertenecen a más de 500 famni- 
Bas proteicas diferentes. La mayoría de las proteínas de cada familia han evolucionado en el 
sentido de producir fumciones diferentes, como en el ceso de las enzimas elastasa y quimo- 
tripsica Hustrados previamente en la Figura 3-12, Aveces se dice que estas proteínas son pa- 
ráloges, para diferenciarlas de las correspondientes proteínas de diferentes organismos 
(denominadas ortólogas, como es el caso de la elastasa de ratón y humana). 

Como se describe en el Capítulo 8, gracias a las poderosas técnicas de cristalogralía de 
rayos Xy de resonancia magnética nuclear (NMR: nuclear magnetic resonance), ahora conao- 
cemos las formas tridimensionales o conformaciones de más de 20,000 proteínas. <GGCO>. 
Comparando detelladamente las conformaciones de estas proteínas, los biGiogos estructu- 
rales (esto es, los expertos en la estructura de las moléculas biológicas) han concluido que 
existe un número limitado de maneras en las que se pliegas tos dominios proteicos quizás 
sólo unas 2090. Hasta el momento se ha determinado la esturctura de unos 800 de estos pie- 
gemientos proteicos. Estos plegamientos conocidos tienden a ser los más representados en 
el universo de las estructuras proteicas: por ejemplo, 50 plegamientos constituyen cerca de 
las tres cuartas partes de las familias de dominios con estructuras predichas. Parece, pues, 
que podría estar 2 nuestro alcance un catálogo completo de los plegamientos proteicos más 
significativos que existen en los seres vivos. 


La búsqueda de secuencias puede identificar parentescos 


La base actual de datos de secuencias conocidas de proteínas contiene más de diez milones 
de entradas; este mímero crece rápidamente a medida que se van secuenciando más y más 
genomas revelando números enormes de nuevos genes que codifican proteinas. Los pode- 
rosos programas de búsqueda disponibles de ordenador permiten comparar cada nueva 
proteína descubierta con la base de datos completa y buscar posibles parenrescos. Mediari- 
te el descubrimiento de similitudes estadísucaraente significativas en las secuencias de arni- 
noácidos se pueden idervificar muchas proteínas cuyos genes evolucionaron a partir dera 
gen ancestral común. 

Can este gran número de proteinas en la base de dios los programas de búsqueda en- 
suentran muchas similitades no-significativas, lo cual produce un elevado nivel de ruido de 
fondo que hace muy difícil discernir los parentescos más cercanos. En términos generales, 
se necesita una identidad del 30% en la secuencia de dos proteínas para considerar que he- 
mos encontrado una similitud. Sin embarga, conocemos la función de muchas pequeñas 
secuencias “firma” (coro hueilas dactilares), que son utilizadas ampliamente para encon- 
trar relaciones más distantes (Figura 3-14). 

Las comparaciones entre proteínas son importentes debido a que normalmente una re- 
lación estructural supone una relación funcional Así, el descubrir una homología entre la 
secuencia de aminoácidos de una proteína mueva y la de una proteina de función conocida, 
puede suponer el ahorro de muchos años de investigación. Por ejemplo, tales similitudes 
entre secuencias inicialmente indicaron que ciertos genes que inducen la transformación 
de células de mamifero en células cancerosas son proteínas quinasa. Del mismo modo, mu- 
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Figura 3-14 Utilización de cortas secuencias 
de identidad para encontrar dominios 
proteicos relacionados. Las dos secuencias 
cortas de 15 y 9 aminoácidos mostradas 
(verdel pueden utilizarse para buscar en 
grandes bases de datos un dominio proteico 
que se encuentra en muchas proteinas: el 
dominio SHZ. Aquí se comparan los primeros 
SO aminoácidos del dominio SH2, de 

190 arnincácidos, para la protelrra S1c 
humana y de Lrosophila (véase Figura 3-10), 
En la comparación generada porordenador 
de las secuencios temanilo), las coincidencias. 
exactas entre la proteína humana y la de 
Drosophila se señalan con la abreviación de 
ura sola tetra correspondiente al arminoácido; 
tas posiciones con un aminoácido similar pero 
no idéntico se señalan con el simbolo + y las 
posiciones no coincidentes están en blanco. 
En este esquema, los lugares en los que una o 
ambas proteínas contienen una coincidencia 
exacta, con uña posición de las secuencias en 
verde, se destacan en rojo 
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chas de las proteínas que controlan el parón de formación, durante el desarrollo embriona- 
fío, de la mosca del vinagre Drosophila, fueron rápidamente identificadas como proteínas 
reguladoras de genes. 


Algunos dominios proteicos forman parte 
de muchas proteínas diferentes 


Como ya se indicó, la mayoría de proteínas se componen de una serie de dominios, en los 
cuales diferentes regiones de la cadena polpeptídica se han plegado independientemente 
formando estructuras compactas. Parece que estas proteínas con múltiples dominios se ori- 
gineron por la unión accidental de las secuencias de DINA que codifican cada doninio, ge- 
nerando un nuevo gen, Á menade, se hán generado nuevas superficies de unión mediante la 
vadtaposición de dominios y muchos de los lugares funcionales en los que las proteínas se 
unen a pequeñas moléculas pertenecen a este tipo. En un proceso denominado barajado de 
domínios, las proteínas grandes han evolucionado a través de la unión de dominios preexis. 
tentes generando muevas combinaciones de ellos (Figera 2-15). 

Un subconjunto de dominios proteicos ha sido especialmente móvil durante la evolu- 
ción; parece gue contienen estructuras especialmente versátiles, y habitualmente se deno- 
minan módulos proteícos. La estructura de uno de estos módulos, el dominio SHZ, se ilustra, 
en el Panel 3-2 (pp. 132-133), En la Figura 2-16 se presentan algunos otros dominios protei- 
Cos abundantes. a 

Cada uno de los dominios que mostramos tiene ua núcleo con una estructura estable 
formado por hebras de láminas $, del que salen asas de cadenas polipeptídicas menos orde- 
nadas (mostradas en verde). idealmente las asas forman lugares de unión para otras rmolé- 
culas, como se ha demostrado para el plegado de las inmunoglobulinas; este fenómeno se 
detectó primero en las moléculas de anticuerpo (véase la Figura 3-43). Lo más probable es 
que el éxito evolutivo de estos módulos basados. en láminas f, se debiera a que proporcio- 
naron tuúdades adecuadas para la generación de nuevos hugares de unión para sus ligan- 
dos, a través de variaciones en estas asas que sobresalen. 
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Figura 3-15 Barajado de dominios. Durante 
la evolución de las proteínas, se produjo un 
extenso barajedo de bloques de secuencias 
de proteína idorninios proteicos) En esta 
figura, las zonas señaladas con marcas de 
lamisme forma y color están relacionadas 
evolutivarnmente entre sí Las seras proteasa 
semejantes a quimoripsina están forradas 
por dos dominios tmarróra. En les otras tres 
proteasas mostradas, que están fuertemente 
reguladas y más espedalizadas, estos dos 
dominios proteasa se conectan 3 uno o más 
dominios similares a dominios encontrados 
en el factor de crecimiento epidérmico 

(EGE verdel, ala proteína que tune calcio 
tarnarillo) o al dorninio “kringle” (azul) que 
contienen tres enlaces disulfiuro internos, La 
quimatripsina se ilustra en la Figura 3-12, 


Figura 3-16 Estructuras tridimensionales 

de algunos módulos proteicos. En los 
esquernas en cinta, les cadenas de lámina Y 
se muestran como fechas, y tanto los 
externos C- como los N-terminales se indican 
como esferas rojas. (Adaptado de M, Baton, 


- D,G. Norman e LO. Campbell, Trends Blochemn, 


$d, 1613-17, 1997, con la autorización de 


- Elsevier, y DJ. Leahy etal, Science 258:387- 
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ne segunda característica de estos dombrlos proteicos que explica su utilidad es la fa- 
clidad con la que pueden ser integrados en otras proteínas. Cinco de los seis dominios que 
se Hustran en la Figura 3-16 tienen sus extrernos N- y C-termineles en polos opuestos del 
dorninio, Cuando un DNA que codifica un dominio de este tipo se duplica en tándena, lo 
cuales habitual en la evolución de los genes (como se explica en el Capítulo 4), los mádulos 
duplicados con estas distribuciones “en nea” pueden unirse en serte formando largas es- 
tructuras tanto consigo miseaos corúo coa otros dominios en línea (Pigura 3-17). Habi- 
tualmente se encuentran estructuras rígidas y larges compuestas por series de dominios, 
tanto en moléculas de la matriz extracelular como en regiones de proteínas receptoras 
situadas en le superficie cebilar Otcos doránios, como el SH2 y el “laingle” que se rouestra 
en ta Figura 3-16, son del tipo “enchufe”, en los cuales sus extrernos N y C se encuentran jur 
tos. Tras redistcibuciones genómicas, estos mádulos normélmerte se acomodan con facik- 
dad en forma de inserción en una región lazo de una segunda proteína, 

La comparación de las frecuencias relativas de la utilización de dominios en diferentes 
eucariotas revela que, para el caso de muchos dominios habituales como son los de proteínas 
quinasa, esta frecuencia es similar en organismos tan diversos como las levaduras, los gusa- 
nos, las mariposas y los humanos (Figura 2-18). Sin embargo existen algunas notables ex. 
cepciones como el dominio de reconocimiento de antígeno de complejo mayor de 
histocompatibilidad (MAC: major histocompatbility complex, véase Figura 25-52) que en 
humanos se preserita en 57 coplas y que es ausente en los otros cuatro tipos de organismos 
que acabamos de mencionar. Probablemente estos dominios tienen funciones especiáliza- 
das no cornpartidas con los otros eucariotas, por lo que han sido fuertemente seleccionados 
durante la evolución hasta producir el elevado número de copias observado. De forma simi- 
lar, se puede astiair que un dormidaio parecido a SHZ que rouestra un número muy elevado 
en los eucariotas superiores, es especialmente útil para la phuricelularidad (compárense las 
organisroos pharicelulaxes con las levaduras en la Figura 3-18), 


Algunas parejas de dominios se encuentran juntos 
en muchas proteinas 


Podernos construir una gran tabla que muestre la utilización de dominios de los organismos 
cuyo genoma conocemos. Por ejemplo, se ha estimado que el genoma humano contiene 
unos 1000 dominios de bumunoglobulinas, 500 dominios de proteínas quínasa, 250 homeo- 
dominios de unión al DNA, 300 dominios $H3 y 120 dominios SH2. Comparando las fre- 
cuencias y distribuciones de dominios endos genomas de más de 100 eucariotas, bacterias y 
arqueas que han sido secuenciados completamente, se obtiene una importante informa- 
ción adicional, Por ejemplo, encontramos que más de dos terceras partes de las proteínas 


contienen dos o más dominios, y que en muchas proteínas se presentan las mismas parejas 


de dominios y distríbuidos de la misma forma relativa. A pesar de que la mitad de todas las 
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Figura 3-17 Larga estructura formada : ; E 
4 partir de serles de módulos en línea. Se 2 
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tipo 3 (véase Figura 3-16) de la molécula de pe 
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extracelular, como modelo en cinta (A) ss 
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Figura 3-18 Frecuencias relativas de tres j 
dorainios proteicos en cinco organismos Mo Y 


se han calculado dividiendo el número de 
copias de cada dominio por el número total » 
de proteínas distintas que puede codificar a 
cada organismo, detenminadas por la A. 
secuencia del genoma. Así, la frecuencia 


es 120/24,000 = (0,005, 
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familias de dominios son comunes a axqueas, bacterias y eucariotas, sólo el 5 por ciento 
de combinaciones de dos dominios tienen una distribución similar. Este patrón sugiere que 
la mayoría de las proteínas que contienen cornbinaciones especialmente útiles de dos 
dorainios, apavecieron relativamente tarde en la evolución. 

Las 209 combinaciones más abundantes de dos dominios se presentan en aproxima- 
damente una cuarta parte de todas las proteínas con dominios reconocibles en el conjunto 
corapleto de datos. Por lo tanto, resultaría muy útil determinar la estructura tridimensional 
precisa, al menos en una proteína, de cada una de las combinaciones habituales de dos do- 
xúínios, ya que zevelaría de qué forma interactóan los doraimios en este tipo de estructuras 
proteicas. 


El genoma humano codifica un complejo conjunto de proteínas, 
muchas de las cuales siguen siendo desconocidas 


El resultado de la secuenciación del genoma humano ha sido sorprendente, porque revela 


que nuestros cromosarnas sólo contienen unos 25.000 genes. Sobre la base del número de 
genes, parecería que no somos más complejos que la pequeña planta de la mostaza, Arabi- 
dopsis, y únicamente 1,3 veces más complejos que un gusano nematodo. Las secuencias ge- 
nómicas también revelan que casitodos los dominios proteicos de los vertebrados proceden 
delos invertebrados solo un 7% de los dominios humanos identificados pertenecen espe- 
cificamente a los vertebrados. 

Sta embargo, por regla general, cada una de nuestras proteínas es más compleja (Figu- 
123-189). El barajado de dominios ocurrido durante la evolución de los vertebrados impulsó 
muchas combinaciones nuevas de dominios proteicos, danda como resultado que en las 
proteínas humanas hay cerca de dos veces más combinaciones de dorninios que en un gu- 
sano o una mosca. Ásí par ejemplo, en las proteínas humañas el dominio serina proteasa 
parecido a tripsina se encuentra unido, al menos, a 18 dominios de otro tipo, mientras que 
en el gusano sólo está unido covalentemente a 5 dorninios diferentes. Esta variedad extra en 
nuestras proteínas incrementa enormemente el rango de interacciones posibles proteína- 
proteína (véase Pigura 3-82), pero se desconoce como contribuyen a hacer de nosotros seres 
humanos. 

La complejidad de los seres vivos es asombrosa; es bastante sensato reconocer que en la 
actualidad carecemos de la más mínima indicación sobre la función que deben tener más de 
10.000 de las proteínas identificadas hasta ahora en el genoma humano, La siguiente gene- 


' ración de biólogos celulares tiene ante síenormes retos que afrontar y fascinantes misterios 


por resolver, 


Es frecuente que cada una de las moléculas proteicas de mayor 
tamaño contenga más de una cadena polipeptídica <GCCT> 


Los mismos enlaces débiles no-covalentes que permiten que una cadena proteica se pliegue 
en una conformación específica, también permiten que en la célula las proteínas se unan, 
tunas a otras y generen estructuras mayores. La región de la superficie de una proteína que 


interactúa con otra molécula a través de una serie de enlaces no-covelentes es denominada 


hugar de unión. Una proteína puede contener lugares de unión para muchas moléculas 
grandes y pequeñas. Si el ligar de unión reconoce la superficie de tuna segunda proteína, la 
unión estrecha de dos cadenas polipeptídicas plegadas en este lugar puede generar una mo- 


levadura 


Figura 2-19 Estrictura de dominio 

en grupos de proteínas relacionadas 
evolutivarmente, que tienen una función 
sienilar. En general, las proteinas de la 
mayoría de los oropolsinos complejos, 

cómo los humanos, denen tendencia 2 tener 
dominios adicionales como es el caso de las 
proteínas que unen DONA que se comparan. 


Figura 2-26 Dos subunidades proteicas 
idénticas se unen formando una proteína 
dimérica simétrica. La proteína represora 
Cro del bacteniófago lambda se ne al DNA 
inhibiendo los genes virales. Sus dos 
subunidades idénticas se unen cabeza 

con cabeza mediante una combinación 


- de fuerzas hidrofóbicas (azul) y un conjunto 


de enlaces de hidrógeno tregión amarla). 
(Adaptado de DM Chlendorf D.E Tronrud, 

y BMW Matthews, 4 Mol Blof 2800129136, 
1998, Con la autorización de Academic Press.) 
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CIO) tetrámera de la proteina neuraminidasa 


lécula proteica mayox, con una geometría definida de forma precisa. En una proteína como 
ésta, cada cadena polipeptídica se denomina subunidad proteica. 

«En el caso más sencillo, dos cadenas polipeptídicas plegadas idénticas se unen una a 
otra siguiendo una disposición “cabeza con cabeza”, formando un complejo simétrico de 
dos subunidades proteicas (Hamado un dímero) que se mantiene wudo por interacciones 
entre dos lugares de unión idénticos. La proteína represora Cro-una proteína reguladora de 
genes víricos, que se tine al DNA silenciando los genes víricos de na bacteria infectada 
constituye un ejemplo de ello (Figura 3-20). Las células contienen muchos otros tipos de 
complejos proteicos simétricos, formados por varlas copias de una misma cadena palipep- 


tídica. Por ejernpla, la enzima neuraminidasa está formada por un aníllo de cuatro subuni-. 
dades proteicas idénticas, cada una de las cuales se une a la siguiente, siguiendo un patrón . 


cabeza-cola (Figraa 2-21). ] ; 

Muchas de las proteínas celulares contienen dos o más tipos de cadenas polipeptídicas. 
La hemoglobina, la proteína de los glóbulos rojos que transporta el odgeno, contiene dos 
subunidades idénticas de a-globina y dos subunidades idénticas de B-globina, dispuestas 
simévicamente (Figura 2-22), Estas proteínas formadas por varias subunidades son nume- 
rosas en las células y pueden ser muy grandes. En la Figura 3-23 se presenta una muestra de 
protefras cuyas estructuras exactas son conocidas, y se compara los tamaños y las formas de 
unas cuantas proteínas grendes con algunas de las proteínas relativamente pequeñas que 
hemos presentado corao modelos hasta ahora. 


Algunas proteínas forman largos filamentos helicoidales - 


Algunas moléculas proteicas se ensarablan y forman fMamentos que pueden medir toda la 
longitud de una célula. En su forma más sencilla, si el lugar de unión de una proteína es 
complementario a otra región de la superficie de la misma proteína, se puede generar una 
cadena de moléculas proteicas idénticas (Figura 2-24). Por ejemplo, un Blamento de actina 


es una larga estructura helicoidal formada por muchas moléculas de la proteína actina 


(Figura 3-25). La acúna es muy abundante en las células eucariotas, donde constituye uno 
de los principales sistemas Elamentosos del citoesqueleto (Capitulo 16). 


¿Por qué la hélice es una estructura tan común en biclogía? Como hemos visto, a me- 


nudo las esmucturas biológicas están formadas por la unión de subunidades similares —co- 


. 
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Figura 3-27 Molécuta proteica que contiena 
varias copias de una subunidad proteica 
sencilla. La enzirna neurarmáinidasa consta de 
un anillo formado por cuatro cadenas 
polípeptídicas idénticas. Cada una de estas 
cadenas está formada por seis repeticiones 
de cuatro cadenas en lémina $, como se 
indica con las flechas coloreadas. 

El esquema pequeño muestra cómo se forma 
la estructura mediante la utilización repetida 
de una misma interacdón de unión. 


Figura 3-22 Proteina formada por una 
disposición simétrica de dos subunidades 


" diferentes. La hernogiobina es una proteína: 


abundante en los glóbulos rojos de la sangre, 
que contiene dos coplas de la a-globina y 
dos coplas de la B-globina. Cada una de 
estas cuatro cadenas pólipeptididas contiene 
una molécula hemo (en rojo), que es el lugar 
donde se une el oxígeno (04. Así, cada 


molécula de hemagiobina de la sangre 


transporta cuatro moléculas de oxigeno. 
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Figura 3-23 Colección de molécalas proteicas, representadas a la misraa escala, Para poder comparar, se ilustra también tma molécula de ONA unida a Una 
proteína, Estos modelos espaciales cormpactos representan un tango de formas y tamaños, La hermoslobina, la catalasa, la porina, la alcohol deshidrogenasa 
y la aspartato transcarbamilasa están formadas por múltiples copias de subunidades. El dominio 542 lorriba a la izquierda) se representa con detalle en el 


Panel 2-2 (pp. 132-133). (Adaptado de David 5. Goodsell, Dur Molecular Nature. New York Springer Verlag, 1996. Con la autorización de Springer Science 
y Business Media.) ; 
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estructuras ensarabladas 
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iires 
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E fugares 
de unión 
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aniilo 


a 
5 lugares 


de unión 


mo aminoácidos e moléculas protelcas— formando largas cadenas repetitivas. Si todas las 
subunidades son idénticas, probablemente las subunidades vecinas sólo encajarán unas 
con otras de una cierta manera, ajustando sus posiciones relativas de forma que munimicen 
la energía libre del contacto entre ellas, En este caso, cada subunidad se dispondrá exacta- 


mente de la misma manera en relación con las subunidades vecinas, de modo que la sub- 


unidad 3 encaje en la subunidad 2 de la misma manera que la subunidad 2 encaja en la 
subunidad 1 y así sucesivamente. Es muy rezo que las subunidades se unan formando una l£- 
nea recta, por lo que normalmente esta disposición da lugar a una hélice —una estructura 
regular gue recuerda a una escalera de caracol, como se ilustra en la Bigura 3-26. Depen- 
diendo del giro de la escalera, una hélice puede ser dextrógira o levógira (Figura 3-26E). El 
sentido de giro no queda afectado por invertir la hélice de arriba abajo, pero se invierte si la 
hélice se refleja en un espejo. Ñ : 

Las hélices son comunes en las estructuras biológicas, tanto si las subunidades son mo- 
léculas pequeñas unidas entre sí covalentemente [p. ej., los aminoácidos en una hélice 0) 
como si son grandes moléculas proteicas unidas por fuerzas no-covalentes (p. ej, las molé- 
culas de actine en los filamentos de actina). Esto no debe resultar sorprendente. Una hélice 
no es ima estructura excepcional y se genera sencillamente disponiendo muchas subunida- 
des similares una a continuación de otra, de forma que la relación de cada 1na respecto a la 
anterior se repita de forma estricta es decir, con una rotación fija seguida de un avance fijo 
alo largo del eje de la hélice, como en una escalera de caracol. 


Muchas moléculas de proteína tienen una forma fibrosa E 
y alargada 


La mayor parte de las proteínas que hemos comentado hasta ahora son proteínas globulares, 
en las que la cadena polipeptídica se pliega de una forma compacta, como una pelota, con 
una superficie regular. Las enzimas suelen ser proteínas globulares: a pesar de que muchas 
"de ellas son grandes y complicadas, formadas por raúltiples subunidades, la mayoría tiene 


una forma global redondeada (véase la Figura 3-23). Por el contrario, otras proteínas de- 


sempeñan papeles en la célula que requieres que cade molécula proteica se extienda a una 
- Targa distancia. Por lo general estas proteínas tienen una estructura bidimensional bastante 
sencilla, alargada; habítuelmente se les denomina proteínas fibrosas. 
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Figura 3-24 Ensarablajes proteicos, 

(23 Una proteína con un solo fugar de unión 
puede formaar un dimero con otra proteína 
idéntica. (8) Proteínas idénticas con dos 
iugares de unión diferentes, a menudo 
fotenan un largo filamento helicoidal. 

tO Silos des lugares de unión están 
colocados apropiadamente el uno respecto 
al otro, las subunidades proteicas pueden 
formar un anillo cerrado en lugar de una 
hélice. [Pera un ejemplo de A, véase la. 
Figura 3-20; para un ejernplo de €, Véase 


la Figura 3-21.4 


O dE 
$ o AE e 


ron 
EN 


Mba gr 


sz 


e 
£ 


dd 
9 


BAS 


A 
Se 


Ús 
(ES 
de 


(8) 


extrerno 
segativo 


extremo 
positivo 


a) 


Figura 3-25 Filernentos de actina, 

(A) Hectromicrograftas de transmisión de 
fileméntos de actina teñidos negativamente... 
(B) Disposición helicoidal de tas moléculas 

de actina en el filamento. (A, por contesta de 


Roger Craig) 
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Una gran famitia de proteínas fibrosas hotracelulares consiste en la a-queratina, que he- 
mos presentedo cuando se describió la hélice a y las proteínas relacionadas con ella. Los fi- 
lamentos de queratina son muy estables y constituyen los componentes principales de las 
estuciuras longevas, como el cabello, los cuernos y las u5as. Una molécula de «queratina 
es un dímero de dos subunidades idénticas, con las dos largas hélices a de cada subunidad 
formando una superhélice (véase la Figura 3-9). Los extremos de sus regiones sobreenrolla- 
das están cubiertos por dominios globulares que contienen los lugares de tunión. Esta per- 


"mite que las moléculas de esta clase se ensamblen formando elementos en forma de cuerda, 


denominados filamentos intermedios un componente importante del citoesqueleto que 
constituye el armazón estructural en el interior de la célula fvéase Figura 16-19). 

Las proteínas ibrosas son especialmente abundantes fuera de la célula, donde forman 
la estructura gelificada conocida como matriz extracelular que permite asociar grupos de 
células independientes y formar tejidos, Las células secretan proteínas de la ratriz a su en- 
torno, donde a menudo se ensamblan formando láminas o largas fibrilles. La colágena es la 
más abundante de estas proteínas Gbrosas en los tejidos animales. La molécula de colégena 


Figura 3-26 Algunas propiedades de uña" 
hélice. (A-D) Cuando varias subunidades se 
unen entre sí de una forma reguiar, se genera 
una hélice. En la parte inferior de la figura 

se presenta la interacción entre dos. 
subunidades y detrás aparecen fas hélices 
que resultan de esta interacción. Las hélices 
que se presentan aquí son de dos (A), tres 

(8) o seis unidades por vuelta (Cy Dj. En las 
forograflas se puede ver la disposición de 

tas subunidades observada desde la parte 
superior de cada hélice, Nótese que la hélice 
(D) tiene un paso de vueíta más ancho que 

la hélice (C), pero el mismo númerg de 
subunidades por vuelta. (E) Una hélice puede 
sey dextrógira o levágira. Como referencia, 

es útil recordar que los tornillos habituales, 
que avanzan cuando se les hace gifar en 


giro a la giro a la y , 
Eoulerdá derácha el sentido de los aguilas de un reloj, son 
6 dextrágiros. Nótese que cualquier hélice. 


conserva el ralsmo sentido de giro Aunque 
se la coloque boca abajo, ESE 


Figura 3-27 La colágena y la elastina. (A) La 
colágena es una triple hélice formada por tres 
cadenas proteicas extendidas gue seenroscan 
entre sí tabajo). En el espacio extracelular 
muchas moléculas de colágena, en forma 

de varilla, se entrelazan mediante enlaces 
cruzados formando fibrifias de colágena 
inextensibles (arriba) con una resistencia 

a la tracción semejante a la del acero La 
esviación en la fibra de colágena se debe a la 
disposición regular repetida de las moléculas 
de colágena en la fibra. (8) Las cadenas 
polipeptídicas de elastina están unidas entre 
sí mediante enlaces cruzados y forman fibras 
elásticas. Cuando la fibra es estirada, cada 
molécula de elastina se desenrolla y adopta 
una conformación más extendida y se vuelve 
a enrollar espontáneamente en cuanto cesa 
la fuerza de extensión. 
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consta de tres largas cadenas polipeptídicas, cada una de les cuales contiene el aminoácido 
no-poler glicina cada tres posiciones. Esta estructura permite que las cadenas se enrollen 
unes entorno a las otras para formar una larga hélice regular triple (Pigura 3-27). Muchas 
moléculas de colágena se unen unas a otras, lado a lado, por sus extremos, dando lagar a 
largos sisteras solapados que generan las extraordinariamente resistentes £brillas de colá- 
gena que mantienen los tejidos unidos, como se describe en el Capítulo 19. 


Muchas proteínas contienen una cantidad sorprendentemente 
elevada de su cadena polipeptídica desestructurada 


Desde háce mucho tiempo se sabe que, en completo contraste con la colágerna, Otra abun- 
dante proteína de la matriz extracelulax, la elastina, está formada por cadenas polipeptídicas 
relativamente lexas y poco estructuradas. Este desorden es esencial para la función de la 
elastina. Su cadena polipeptídica relativarcente laxa y poco estructurada está entrecruzada. 
de enlaces covalentes formando una especie de malla elástica que puede desplazarse rever- 
siblermente de una conformación a otra, como se ilustra en la Figura 3-27B. Las fibras elásti- 
cas resultantes capacitan a la piel y a otros tejidos, como las arterias y los pulmones, a 
estirarse y encogerse sia romperse. 

Las regiones intrínsecamente desestuucturadas de las proteínas son bastante frecuentes 
en la naturaleza y desempeñan importantes fuuciones en el interior de la célula. Como he- 
mos visto, las proteínas utilizan pequeñas asas de cadena polipeptídica, que sobresalen de la 
región central de los dominios proteicos, para unirse a otras proteínas. De forma similar, 
muchas proteínas lenen regiones desestrucunadas de secuencias de arninoácidos muy lar- 
ges, que interaccionan con otras moléculas (generalmente DNA u otra proteína) y que cuan- 
do se unen a la otra molécula sufren una transición estructural hacia un plegamiento 
estructural determinado. Otras proteínas se parecen a la elastina en que su función requiere 
que permanezcan muy desestructuradas. Por ejemplo, las abundantes muelegporinas que 
recubren la superficie interna del complejo de poro nuclear, forman una malla enrollada al 
azar que está utimamente involucrada en el transporte nuclear (véase Figura 12-10). Final- 
mente, coma trataremos más adelante en este raismo capítulo (véase Figura 3-80C]), las re- 
giones desestructuradas de las cadenas polipeptídicas a menudo se utilizan para conectar 
los lugares de unión de proteínas que actúan conjuntamente catalizando una reacción bio- 
lógica. Así, por ejemplo, para facilitar la señalización celular grandes proteínas de armazón 
utilizan regiones flexibles de este Hipo como “ataduras” que sujetan grupos de proteínas que 
interaccionan entre sí, a menudo confinándolas en determinadas regiones de la célula (se 
describe en el Capítalo 15). 

Podemos reconocer las regiones desestructuradas de muchas proteínas por su compo- 


sición sesgada de amineácidos: contienen muy pocos de los aminoácidos hidrofóbicos que 


normalmente forman el núcleo de una proteína plegada, mientras que presentan una ele- 
vada proporción de los arninoácidos Gin, Sex, Pro, Glu y Lys. Estas regiones “nativamente RO 
plegadas” también contienen con frecuencia secuencias repetidas de aminoácidos, 
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Figura 3-28 Enlaces disulfiura, <ATAC> 

Este esquema ilustra cómo se forman enlaces 
disulítizo covalentes entre cadenas laterales 
adyacentes de cisteína, Como se indica, estos 
enlaces pueden unir dos partes de na 
misma cadena potipeptídica o dos cadenas 


" polipeptídicas diferentes. Dado que la 


energía necesaria para romper un enlace 


“covalente es mucho mayor que la energía 


necesaria para romper varios enlaces 
no-covalentes (eñase fa Tabla 2-1, p. 53), un 
enlace disulfuro puede tener un efecto 
estabilizador mayor en una proteína, 
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lámina empaquetada 
de forma hexagonal] 


DO — 


subunidad 


tubo 
helicoidal 


Las uniones covalentes cruzadas suelen estabilizar 
las proteinas extracelulares 


Muchas moléculas proteicas están unidas a la cara exterior de la membrana plasmática 
celular o son secretadas como parte de la matriz extracelular. Para ayudara mantener sus es- 
tructuras, las cadenas polipeptídicas de estas proteínas están estabilicadas mediante entre- 
cruzamientos covalentes, Estas uniones enlazan dos aminoácidos de la misma proteíná o 
conectan diferentes cadenas polipeptídicas de una proteína de varias subunidades. Los entre- 
cruzamientos más comunes en las proteínas son los enlaces covalentes azufre-azufte. 
Estos enlaces disulfuro trembién Hemados enlaces 2-5) se forman mientras las células se pre- 
paren para la exportación a las proteínas acabadas de sintetizar. Corao se describe en el 
Capítulo 12, su formación está catalizada en el retículo endoplasmático por una enzima es- 
pecial que une dos grupos -SH de las cadenas laterales de cisteína que quedan adyacentes 
en la proteína plegada (Figura 3-28). Los enlaces diselfuro no cambian la conformación de 
la proteína, sino que actúan como grapas atómicas que refuerzan la conformación más fa- 
vorecida. Por ejemplo, la lisozirma ana enzima de las légrimas que disuelve las paredes de 
las células bacterianas- retiene su actividad antibacteriana durante mucho tiempo porque 
está estabilizada por estos entrecruzamientos. 

Los enlaces disulíwo no se suelen formar en el citosol celular, donde una elevada con- 
centración de «pertes reductores convierten estos enlaces de nuevo en cisteínas con grupos 
-SH. Aparenternente, las proteínas no requieren este tipo de refuerzo en el ambiente relati- 
vamente protegido del interior de la célula. 


A menudo tas moléculas proteicas actúan como subunidades 
que dan lugar a grandes estructuras 


Los mismos principios que permiten a una molécula asociarse consigo misma formando 
anillos o filamentos, también permiten la formación en la célula de estructuras mucho ma- 
yores estructuras suprammoleculares coro complejos enzimáticos, ribosomas, filamentos 
proteicos, virus y membranas. Estas grandes estructuras no se sintetizan en foraa de molé- 
culas gigantes unidas covalentemente, En lugar de elío, se forman por el ensamblaje no-c0- 
valente de muchas moléculas que actúan de subunidades de la estructura final, 

La utilización de subunidades pequeñas para construir dis estructuras presenta 


varias ventajas: 


1,  Laconstrucción de una gran estructura a partir de we o algunas subunidades meno- 
res repetidas reduce la cantidad de información genética necesaria. 

2... Las subunidades se asocian a través de enlaces de energía relativamente baja, por lo 
que tanto su ensamblaje como su disgregación resultan fáciles de controlar. 

3. Elensamblaje de subuuidades minimiza los errores en la síntesis de la estructura ya 
que en el transcurso del ensambiaje pueden actuar mecanismos de corrección. que ex- 
cluyan las sobunidades defectuosas. 


Algunas subunidades proteicas se ensamblan formando láminas planas en las que las 
subunidades se disponex siguiendo un patrón hexagonal. A veces, las proteínas especializa- 
das de membranas presentan una disposición de este tipo en el interior de la bicapa lipidi- 
ca. Un pequeño cambio de la geometría individual de las subunidades puede hacer que una 


lámina hexagónal se convierta en un tubo (Figura 2-29) o, si se producea más cambios, en 


Figura 3-29 Ejemplo de encarnblaje de 


una sole subunidad proteica que requiere! 


varios contactos protelna-protelnia. 
Las subunidades proteicas globolares 
empaquetadas de forna hexagonal 
pueden generar tanto una lámina plana 
como tan tubo, 
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una esfera hueca. Tubos y esferas proteicas, que unen específicamente en su interior molé- Figura 3-30 Cápsides de algunos virus, : » 

culas de RNA y de DNA, forman la cubierta de los virus. . todas ellas mostradas a la misma escala, 
La formación de estructuras cerradas corno anillos, tubos y esferas proporcionan una  (MVirus del tomate achaparrado; (8) virus ; 

estabilidad adicional al incrementar el número de enlaces que se pueden formar enve las de la paño; (C) virus 40 del mono (5V40; j A 

subunidades proteicas. Además, debido a que estructuras como éstas se forman por inte- A eras ) 

necrosis del tabaco. La estructura de todas nos 

racciones cooperativas mutuamente dependientes entre subunidades, cambios relativa- estas cápsides se ha determinado por Eo 

mente pequeños que afecten a cada una de las subunidades pueden induch su ensamblaje cristalografía de rayos X y se obtienen pS 

o su desensambiaje. Estos principios quedan ilustrados en las proteínas de cubiertas pro- con una resolución de orden atómico. 

teicas o cápsides de muchos virus sencillos que adoptan la forma de una esfera hueca basa" (Por cortesía de Robert Grant, Stephan 

da en un icosaedro (Figura 3-30), A menudo, las cápsides están formadas por cientos Crainic y James M, Hogle.] 

de subunidades proteicas idénticas que envuelven y protegen el ácido nucleico vírico 

(Figura 3-31). La proteína de estas cápsides debe tener una estructura particularmente : 

adaptable: para dar lugar a la esfera no sólo tiene que establecer muchos tipos diferentes de m0. 

contactos sino que también debe poder modificar esta disposición para permitir la salida 

del ácido nucleico y así poder iniciarla multiplicación vírica cuendo el virus ha entrado en el 

interior de la céhula. 


Muchas estructuras celulares son capaces de autoensamblarse 2 


La información necesaria para el ensamblaje de muchos agregados macromoleculares celu- ds 
lares debe hallarse en las propias subunidades, yá que en condiciones adecuadas las subu- : 
nidades aisladas pueden ensamblarse espontáneamente dando lugar a la estouctura final, 
El primer agregado macromolecular del que se demostró que era capaz de autoensambiar- a LD : 
se a partir de sus elementos constituyentes fue el virus del mosaico del tabaco (IM. tobac- y a a Ñ 
co mosaico virus). Este virus es una larga varilla en la que un cilindro de proteína se halla : y 

dispuesto alrededor de un núcleo helicoidal de RNA (Figura 3-32). Si se mezclan en solución pl 
el RINA y las subunidades proteicas disociadas, se observa que se recombinan formando par- A ) 
tículas víricas completamente activas. El proceso de ensamblaje es sorprendentemente j 
complejo e incluye la formación de anillos dobles de proteína que actúan como intermedia- : : 14 do : po 
rios que se añaden a la cubierta vírica en crecimiento. o 
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Figura 3-31 Estructura de un virus esférico. 
- En mtuchos virus, subunidadades proteicas 
idénticas se empaqguetan entre sí generando 
un caparazón esférico (una cópside) que 
contiene el genoma viral compuesto de RNA 
partícula o de DONA (véase tarmbién Figura 2-30). 
incompleta Por razones geométricas, no se puedes 
empaquetar de una forma simétrica 
precisa más de 60 subunidades idénticas. 
Sin embargo, cuando existen pequeñas 
invegularidades estructurales, se puede 
generar una cápside mayor utilizando 
un número mayor de subunidades, 
rianteniendo la simetría icosaédrica, Por 
ejerngío, ebvirus del tornate achaparrado 
(TESVY: tomato bushy stunt virus) es ana esfera 
de unos 33 nm de diámetro formada por 
180 copias idénticas de una proteina de la 
cápside de 386 arninoácidos y un genoma 
lrerde de RNA de 4500 nudeótidos, Para formar una 
Hilores cápside tan grande, la proteína debe poder 
colocarse en tres ambientes algo diferentes, 
cada uno de los cuales se presenta en un 
color diferente. También se muestra una 
propuesta sabre el proceso de ensamblaje; 
la estrucura tridimensional precisa se ha 
determinado por difracción de rayos X. 
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Figura 3-32 Estructura del virus del mosaico del tabaco (TMW.: tobacco mosale virus). 

(8) Electromicrografía de la partícula viral formada por una sola molécula larga de BMA 
encerrada por una cubierta proteica cilíndrica compuesta por una densa disposición helicoidal 
de subunidades proteicas idénticas. (8) Modelo que muestsa parte de la estructura del TMV, Una 
molécula de RNA de una sala hebra, de 6395 nucleótidos de longitud, se empaqueta formando 
una cubierta helicoidal construida a partir de 2130 copias de una proteína de cubierta de 158 
residuos de aminoácido de longitud, En el tubo de ensayo a partir de RNA parificada y de 
moléculas de proteína se pueden auroensambiar partículas del virus con plena capacidad de 
infección. ÍA, por cortesía de Robley Williaras; 8, por cortesía de Richard J. Feldmann) 
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FORMA Y ESTRUCTURA DE LAS PROTEÍNAS 


14) ENSAMBLAJE SOBRE 
UN NUCLEO 


(8) TENSIÓN ACUMULADA 


a 


(O PIE DE REY 


Otro agregado macromoleculer complejo que se puede reensambier a partir de sus ele- 
mentos consiituyentes es el ribosoma bacteriano, Estos ribosornes están compuestos par 
unas 55 moléculas proteicas diferentes y 3 moléculas diferentes de rRNA. Si se incuban los 
componentes individuales en condiciones apropiadas en el tubo de ensayo, espontánea” 
mente vuelven a formar la estructura original y, lo que es más importante, estos ribosomas 
reconstruidos son capaces de catelizar la síntesis proteica, Coreo cabía esperar, el proceso de 
reensamblaje de los ribosomas sigue una vía específica; después de que ciertas proteínas $e 
fijen al RNA, otras proteínas se unen a este complejo, y así sucesivamente hasta que la es- 
tructura está corpleta, 

Todavía no se sabe cómo se regulan algunos de los procesos más cormplicados de auto- 
ensamblaje, Por ejemplo, parece que reuchas estructuras de la célula Henen una longitud 
exactamente definida, que es muchas veces superior a la de las macromoléculas que las 
componen. Ea muchos casos todavía constituye un enigma cómo sé consigue esta determi- 
nación de la longitud. En la Figura 3-33 se ilustran tres posibles mecanismos de este proce- 
so. En el caso reás sencillo, un núcleo proteico u otra maecromolécula proporciona un 
soporte que determina el taxnaño final del ensambiaje. Éste es el mecanismo que determina 
la longitud de la partícula TMV en la que el núcleo está constituido por la cadena de RNA. De 
forma similar se ha demostrado que es una protefaa de núciso la que determina la longiti1d 
de los filamentos finos del músculo y de las largas colas de algunos virus bacterianos 
GBgura3s-34. 


A menudo la presencia de factores de ensamblaje colabora 
en la formación de estructuras biológicas complejas 


No todas las estructuras celulares mantenidas por enlaces no-covalentes se autoensamblan. 
Por ejemplo, una mitocondria, un cilio o una miofibrilla de una £bra muscular no pueden: 
formarse espontáneamente a partir de tua solución de sus componentes macromolecala- 
res. En estos casos, parte de la inforriación necesaria para el enserablaje es sumbiistrada 
por enzimas especiales y por otras proteínas que realizan la función de plantilla guiando la 
construcción y que, en la estructura final, una vez ensarablada, no aparecen. 

laduso algunas estructuras pequeñas carecen de alguno de los ingredientes necesarios 
para su ensamblaje, Por ejemplo en la formación de un pequeño virus bacteriano, la estruc» 


tura de la cabeza, compuesta por un solo tipo de subunidad proteica, se ensambla sobre un 


armazón transitorio compuesto por una segunda proteína. Puesto que esta segunda proteína 
no aparece en la partícula vírica final, la estructura de la cabeza no puede reensemblarse es- 
pontáneamente después de haber sido disgregada. Se conocen otros ejeraplos en los que la. 
degradación proteolítica es un paso esencial e ireyersible del proceso de ensambiaje.-Este es 
el caso de algunos agregados proteicos pequeños, incluyendo la colágena y la hormona insu- 
lina (Figuca 3-35). Sobre la base de estos ejenáplos relativamente sencillos, parece cierto que 
el ensambiaje de na estructura tan compleja coro una ritocondada o un ciljo ipligue una 
orderiación espacial y temporal suministrada por otros componentes celulares. 


Figura 3-34 Electromicrografía del bacteriófago lambda, La punta de la cota del 
virus se une especificamente a una proteína determinada de la superfide de una 
céluta bacteriana y, a continuación, un DNA densamente empaquetado, situado en la 
calieza del várus, es inyectado ala célula a través de la cota del virus. La cola tiene una 
longitud precisa, determinada por el mecanismo que se nuestra en la Figura 3334. 


Figura 3-43 Tres posibles sistemas 

a través de los que se lora un agregado 
proteico de una longitud determinada. 

(A) Coensambiaje a lo largo de un núcieo 
proteico alargado o de otra macromolécila, 
gue actúan como dispositivo de medida de 
longitud, (8) El final del ensamblaje se 
produce debido a la tensión que se acienula 
en le estructura polimérica a medida que se 
van oñadiendo más subunidades, de forrna 
gue a partir de ina cierta longited, la energía 
necesaria para añadir otra subunidad a la 
cadena es excesiva. (O) Ensamblaje tipo “pia 
de rey, enel cual dos úpos de moléculas 
semejantes a un rodillo, de longitud 
diferente, forman un complejo escalonado 
tpue crece hasta que sus finales coinciden 
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proinzulina 


| plegamiento especifico estabilizado 
por enfaces disuifuro 


eliminación del péptido de unión, ! 
quedando así una molécula completa 
de insulina, de dos caderas 


insuiina 
la reducción separa irreversiblemente 
las dos cadenas 
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Resumen 


La secuencia de aminoácidos de las moléculas de proteína determina su conformación. tridimen- 
sional Las interacciones no-covalentes entre diferentes zonas de la cadena polipeptídica estabilizan 
su estructura plegada. Los arninoácidos cuyo residuo es hidrofóbico tienden a agruparse en el inte- 
rior de la molécula y las interacciones locales por enlaces de hidrógeno entre los enlaces peptídicos 
vecinos dan lugar a hélices oy léminas P. 

Muchas proteínas se construyen a partir de unidades modulares que son regiones globulares 
conocidas como dominios. Estos dominios peneralmerte contienen entre 40 y 350 aminoácidos. De 
forma característica, las proteínas pequeñas presentan un solo domáúnio mientras que las proteínas 
más grandes tienen varios dominios unidos entresta través de tramos de la cadena polipeptídica, de 
longitudes variadas y algunos de los cuales pueden estar relativamente desordenados. A medida que 


¿das proteínas evolucionaron, los dominios fueron modificándose y combinándose con otros domi. 
_níos, construyéndose así nuevos proteínas. Hasta el momento se han observado unas 800 maneras 
- diferentes de plegarse un dominio, entre las más de 20.000 estructuras proteicas conocidas, 


Las proteínas pueden unirse entre sí formando grandes estructuras mediante las túismias fuer 
zas no-covalentes que determinan el plegado de las proteínas. Las proteínas que presentan lugares 
de unión pare se propia superfície se pueden ensamblar formando dimeros, anillos cerrados, es- 
tructuras esféricas o polímeros helicoidales, Algunas mezclas de proteínas y de ácidos nucleicos se 
pueden enscrablar espontáneamente en un tubo de ensayo produciendo estructuras complejas, pe- 
ro muchos procesos de ensamblaje presentan pasos irreversibles de modo que no todos las estriich4- 
+as de la célula son capaces de mensamblasse espontáneamente después de haber sido disociadas en 


¿sus elementos constituyentes. 


- FUNCIÓN DE LAS PROTEÍNAS 


-- Hemos visto que cada tipo de proteína está formada por una secuencia precisa de aninoá- 


Fioura 2-35 Rotura proteolítica en el 
ensamblaje de la insulina, La hormona 
polípeptidica insulina no puede formarse 
de nuevo espontáneamente de forma 
eficiente si se sormpen sús enlaces distdfuro, 
Se sintetiza como una gren proteína 
prainsulinal. la cual es dividida por una 
enziroa después de que la cadena 
polipeptídica se haya plegado adoptando 
urna forma específica, La escisión de parte de 
ta cadena pollpeptídica de le proinsulina 
supone una pérdida ireparable de la 
información necesaria para que la protelna 
se pliegue espontáneamente adoptando gu 
contotrmmación normal, Una vez la insulina ha 
sido desnaturalizada y sus dos cadenas 
polipeptídicas se han separado, pierde la 
capacidad de volverse a ensamblar 


cidos que le permite plegerse en una forma tidimensional particular o conformación. Pero 00 


las proteínas no son un material rígido. Generalmente ticuen partes móviles de precisa in- 


A 


| 


: 
8 


le 
Ñ 
| 
| 
| 
l 


FUNCIÓN DE LAS PROTEÍNAS 


gentería cuyos movimientos mecánicos están acoplados a procesos químicos. Este acopla 
miento de química y movinniento es lo que da a las proteíoas las extraordinarias capacidades 
que son la base de los procesos dinémicos en las células vivas, 

En esta parte del capítulo, explicaremos de qué forma las proteínas se unen a otras meo- 
léculas determinadas y de qué manera su actividad depende de estaunión. La capacidad de 
wirse a otras moléculas permodte que las proteínas actúen como catalizadores, receptores de 
señales, interruptores, motores o pequeñas bombas, Los ejemplos que se darán no son en 
manera alguna un listado exhaustivo del vasto repertorio funcional de las proteínas. En todo 
el bro se rata de las funciones especializadas de muchas otras proteínas, basadas en prin- 
cipios similares, 


Todas las proteínas se unen a otras moléculas 


Las propiedades biológicas de una molécula proteica dependen de su interacción Ésica con 
otras moléculas. Así, los anricuerpos se unen a virus y bacterias coro una señal para sudes- 
trucción, la enzima hexoguinasa se une a la glucosa y al ATP antes de catelizar la reacción. 
entre ellos, las moléculas de actina se unen Unas a otras formando los Blamentos de actina, 
etc. De hecho, todas las proteínas se adhieren, o se nen, a Otras moléculas. En algunos car 
sos, la unión es muy fuerte; en otros, es débil y transitoria. Pero la unión siermpre presenta 
una gran especificidad, en el sentido de que cada proteloa puede unirse sólo a una molécu- 
lao aunas cuantos tipos de moléculas de entre los muchos millares de moléculas que se en- 
cuentran en su entorno. A la sustancia que se une a la proteína sea un fon, una molécula 
pequeña o une smacromolécula como otra proteína, se la denomina el ligando de esa pro- 
teína (del latín ligare, uni. 

La capacidad de una proteína para unirse selectivamente y con alta afinidad 2 un ligan» 
do se debe a la formación de una serie de enlaces débiles no-covalentes enlaces de hi- 
drógeno, atracciones electrostáticas y atracciones de van der Waals- y de interacciones 
hidrófobas favorables (véase el Panel 2-3, pp. 110-110, Cada uno de los entaces es débil, por 
lo que para que la unión sea efectiva hace folta que se formen simultánearnente muchos en- 
laces débiles. Este hecho sólo es posible sí el contomo de la superficie de la molécula del K- 
gendo encaja perfectamente en la proteína, como una ramo en Un guante (Figura 3-38). 

Generalmente, la región de una protelaa que se asocía con el ligando, conocida como 
lugar de unión, consiste en una cavidad de la superficie de la protefna formada por uma dis- 
posición particular de los aminoácidos. Estos aminoácidos pueden pertenecer a diferentes 
regiones de la cadena polipeptídica que cuando la proteína se ha plegado quedan cerca unos 
de otros (Figura 2-37). A menudo otras regiones de la superficie constituyen lugares de 
unión para diferentes ligandos que regulan la actividad de la proteína, coro veremos más 
adelante. Por último, Otras zonas de la proteína actúau como asá para situar le proteína en 
una localización pertícular en la cétula-por ejeraplo, el dominio SH2, explicado previamen- 
te, que se utiliza para desplazar la proteína que lo contiene auna localización intracehalar 
determinada en respuesta a señales concretas. 

Aunque los átomos escondidos en el juterlor de la proteína no tienen un contacto di. 


“recto con el ligando, constituyen el esqueleto esencial que confiere a la superficie sis con- 
.. Íornos y sus propiedades quírnicas, A menudo, pequeñas variaciones producidas en los 
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enfaces no-covalertes 


lugar 
de unión 


proteina 


Figura 3-36 Urdón selectiva de una proteína 


| 2 6tra molécula. Se necesitan muchos 
- enfaces débiles para que une proteína se una 


fuertemente a una segunda molécula, a la 


cual se Hama ligando de la proteina, Por lo 
tanto, un ligando debe encajar con precisión 
«enel tugar de unión de la proteína, como una 
o rano en in guante. Asi se formeráo un gran 


número de enlaces no-covalentes entre la 
proteína y el ligando. Ñ 
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cadenas laterales e 
de. aminoácido ás 
Ni 


" proteina desplegada 


! PLEGAMIENTO 


iugar de unión 


(4) proteína plegada 


ansinoácidos del interior de la proteína provocan canabios en su forma tridimensional que 
destruyen un lugar de nuión enla superficie. 


La conformación de la superficie de tina proteína determina 
sus propiedades químicas 


Las protelnas tienen capacidades químicas sorprendentes porque, a menudo, los residuos 
superficiales de una proteína interaccionan de tal manera que alteran la reactividad quínt> 
ca de algunos residuos determinados de aminoácidos. Estas interacciones son de dos tipos 
principales. 

Ex primer lugar, la interacción entre zonas vecinas de la cadena polipeptídica restringe 
ebacceso de moféculas de agua a los lugares de unión del kgando. Esto es importante porque 
las moléculas de agua forman enlaces de hidrógeno que pueden competr con los ligandos 
por sitios de la superficie proteica. Si las moléculas de agua son excluidas de sus lugares de 
unión, las proteínas y sus ligandos forman fuertes enlaces de hidrógeno (e interacciones 
electrostáticas). Resultá difícil de imaginar un riecanismo que excluya de la superticié de 
una proteína una molécula tan pequeña como la del agua sín afectar el acceso del propio l- 
gando. Sin embargo, y debido a la tendencia que tiene el agua a forrnar enlaces de hidróge- 
no agua-agua, las moléculas de agua formen una amplia red mantenida por estos enfaces 
(véase el Panel 2-2, pp. 108-109). En efecto, el lugar de unión del Bgando puede permanecer 


seco para que resulte energéticamente desfavorable a cada una de las moléculas de agua se- 


pararse de la red e introducirse en una grieta de la superficie proteica. 

En segundo lugar, la agrupación de residuos de aminoácidos polares vecinos puede 
alterar su reactividad. Por ejeraglo, si el plegamiento de la proteína induce a agruparse a va- 
rias cadenas laterales con carga nepativa, en contra de su repulsión mutua, la afinidad de 
cada residuo de aminoácido por un ion de carga positiva aumenta marcadamente, Deter- 
minadas cadenas laterales también pueden interaccionar una con otra a través de enlaces de 
hidrógeno, los cuales pueden activar grupos laterales normelmente no reactivos (como el 
-CH20H de la serina, que se muestra en la Figura 3-38) tansformáéndolos en grupos alta- 
mente reactivos capaces de generar o rormper enlaces covalentes determinados, 

Por consiguiente, la superficie de cada molécula proteica tiene una reactividad química 
característica que depende no sólo de las cadenas laterales de aminoácidos que quedan al 
descubierto, sino también de la exacta orientación de estas cadenas entre sí, Por esta razón, 


dos conformaciones ligeramente diferentes de una misma molécula proteica pueden ser 


muy diferentes en cuanto a sus propiedades químicas. 
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figura 2-37 Lugar de unión de una 
proteina, (A) Típicamente, el plegamiento 

de la cadena polipeptídica genera una 
hendidura o cavidad en la superficie proteica, 
La cavidad contiene tina serle de cadenas 
laterales de aminoácidos dispuestas de tal 
mado que sólo pueden formar enlaces 
na-covalentes con ciertos ligandos, (B) Primer 
plana de un lugar de unión real mostrando 
los enlaces de hidrógeno y las interacciones 
iénicas formadas entre la proteína y se 
ligando, En este ejemplo, el ligando unido 

es el AMP id 
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reordenación 
de los enlaces 
de bidrógeno 


La comparación de secuencias entre miembros de una familia 
proteica revela lugares cruciales de unión al ligando 


Coro hemos descrito anteriormente, las secuencias de los genomas perraiten agrupar mu 
chos dominios proteicos en fanilías, que muestran evidencias claras de su evolución 2 par- 
ti de un antecesor común. Las estructuras tridimensionales de Jos miembros de la misma 
familia del dominio tienen una sirnilitud remarcable. Por ejemplo, incluso cuando la identi- 
dad de la secuencia de arninoécidos cae al 23%, el esqueleto atómico en el dominio sigue 
un plegarsiento proteico comiín dentro de un rango de 0,2 nanómetros (24), 

Por tanto podemos utilizar un método Hamado "rastreo evolutivo” (evolurionary tracing 
para identificar las higares de in dominio proteico que son más cruciales pare su función. 
Para ello, aquellos aminoácidos que no han cambiado, o que prácticamente no han cambia- 
do, ex tadas los miembros conocidos de la familia proteica, se cartografía, en tua modelo de 
la estructura tridimensional de uno delos 2eiembros de la familia. Una vez hecho esto, las pa- 
siciones ruenos variables a menudo forman uno o más grupos en la superficie proteica, como 
se dustra en la Pigura 3-29A para el dominio SH2 descrito previamente (véase el Panel 3-2, 
pp. 132-133). Estos grupos generalmente corresponden a lugares de unión de ligandos, 

El dominio SH2 es ta módulo que actúa en las interacciones proteína-proteína. Une la 
proteína que lo contiene 2. 0tra proteína que contenga una cadena lateral de tirosina fosfor- 
lada en un contexto de secuencia de aminoácidos específico, tal como se muestra en la Pi- 
gura 39-398, Los aminoácidos localizados en el lugar de unión paxa el polipéptido fosforilado 
han sido los que más lentamente han cambiado durante el largo proceso evoltitivo que pro- 
dujo la gran familia SE2 de dominios de reconocimiento de péptidos. Debido a que la mu- 
tación es un proceso aleatorio, este resultado se atribuye a la eliminación preferente, durante 
la evolución, de todos los organismos cuyos dominios SHZ fueron alterados de uu modo que 
inactivó el lugar de unión SH2 y destruyó la función del donainio.. 

En esta era de exhaustiva secuenciación genómica, se han descubierto una gran canti- 
dad de nuevas familias de proteínas cuyas funciones se desconocen. Cuando se ha determi- 
nado la estructura tridimensional de uno de los miembros de la farnilia, el rastreo evolutivo 
permite a los biólogos determinar los lugares de unión de los otros mierbros de la familia, 
lo cual ayuda a descifrar la función de estas proteínas. . 
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Figura 3-38 Un artinoácido muy reactivo 
actúa en el lugar activo de una enzima, 

El ejeraplo que se muestra es la”terlada 
catalítica” que se presenta en la 
quiorotripsina, en la elestasa y en otras 
serinas proteasa (véase Figura 3-12). La 
cadena lateral del ácido aspártico (Asp 102) 
induce ala histidina (His 57) a eliminar el 
protón de la serina 195, Este hecho activa la 
serina formando un enlace covalente con el 
sustrato de la enzima e hidrolizando un 
enlace peptídico, En esta intagen se han 
amitida muchas circunvoluciones de la 
cadena polipeptídica, 


Figura 3-39 El método de rastreo evolutivo 
aplicado al dominio SH2, (A) Visión frontal 

y posterior de un modelo espacial compacto 
del dorninio SHZ, con los arúnaácidos - 
conservados durante la evolución situados 
en la superficie de la proteína, coloreados en 
amarillo, y los que están situados más hacia 
el interior de la proteína coloreados en rojo. 
(8) Estructura del dorsinio SH2 unido a su 
polipéptido. Los aminoácidos localizados en 
un rargen de 0,4 nm del igando unido están 
coloreados en azul, Los dos aminoácidos 
clave del ligando están en amarillo y el resto 
en púrpura. Obsérvese el elevado arado de 


. comespondencia entre (A) y (8). (Adaptado de 


O. Lichtarge, AA. Bourne y EE, Cohen, Mol, 
Blol 257342358, 1996, Con fa autorización 
de Elsevier) . : j 
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Las proteínas se unen unas a otras a través de diferentes 
tipos de interfases 


Las proteínas pueden. unirse entre sí al menos de tres maneras. En muchos casos una por- 
ción de la superficie de una proteína entr en contacto con un asa extendida de una cadena 
polipeptídica (una “cuerda”) de otra proteína (Figura 3-404). Las interacciones de este tipo 


- permiten, por ejemplo, que el dominio SHZ reconozca un asa fosforilada de otra proteína, 


como hemos descrito, y también permite auna determinada proteína quinesa reconocer las 
proteínas que losforllará (véase más adelante), 

El segundo tipo de interacción entre dos proteínas se forme cuando seunen dos hélices, 
una de cada proteína, formando una hélice sobreenrollada (Figura 3--408). Este tipo de inte- 
racciones entre proteínas se hala en algunas farcilias de proteínas reguladoras de genes, co- 
no se expone en el Capítulo 7. : 

Sin embargo, el sistema más común de interacción entre dos proteínas consiste en ua 
acopleriento preciso entre dos superficies rígidas, una de cade proteína (Figura 35-400). Las 
huteracciones de este tipo pueden ser muy fuertes, ya que si las superficies se acoplan bien 
una a otra se puede formar un elevado número de enlaces débiles, Por esta misma razón, 
estas interacciones superficie-superficie pueden ser extraordinariamente especificas, per- 
mitendo que una proteína seleccione a otra proteína determinada de entre los muchos ni- 
les de proteínas que presenta una célula eucariota. 


Los lugares de unión de los anticuerpos son especialmente 
versátiles <GCCG> 


Todas las proteínas deben unirse a ligandos particulares para llevar a cabo sus diferentes 


funciones. La farrilta de los anticuerpos presente una notable capacidad de unión selectiva, - 


como se describe en detalle en el Capítulo 25. 

Los articuerpos, o inmunogiobulinas, son proteínas producidas por el sistema humune 
en respuesta a moléculas extrañas, como las de la superficie de un microorganismo invasor 
Cada anticuerpo se une fuerternente a una molécula diana particular de manera muay foti- 
ma, inactivándola de forma directa o marcándola para su destrucción. Un anticuerpo reco- 
ñoce su diana Úlameda antígeno) con una notable especificidad. Hay, potencialmente, 
billones de antígenos diferentes con los que los humanos nos podemos encontrar, por la 
que hemos de ser capaces de producir bidones de anticuerpos diferentes, 

Los anticuerpos son moléculas en forma de Y, con dos lugares de unión idénticos, ca- 
da uno de los cuales es complementario a una pequeña región de la superficie de la molé- 


cula de antígeno. Un examen detallado de los lugares de los anticuerpos que se unen al ' 


antígeno revela que están formados por varios bucles de la cadena polipeptídica que so- 


, bresalen de los extremos de un par de dominios proteicos yuxtapuestos (Figura 3-41). Di- 


ferentes anticuerpos generan una enorme diversidad de lugares de unión al antígeno, 
simplemente cambiando la longitud y la secuencia de arninoácidos de los bucles sin cama- 
biar su estructura. : : 

Este tipo de bucles son ideales para unirse a otras moléculas. Permiten que un gran nuá- 
mero de grupos químicos rodee al ligando de manera que la proteína se puede mir a él a tra- 
vés de muchos enlaces débiles. Por esta razón, a menudo forman los lugares de unión al 
liganido en las proteínas, 


Figura 3-40 Tres sistemas a través de los 
que se pueden tenir dos proteínas entre dí, 
Sólo se muestrao les 20n2s que interactúan 
de las dos proteínas. (A) Una ssperícle rígida 
de una protelna puede unirse a una larga 

asa de cadena polipeptidica (una “cuerda” de 
otra proteína. (Bi Dos hélices a pueden 
unirse entre sé formando una hélice E 
sobreercollada. (C) A menudo dos superficies 
tígidas complementarias unen entre si dos 
proteínas, 
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La constante de equilibrio mide la fuerza de unión 


Enla célula, las moléculas se encuentran las unas a las otras con mucha frecuencia debido a 
sus contineos movimientos térmicos al azar. Cuando colisionan dos moléculas que tienen 
superficies poco complementarias una de la otra, se forman pocos enlaces no-covalentes 
entre ellas y las dos moléculas se disocian tan rápidamente como se unieron. En el otro ex- 
trerno, cuando se forman muchos enlaces no-covalentes, la asociación puede persistir mt 
cho tiempo (Figura 3-42). Las interacciones fuertes se dan en las células siempre gue ena 


función biológica requiera que las molécules permanezcan unidas largo rato -por ejemplo, - 


cuando un grupo de moléculas de RNA y proteína se unen dando lugar a una estructura sub- 
celular como el ribosorna. 

Podemos medir la fuerza con la que se uuen dos moléculas cualesquiera. Por ejemplo, 
consideremos una población de moléculas de anticuerpo idénticas, que repentinamente se 
encuentran ante una población de Bigendos que difenden en el fuido que les rodea. A inter- 
valos Hrecuentes, una de las mojéculas de Mgando colisiona con el lugar de unión de un 


anticuerpo y forma un complejo ligando-anticuerpo. Asi, la población de complejos ligan- 


do-enticuerpo irá aumentando, pero no de forma ibimitada: con el tiempo, un segundo pro- 
ceso irá progresivamente cobrando importancia: los complejos igando-anticuerpo se irán 
disociando debido al movimiento inducido térmicamente. Llegará un momento en que 
cualquier población de moléculas de anticuerpo y de Egandos alcanzará un estado estacio- 
nario, o equilibrio, en el que el número de uniones (asociación) por segundo será exácta- 
mente igual al número de "desuniones” (disociación) (véase también la Figura 2-52). 

A partir de las diversas concentraciones de ligando, anticuerpo y complejos ligarido-an- 


tícuerpo en el equilibrio podemos calcular una medida úl denominada la constante de - 


equilibrio (19-— de la fuerza de la umión (Figura 3-438). La coustante de equilibrio de una 
reacción en la que dos moléculas (A y B) se unen entre sí formando un complejo (AB) tiene 
unidades de litros/mol y cuando la concentración del ligando (en ltros/mol) alcanza un va- 
lor que es igual a 1/K, la mitad de los lugares de unión estarán ocupados por el ligando. Esta 
constante de equilibrio es tanto mayor cuanto mayor sea la fuerza de unión, y es una medi- 
da directa de la diferencia de energía Hbre entre los estados Ebre y unido (Figura 3438 y €). 
Como se hustra en el ejemplo de la Figara 3-44, incluso un cambio de unos cuantos enlaces 


no-covalentes puede tener un efecto sorprendente en una interacción de la unión, como se 


Figura 3-41 Molácula de anticuerpo. 

(4) Una molécula de anticuerpo típica tiene 
forma de Y, con dos lugares de unión 
idénticas para su antígeno, uno en cada 


* brazo de la Y La proteína se compone de 


custro cadenas pollpeptídicas (dos cadenas 
pesadas idénticas y dos cadenas ligeras 
pequeñas idénticas) unidas por enfaces 
disulfuro. Cada cadena se compone de varios 
dominios inmunoglobulina diferentes, aquí 
sombreados tanto en azul como en gris. El 
lugar de unión del antígeno se forma donde 
se juntan el dominio variable de una cadena 
pesada (Vi, de heavy pesada) y el dominio 
variable de una cadena ligera (V,, de light, 
ligera). Estos son los dominios que más 
difieren en su secuencia y estructura en 

los diferentes anticuerpos, Cada dominio 
terminal de los dos brazos de la molécida 
del anticuerpo forma un bude que se une 
con el antígeno. En (B) podemos ver estas 
estucturas similares a dedos (rojo) que 
forrnan parte de Y, 
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la molécula A encuentra, al azar, 
otras moléculas (E, Oy DJ 


muestra en el ejemplo de la Figura 3-44. (Nótese que la constante de equilibrio tal como la 
definimos aquí, también es la constante de asociación o afinidad Ka.) 

Hemos utilizado el caso de un anticuerpo vmiéndose a su ligando para ilustrar el efecto 
de la fuerza de unión sobre el estado de equilibrio, pero este mismo principio se aplica a 
cualquier proteína y su Hgando. Muchas proteínas son enzimas que, Coma comentaremos 
alvora, primero se unen a sus ligandos y luego catalizan la rotura o formación de enlaces co- 
valentes en estas moléculas. 


Las enzimas son potentes catalizadores y altamente específicos 


Muchas proteínas todo lo que hacen para realizar su función es unirse a otra molécula. Por 
ejemplo, una molécula de actina sólo tiene que asociarse a otras moléculas de actina para 
formar un filamento, Sin embargo, para otras proteínas la unión al ligando es simplemente 


disociación P | 


velocidad 
de disociación 


E constante de concentración 
velocidad de disociación de AB 


Relación entre las diferencias 
de enargla bre y las constantes 


de equilibrio 137 *C) 


las ssperficies de las moléculas 

Á con B, y A con €, encajan roal, 
de forma que sólo son capaces 

de generar algunos enlaces débiles; 
la agitación térmica los rornmpe 
rápidamente 


las superficios de las mojéculas 

A con DO encajan bien y en 
consecuencia pueden establecer 
un número suficiente de entaces 
débiles capaces de contrarrestat 

la agitación térmica, de forma que 
permanecen unidas entre sí 


Figura 3-42 De qué forma los enlaces 
na-covalentes participan en interacclones: 
entre macromoléculas. 


| Aunque jutíos y kilojutios 
(1600 jultos) sort las 


unidades estándar de 


. energía, fos biólogos 
velocidad de disociación = kn 188] constante — diferencia de diferencia de as a enecinanté 
l E de equilibrio energía libre energía libre se refieren a las valores de 
Z [A8] de AB menos de AB menos energia libre en términos 
ido asociación E Aa =K energía libre- energía libre de calorias y kilocalorias, ¡ 
CA + UB E AB : j deA+B'  deA+B 
velocidad. o ax Concentración: ye concentración | Úitros/mol) («calmo fclimol) ln pe 500 
de asociación * qe esociación deA. de 8 A A 0 o igual a 4,184 Kojullos (4, 
+0 -1,4 53 De 4 
velocidad de asociación = kon [A] (B] ¡ 10? 28 “119 La relación erttre el cambio 
. A —Á 1. 43 AB de energía libre AG, y la. 
30% 57 -237 constante de equilibrio es 
EN EL EQUILIBRIO: ! 105 7,1 -29,7 AG =-0,00458 Tlog K 
po os 8,5 35,6 . 
velocidad de asaciación = velocidad de disociación ¡ 107 93 415 donde AG se expresa 
; A , A en kilocalorías y Tes ta 
Kon TAJ [BI = Kar [AB] : los e eto temperatura absoluta, 
le pS expresada en grados Kelvin 
E o XK a constante de equilibrio 101 14.2 53,4 10 K=37 0. 
LAJÍB] Kon 10% 15,6 65,3 Y ; 


o. 


Figura 3-43 Energias de unión y constante de equilibrio para una reacción de asociación. (A) El equilibrio entre tas moléculas A y B 
y el complejo AB se mantiene mediante un balance entre las dos reacciones opuestas mostradas en los paneles | y 2, Para reaccionar, 
las moléculas A y B deben colisionar entre sí; entonces su velocidad de asociación es proporcional al producto de sus concentraciones 
individuales [AF x [BL (Los corchetes indican concentración) Como se muestra en el panel 3, la relación entre las constantes de 
velocidad para las teacciones de asociación y disociación es igual a la constante de equilibrio (9 de la reacción. (B) La constante de 
equilibrio del panel 3 se refiere a la reacción A+ B==A8, y cuanto mayor es su valor, más fuerte es la unión entre A y B. Obsérvese que 
por cada 1,41 kcalímol (5,91 kJ/mol) de disminución de energía libre, a 37 C, la constante de equilibrio se incrementa en un factor de 10. 

La constante de equifibrio tiene unidades de fitro/mot para interacciones sencillas de unión, tembién se llama constante de afinidad 
o constante de asociación, indicado como Ka. La recíproca de (se Hama constante de disociación, K4 Ícon unidades mol/litro) 
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el primex paso necesario de su función. Este es el caso de una gran close de proteínas nuy 
importantes llamadas enzimas. Como se describe en el Ca pítdo 2, las enziraas son rmaolécu- 
las notables que determican todas las transformaciones químicas que forraan y rompen en- 
jaces covalentes en las céludas, Se unen 2 uno o más ligandos, llamados sustratos, y los 
transforman en uno o más productos químicamente modificados, realizando esta operación 
una y otra vez a uga velocidad admirable, Las enzimas aceleran las reacciones, a menudo 
por un factor de un millón o más, y no resultan alteradas: actúan como catalizadores que 
permiten que las células generen o rompan enlaces covalentes de forma controlada, De he- 
cho, lo que genera y mantiene la célula, haciendo posible la vida, esla catálisis de grupos or- 
ganizados de reacciones químicas, realizada por las enzimas. 

Podemos agrupera las enzimas en clases funcionales que realizan reacciones químicas 
siollares (Tabla 3-10. Cada tipo de enzima dentro de su clase es altamente especílico, cata- 
lizando tn solo tipo de reacción, Así, la hexoquinaesa añade un grupo fosfato a la p-glucosa 
pero no reacciona con el isómero óptico de la p-gbucosa, la L-ghucosa; la enzima de la coagu- 
lación de la sangre trombína corta un po de proteína de la sangre entre tun residuo partícu- 
lar de arginina y su glicina adyacente, pero eo ningún otro sitio, etc. Como se comentó cor 
detalle en el Capítulo 2, las enzimas trabajan en equipo, de manera que el producto de ma 
enzima se convierte en el sustrato de la enzima siguiente. El resultado de ello es una elabo- 
rada red de vías metabólicas que suministran energía a la célula y generan la gran cantidad. 
de moléculas, grandes y pequeñas, que necesita la célula (véase la Figura 2-35). 


El primer paso de la catálisis enzimática es la unión del sustrato 


Para una proteína que cataliza una reacción química (una enzima), la tión del sustrato a la 
enzima es una condición esencial. En el caso más sencillo, si denorinaraos a la enzima por 
E, el sustrato por $ y el producto por B la reacción básica es E + S + ES» EP E+ BA par- 
tir de este proceso de reacciones, podemos ver que existe un límite a la cantidad de sustrato 
que cada molécula de enzima puede procesar en tn dempo dado. Un incremento de la con- 
centración de sustrato también incrementa la velocidad a la que se forma el producto hasta 
alcanzar un valor máximo (Figura 3-45). En este punto, la molécula de enzima se halla sa» 
turada de sustrato y la velocidad de reacción (denominada Vos) depende únicamente de la, 
velocidad a la que sea procesada la molécula de sustrata. Esta velocidad dividida por la con- 
ceritración de la enzima constituye el número de recambio. A menudo el mámero de recarn- 
bio es de aproximadamente 1000 moléculas de sustrato procesadas cada segundo por cada 
melécula de eníma, pero los valores conocidos van desde 1 a 10.000, 


Tabla 3-1 Algunos tipos comunes El enzimas 


entre Titi 


Oxidorreductasas . 


A A A e 


Consideremos una cólita enjcariota 
can 1000 moléculas de A y 1000 
de moléculas de E, La concentración 
de ambas será aproximadamente 
07m, 

Sila constante de equilibrio (1) 
para A+ Be AB es 10, entonces 
en el equilibrio habrá 


270 270 730 
moléculas molécslas moléculas 
de A de 8 de AR 


Si la constante de equilibrio es algo 
más débil a 107, lo cual representa 
una pérdida de 2,2 kcalímol de 
energía de tnión respecto al ejemplo 
antedor, es decir 2-3 enfaces de 


hidrógeno menos, £ntonaes habirá 


15 915 85 
moléculas moléculas moléculas 
de del de AD 


Figura 3-44 Pequeños cambios en el 
número de enlaces débiles pueden tener 
efectos drásticos en una interacción de 
tnión, Este ejemplo dustra el efecto radical 
de la presencia o ausencia de unos cuahtos 
enlaces no-covalentes débiles en el contexto 
biológico. 


Los aombres de las enzimas ema eS enlasa”, con he excepción de lunas enzimas como la depsina, lu tripsina. la lesa na, la heat y algunes 
Otras que fueron descubiertas y denocrinadas antes de que se aceptara generalmente esta corwención, al final del siglo xx. En la mayorla de tos casos, el nombre 
común de una ervima indica el sustrato y la naturafeza de la reacción catafizada, Por ejemplo, la citrato sintasa cataliza la síntesis de citrata rnedizate la adición 


de acetil CoaA al oxelacerato. 
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Vimax 


velocidad de la reacción muaa 


Kn  . <oncentración de sustrato == 


El otro parámetro cinético utilizado con frecuencia para caracterizar a una enziraa es su 
Ko que esla concentración de sustrato que permite alcanzar la mitad de la velocidad rnáx- 
ma de la reacción (0,5 Vegag Figura 3-45). Una Ki, baja significa que la ecrzima alcanza su 
méximea velocidad catalítica a una baja concentración del sustrato y, por lo general, iudica 
que la enzima se une a Su sustrato muy fuertemente, mientras que un valor de Ki alto co- 
rreesponde a una unión débil. Los métodos utilizados para caracterizar las enzimas de esta 
manera se explican en el Panel 3-3 (pp. 162-163). 


Las enzimas aceleran las reacciones estabilizando determinados 
estados de transición 


Las enzimas consiguen que las reacciones químicas se produzcan a velocidades extremada» 
mente altas mucho más que a través de cualquier catálisis sintética. Esta eficiencia puede 
seraníbuida a varios factores, En primer lugar, la enzima incrementa la concentración local 
de las moléculas de sustrato en el lugar catalítico manteniendo los átomos adecuados en 
una orientación correcta para la reacción que se producirá a continuación. Sin embargo, lo 
más importante es que una parte de la energía de Ajación contribuye directamente a la ca- 
tálisis, Antes de formar los productos finales de la reacción, las moléculas del sustrato pasan 
a través de una serie de formas intermedias de geometda y distribución electrónica altera" 
das. La energía libre requerida para alcanzar el estado de transición más inestable es la Ha- 
mada energía de activación para la reacción, y es el principal determinante de la velocidad de 
la reacción. Las ebzimas presentan mayor afinidad por estos estados de transición de los 


sustratos que por sus formas estables. Esta fuerte interacción disminuye en gran medida las” 


energías de los estados de transición, por lo que la enzima acelera enormemente una reac- 
ción determinada al disminuir la energía de activación requerida (Figura 2-46). 

Mediante la síntesis intencionada de anticuerpos que actúan como enzimas, podernos 
demostrar que al estabilizar un estado de transición se incrementa mucho la velocidad de la 
reacción. Consideremos por ejermplo la hidrófisis de un enlace amida, que es similar al enda- 
ce peptídico que une aminoácidos adyacentes en las proteínas. En una solución acuosa un 
enlace mida se hidroliza muy lentamente mediante el mecanismo que se Hustra en la 
Éigura 2-474. En el compuesto etermedio central, o estado de transición, el carbono car- 
bonilo se halla unido a cuatro átomos situados en los vértices de un tetraedro, Un anticuer- 
po monoclonal que se wea fuertemente aun análogo estable de este compuesto intermedio 
setraédrico, vay inestable, actúa corno una enzica (Figura 3-47B). Este anticuerpo caralíti- 
cose une y estabiliza el compuesto intermedio tetraédrico, incrementando así más de 10.000 
veces la velocidad de hidrólisis espontánea del endace arnida., 


Las enzimas pueden utilizar simultáneamente catálisis ácida y básica 


La Figura 2-48 compara la velocidad de reacción espontánea y la velocidad catalizada ertzi- 
imáticamente para cinco enzimas. Se observan tasas de aceleración de entre 10% y 10%, Las 
enzimas son claramerte mejores catalizadores que los anticuerpos catalíticos. Además de 
unirse fuertemente al estado de transición, el ligar activo de una enzima contiene Átornos 
situados en el espacio de forma precisa que aceleran la reacción alterando la distribución de 
los electrones de los átomos involucrados en la formación y la rotura de los enlaces covalen- 
tes. Los enlaces peptídicos, por ejemplo, pueden ser hidrolizados en ausencia de una ensima 


SnergÍa muerto 


Figura 3-45 Cinética encmética. 

La vefocidad de una resección enarrática (1 
aumenta cuando aumenta la concentración: 
del sustrato, hasta sicenzar un valor niáximo 
Wind. En este punto, todos tos posibles 
lugares de unión al sustrato de les moléculas 
envirmáticas están ocupados, y la velocidad 
de la reacción está limitada porta velocidad 
del proceso de catálisis sobre fa superticia de 
ta encierra. Para la mayoría de los enzimas la 
concentración de sustrato (Ko) a la que la 
velocidad es igual a la mitad de la velocidad 
véidena [punto negre) constituye una medida 
de la fuerza con que la enzima se une al 
sustrato; cuanto rrayor es el valor de la 

¡Gu menor es la fuerza de unión, 


energia de activación 
para una reacción ño catalizada 


de la reacción 
energia de activación 
para una reacción catalizada 


de: ; 
| progreso » 


Figura 3-46 Las enzimas aceleran las 
reacciones químicas al distinuir la 
energía de activación. A menudo termo 
tas reacciones no catalizadas (A) como las 
catalizadas por una enzima (8) pueden 


. producirse a través de diversos estados de 


transición. El estado de transición de mayor 
energía (5 y EST) es el que determina la 
energía de activación y lírcita la velocidad de 
la reacción. (5 = sustrato; P == producto de la 
reacción: ES = complejo enzirna-Sustrato; 

EP = complejo endima-producto.) 
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FUNCIÓN DELAS PROTEÍNAS 


(A) HIDRÓLISIS DE UN ENLACE AMIDA 
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exponiendo un polipéptida a una base fuerte o 4 un ácido fuente, tal como se ilustra enla 
Figura 3-49. Sin embargo, las eozimas son únicas en hacer posible la catálisis ácida y básica 
simultíneamente, ya que la estructura fundamental de la proteína une los residuos ácidos y 
básicos e impide que se combinen unos con otros (como ocuraría si estavieran en solución) 
(Figura 3-49D). 

La unión entre ma enzima y su sustrato debe ser eiuy precisa, Un pequeño cambio 
introducido mediante ingeniería genética en el lugar activo de una euzima puede tener con- 
secuencias extraordinarias. Por ejemplo, al reemplazar un ácido glutáriico por un ácido as- 
pártico en una enzima, se desplaza la posición debion carbodlaro catalítico alrededor de lA 
(aproximadamente el radio de un átomo de hidrógeno); este desplazamiento es suficiente 
para reducirla actividad de la enzima más de mil veces. 


La lisozima ilustra cómo funciona una enzima <AGCA> 


Para demostrar cómo las erzimas catalizan las reacciones químicas, exernbraremos una en- 
zima que actía corao un antibiótico netural en la clera de huevo, la saliva, las lágrimas y 
otras secreciones. La Esozima cataliza la rotura de las cadenas de polisacárido de las paredes 
celulares de las bacterias, La célula bacteriana se halla bajo presión debido a las fuerzas 0s- 
móticas, por la que la rotura, aunque sólo sea de un pequeño número de cadenas de polisa- 
cárido, hace que la pared celular se rompa y que la bacteria reviente. La Bsozima es una 
proteína relativamente pequeña y estable que puede ser sistada con facilidad en grandes 
cantidades. Por estas razones, ha sido ampliamente estudiada y fue la prituera enzima cuya 
estructura fue descrita 4 nivel atómico mediante la cristelografía de rayos X. 
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Figura 3-47 Anticuerpos catalíticos. 

La estabilización de un estado de transición 
por un anticuerpo, genera uña enzima, 

(A) La resoción de la hidrólisis de ua 

entace serida se produce a revés de un 
intermediario tetraédrico, que es el estado 
de transición de alta energía de la reacción, 
(8) La molécula mostreda a la izquierda se 
unió coralertemente a una proteína y se 
utilizó corso antígeno pera generar un 
articuerpo que resultó tniese fuertemente a 
la región de la molécula señalada en amarilla, 
Este anticserpo terabién se une fuerternente 
alestado de transición en (AL, porto que 
actós como tna enzima que cataliza de 
forma eficiente la hidrólisis del enlace amida 
de la molécula que se muestra a la derecha, 


Figura 3-48 Incrementos de velocidad 


causados per dnco enzirias diferentes. 


(Adoptado de A, Radzicka y R Wolfender, 


“Science 167:90-93, 1995. Con la autorización 


de ARAS). 
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¿POR QUÉ ANALIZAR LA CINÉTICA DE LAS ENZIMAS? 


Las enzimas son los catalizadores más selectivos y potentes 
conocidos. La comprensión de sus mecanismos detallados 
ofrece una herramienta crítica para el descubrimiento de 
nuevos fármacos para la sintesis industrial a gran escata de 
productos químicos, y para apreciar las propiedades químicas 
de las células y de los organismos. Un estudio detaliado de las 
velocidades de las reacciones químicas que son catalizadas pos 
enzimas purificadas más concretamente, cómo varian estas 
velocidades con los cambios en condiciones tales como 
concentración de sustrato, productos, inhibidores y ligandos 


CINÉTICA ENZIMÁTICA DEL ESTADO ESTACIONARIO 


táiuchas enzimas tieneo tn solo sustrato, al que se unen y 
procesan produdendo productos de acuerdo can el esquema 
esbozado en la Figura 3-594, En este caso, la reacción se escribe 
como 
K; 
ErS 


Ka 


Kat 
ES —>= EP 


Aquí hemos asumido que la reacción inversa, en la que E + P se 
recombinan formando EP y después ES, se produce tan poco que 
la podernos ignorar. En este caso, podemos expresar la velocidad 
de la reacción -conocida como Y, corno 


Y = Kar 1ES] 


donde ES] es la concentración del complejo enzima-sustrato, 
Y Kia Ss el número de recambio, una constante de velocidad que 
es igual al número de moléculas de sustrato procesadas por la 
molécula de enzima cada segundo. 
¿Pero cómo se relaciona el valor de [ES] con las concentraciones 
que conocemos directamente, que son la concentración total de 
enzima, [ELL y la concentración del sustrato, [SP? Cuando el 
" sustrato y la enzioa se mezclan, le concentración de [ES] crece 
rápidamente desde cero hasta un llamado estado estacionario, 
como se ilustra en la gráfica. 


concentraciones «o... 


tiempo —=> 
2: 


A A Á 
estado 
preestacionario; se 


está fornando ES 


E IA 
estado estacionario: 
ES prácticamente 

constante 


regtiladores- permite a los bioquímicos imaginarse cómo 
fundona exactamente cada enzima. Por ejemplo, fue de esta 
manera como se descifraron las reacdones de producción de 
2TP en la alucólisis mostrada previamente en la Figura 2-72 
permitiéndonos apreciar la lógica que sigue esta vía E 
enzimática crítica. 

Este panel nos introduce en el importante campo de la : 
cinética enzimática, que ha sido indispensable para deducir 
muchos de los conocimientos detallados que tenernos de la 
química celular. : 


En este estado estacionario, [ES] es prácticamente constante, 

de forma que ds 

velocidad de formación 
k4 TE1S1 


velocidad de rotura de ES 
ko [EST + Kar 1ES] 


o bien, dado que la concentración de enzima libre, [E], . 
es igual a [E] — [ES], 


Ki 


Roy t Keat 


. k 
(ES] = [| — 1EHS) LEJ] - 1Es1Í1S7 


1 Kar 
Reordenando, y definiendo ta constante K, como 
Kay + Keoe 
K 
tenemos 


TES 


[ES] = 


o bien, recordando que Y = k.,, [ES], obtenemos la famosa 
ecuación de Michaelis-Menten 


Koot Eb] ES] 
Key + ÍS] 


Sí aumentamos la ($1 lo suficiente, conseguiremos que 
esencialmente toda la enzima esté unida al sustrato en el 
estado estacionario; en este punto, se alcanzará la velocidad 
máxima de la reacción, Vngy, cuando Y Viga = Kz [End 
Entonces, es conveniente reescribir la ecuación de 
Michaelis-Menten coma 


Veras 151 
Kio + 15] 
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¡ REPRESENTACIÓN DOBLE RECÍPROCA 


Abajo se muestra una representación típica de la V respecto a 
[5] para na enzima que siga la cinética de Michaelis-Menten. 
En asta representación no se deduce de forma inmediata ni el 
valor de Vo ni el de Ko. 
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lesfsegundo' 
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V=velocidad de formación del producto 


en el estado estacionario (umo 


ts] minolflitro 


IS 


Para obtener Vaya: Y Ko a partir de estos datos, se suele 
utilizar Una representación doble recíproca, reordenando 
la ecuación de Michaelis-Menten, de modo que puede 
representarse 1/V respecto a 145]. 
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MSGMEFICADO DE Koro Kcat Y Keat on 


Corro ye describió en el texto, K,, es una medida aproximada 
de la afinidad de la enzima por el sustrato: numéricamente 
es igual a la concentración de [8] a Y = 0,5 Vaya, En general, 
un vator bajo de K,, significa una unión fuerte al sustrato. 
De hecho, en el caso en que k, sea mucho más pequeña ' 
qué y Kg será igual a Kg, la constante de disociación 

para la unión del sustrato a la enzima (Ky= VK). 

Hemos visto que £,, es el número de recambio para la 
enzima. A concentraciones muy bajas de sustrato, donde 
[5] << Ko da mayoría de la enzima se encuentra libre, 

Asi podernos pensar que [E] <= (E); entonces, la ecuación 

de Michaelis-Menten se convierte en Y = k ¿Ko TESL. En 
consecuencia, la relación KK y para una misma enzima con 
diferentes sustratos, o para dos enzimas con sus diferentes 
sustratos, es anpliamente utilizada como medida de 
eficiencia enzimática. 

La comparación de k ¿KK para una misma enzima con 
diferentes sustratos, a para dos enzimas con sus diferentes 
sustratos, es ampliamente utilizada como medida de 
eficiencia enzimática. 


Para siraplificar, en este pane] hernos descrito enzimas que 
tienen Un solo sustrata, como la enzima lisozima tratada en 
el texto (véase p. 164) La rrayorla de enzimas tienen dos 
sustratos, Uno de los cuales a menudo es Una molécula 
activadora como el NADA o el ATP, 

Un análisis similar, pero más complejo, se utillza para 
determinar la cinética de estas enzimas, que nos revela 
el orden de la unión de los sustratas y la presencia de 
intermediarios covalentes a lo largo de las vías, 


ALGUNAS ENZIMAS ESTÁN LIMITADAS 
POR LA DIFUSIÓN 


A continuación se muestran los valores de Ese Kon Y Keor Ki 
para algunas enzimas determinadas: 


ES E 


acetilcolinesterasa - * acetilcolina -- 1,4x 10% 9x 10% * 1,6x 10 
catalasa 3 o, H¿07. 0 4 x 107. 1. 4x107 
fumarasa.  fumarata 8x1 5x10% 1,6x10? 


Puesto que para poder reaccionar la enzima y su sustrato 
deben colisionar, el valor máximo posible de K¿. ¿Ko está 
limitado por las velocidades de colisión. Si cada colisión 
forma un complejo enzima-sustrato, por la teoría de la 
difusión puede calcularse qUe E. [K y estará entre 108 

y 107 seg"lwre*t, en el caso de que todos los pasos siguientes 
se realicen inmediatamente. Se puede afirmar, por lo tanto, 
que la acetilcolinesterasa y la fumarasa san “enzimas 
perfectas”, ya que cada tuna de ellas ha evolucionado hacia 
el punto en que prácticamente en cada colisión transforman 
su sustrato en producto. 


: 164. A Capítuto 3: Proteínas 7: 


(0) A 


B) 


La reacción que cataliza la lisozima es una hidrólisis: añade una molécula de agua a un 
enlace sencillo entre dos grupos de azúcar adyacentes de la cadena del polisacárido, cau- 
sando así la rotura del enlace (véase la Figura 2-19). La reacción es energéticamente favora- 
ble porque la energía líbre de la cadena de polisacárido cortada es inferior a la de la cadena 


intacta. Sin embargo, el polisacárido puro puede permanecer en agua durante añós sin hi- 


drolízarse de manera detectable, Este fenómeno se debe a que la reacción tiene una barrera 
energética, como se describe en el Capítulo 2 (véase la Figura 2-46). Una molécula de agua 
sólo puede romper el enlace que une dos azíícares al colisionar con él, si el polisacárido dis- 
torsionado presenta una forma particular —el estedo de transición en la cual los tomos ve- 
cinos al enfece tengan una geomevía y una distribución electrónica aheradas. Debido a esta 
distorsión, las colisiones al azar deben aportar una elevada energía de activación para que la 
reacción tenga lugar. En solución acuosa a temperatura armbiente, la energía de las colisio- 
nes cas] nunca excede la energía de activación. Por lo tanzo, la hidrólisis transcuzre muy len- 
tamente o no tiene lugar en absoluto. ó 

Esta situación carabia drásticamente cuando el polisacárido se une a la lisozima. Dado 
que su sustrato es un polímero, el ingar activo de la Hisozima es un largo canal que puede 
contener un fragrnento de seis unidades de azúcar el polisacárido al mismo tiempo, Ínme- 
diatamente después de que el polisacárido se una.a la enzima, formando el complejo enzi- 
ma-sustrato, la lisozíma corza al polisacárido mediante la adición de una molécula de agua 
auno de sus enlaces azúcar-azúcar. Las cadenas que constituyen el producto de la reacción 
son rápidamente liberadas y permiten que la enzima inicie un nuevo ciclo de reacción (Fi- 
gura 32-50). 

La naturaleza química de la unión de la Hisozima a su sustrato es la misma que la de la 
tión del anticuerpo -la formación de muchos enlaces no-covalentes. Sin embargo, la liso- 
záma sostiene al polisacárida que es su sustrato, en una orientación espacial particular, de 
manera que uno de los dos azúícares implicados en el enlace que se romperá está distorsio- 


Figura 3-50 La reacción catalizada por la lisozima. (A) La enzima lisozirna (E) 
cataliza la rotura de una cadena de polisacárido, que es su sustrato (S). Primero la 
enzima se une a la cadena formando un complejo enzima-sustrato (ES) y después 
cataliza la rotura de un enlace covalente específico dei esqueleto del polisacárido, 
formando un complejo enzima-producto (EP) que rápidamente se disocia. La 
liberación de la cadena cortada (el producto P) deja a la enzima Hbre para actuar 
sobre otra molécula de sustrato. (B) Modelo espacial compacto de la molécula de 
la lisozima unida a una cedena de pofisacárido de poca tongítud antes de cortarla. 
(8, cortesía de Richard J, Feldmann.) 


Figura 3-49 Catálisis ácida y catálisis básica. 
(Ay El inicio de la reacción no catalizada que 
se presenta en la Figura 3-47 4, utiliza el 
sombreado en azul como indicador de la 
distribución electrónica del agua y de los 
enfaces cartonilo. (8) Un ácido tende 

a dar un protón (44) a otras átomos, En 
combinación con el oxígeno del carborndlo, 
un áddo hace que los electrones tiendan a 
separarse del carbono carbonilo, hactendo 
que este átomo atraiga con rmticha más 
fuerza el oxígeno electronegativo de la 
molécula de aqua que ateca el entace. (C) Una 
base ende a captar H*. En combinación con 
un hidrógeno de la molécula de agua 


atacante, una base hace que los electrones se. 


desplacen hacía el oxígeno de la molécula de 
agua para constituir un grupo más reactivo 
del carbono carbontto. (D) Albpresentar una 
disposición adecuada de átomos en su 
superficie, una endima puede realizar una 
catálisis ácida y bósica simultáneamente, 
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. FUNCIÓN DELAS PROTEÍNAS. 


sides o a 


. exúcarc-azócar adyacente mediante la donsción 


nado respecto de su conformeción normal, la més estable. El enlace que se va a zOmMper se 
coloca cerca de dos aminoácidos de cadenas larerales ácidas del lugar activo (un ácido glu- 
tárnico y un ácido aspártico). 

Así, en el microarabiente del lugor activo de la lisozima se generan unas condiciones 
que reducen de forma considerable la energía de activación necesaria para que pueda tener 
lugar la hidrólisis, La Figura 3-51 muestra las etapas propuestas, en 1967, de esta reacción 
catalizada enzimáticamente. 


Ll Laenzima provoca una tensión en el sustrato al que está unido, de manera que añora 
la forma de uno de los azticares recuerda mucho más a la del estado de transición de 
alra energía que se forma a lo largo de la reacción. 

2 La cadena latecal ácida de un ácido aspártico reacciona con el átomo de carbono Cl 
del azúcar que está distorsionado; el ácido glutémico de su protón al oxígeno, que une 
este azúcar a su vecino. 


E 3. -Ayudado por la carga negativa del ácido glutámico, una molécula de agua reacciona 


con el átomo de carbono 1, desplazando la cadena lateral del ácido aspártico y com- 
pletando el proceso de hidrólisis. 


La reacción química global, desde la unión inicial del polisacárido sobre la superficie 
de la enzima basta la liberación final de las cadenas unidas, tiene lugar varios millones de ve- 
ces más rápidamente que en ausencia de enzima. : 

Otras enzimas utilizan mecanismos sanilares para disrajnuir la energía de activación y 
acelerar las reacciones que catalizan. En las reacciones en que participan dos o más reacti- 
vos, el lugar activo actúa como un molde que acerca los sustratos entre sí, en una orientación 
correcta, para que entre ellos pueda tener lugar la reacción (Figura 3-524). Como ya hemos 


visto en el caso de la hsozima, el lugar activo de una enzima contiene algunos átomos dis- 


puestos de tal manera que, mediante la utilización de grupos cargados, alteran la distibu- 
ción de electrones del sustrato y aceleran la reacción (Figura 3-52B). Además, cuando un 


SUSTRATO 


Este sustrato es un oligosacárido ae seis azúcares, mercado 
como A-E Sólo se muestran en detalie los aztícares D y E. 
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En e complejo enzima-sustrato (ES), la endma El Asp 52 forma un entace covalente entre la 

fuerza al azúcar D hacia una corformación tensa, enzima y el átomo de carbono Cf del azúcar D. 

con el Gíu 35 de la lisozima colocado de forma Entonces, el Gtu 35 polariza la molécuis de agua 

que actúa como un ácido que ataca el entace frojo), de manera gue el oxígeno está en 

disposición de atacar al átomo de carbono 

de un protón (H>*) al azúcar Es el Asp 52 está Ci y desplazar al Asp S2. 
preparedo para atacar el átomo de carbono CL 


Figura 3-51 Acomtedmtientos que se 
producen en el lugar activo de la isozima, 
<TGGT> Los dibujos supeñores de la derecha 
y de la izquierda muestran el sustrato y los 
productos libres, respectivamente, mientras 
que los otros tres dibujos muestran la 
secuencia de acontecimientos que ocurren en 
el tugar activo de la enzima, Nótese el carnbio 
de conformación del azúcar D que se produce 
en el complejo enzima-sustrato; este cambio 
de la conformación estabiliza el estado de 
transición ¡on sernejónte a oxocarbonio 
necesario para la formación e hidrólisis del 
intermediario covalente que $e treujestra en 

el panel central. También es posible que en 

la etapa 2 se forme un lion iotermediero 
carbonio, ya que el intermediario covalente 
mostrado en el panel central únicamente se 


ha detectado con un sustrato sintético, (Véase 


DJ, Vacadio et al, Nature 412:835-838, 2001) 


Los productos finales son un oligosacárido de cuatro azúcares 
Gaquierda) y un disacórido (derecha), producidos par hidrólisis, 


CHO 


La reacción con una molécula de aqua (rojo) 
completa la hidrólisis y la enzima retorna 

a su estado inicial, formándose el complejo 
enzima-producto (EP). 
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186 Capítulo 3: Proteinas 


(Alas enzima une.las dos 
moléculas de sustrato 
y las orienta de forma 
precisa favoreciendo 
que tenga lugar entre 
ellas la reacción 


(0) la anión del sustrato 
"a la enzima reordena los 
electrones en el sustrato, 
generando cargas parciales 
piegativas y positivas que 
favorecen ta reacción 


(O) la enzima tensa el 
enlace de la molécula 
de sustrato, forzándola 
hacia un estado de 
transición que favorece 
la reacción 


sustrato se Une a una enzima, generalmente los enlaces del sustrato se curvan, cambiando la 
forma del sustrato, Estos cambios junto con fuerzas mecánicas conducen al sustrato a su es. 
tado de transición (Figura 3-520). Por último, como la lisozima, muchas enzimas participan 
íntimamente en la reacción que catalizan, estableciendo enlaces covalentes transitorios en- 
tre el sustrato y una cadena lateral de la enzima. En los pasos siguientes de la reacción, la ca- 
dena lateral recupera su estado original, de manera que después de la reacción la enzima se 
recupera intacta (véase la Figura 2-72). 


$ 


Moléculas pequeñas se unen íntimamente a las proteínas * 
y aportan funciones extra 


Hemos destacado la versatilidad de las proteínas corno cadenas de aminoácidos que realizan 
diferentes funciones, pero en muchos casos los aminoácidos no son suficientes por sí mis- 
mos. De la misma manera que los humanos utilizamos herramientas para aumentar y 
arapliarias capacidades de nuestras manos, a menudo las proteínas utilizan pequeñas molé- 
culas no proteicas para realizar funciones que serían difíciles a imposibles de realizar utili- 
zando sólo los aminoácidos. Así, la proteína receptora de señales rodopsina, que es fabricada 
por las células fotorreceptoras de la retina, detecta la luz mediante una molécula pegueña, el 
retínal, tosertada en la proteína (gura 3-5348). El retrinal cambia de forma cuando absorbe 
un fotón de luz y este cambio es amplificado por la proteína, desencadenando una cascada 
de reacciones enziméticas que concluye enviando una señal eléctrica al cerebro. 

Otro ejemplo de una proteína que contiene un elemento no proteico, es la hemoglo- 
hina (véase la Figura 3-22). Una molécula de hemoglobina contiene cuatro grupos hemo, 
moléculas en forma de anillo cada una «e las cuales contiene un átomo central de hierro 
(Pigura 3-53B). Hl hemo confiere a la hemoglobina (y a la sangre) su color rojo. El átomo de 
hierro se une de forma reversible al oxígeno, de forma que el hemo capacita a la hemogiobi- 
na para capturar el oxígeno en los pulmones y liberarlo en los tejidos. 

Algunas de estas moléculas pequeñas están unidas covalentemente a sus proteínas la 
wión es permanente de forma que estas moléculas pasan a formar parte integral de la mo- 
lécula proteica, En el Capítulo 10 veremos que las proteínas a menudo están ancladas a las 
membranas celulares mediante moléculas lipidicas unidas covalentemente, A menudo, tan- 
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Figura 3-52 Algunas estrategias generales 
de la catálisis enzimática. (4) Manteniendo 
los sustratos juntos en un alineamiento 
preciso. (8) Estabilización por cargas de 
intermediarios de la reacción. (O Aplicar 
fuerzas que cdeforman los entaces en el 
sustrato e incrementan así la velocidad 

de Una reacción en particular. 


Figura 3-53 Ebretinal y el hemo. 


(A) Estrucuura del retinal, la molécula sensible 


ala luz unida a la rodopsina en el ojo. 

(B) Estructura del grupo hemo. El anillo de 
carbonos del hemo está en rojo y el átomo 
de hierro en su centro en naranja. Un grupo 
hemo está fuertemente unido a cada una 
de las cuatro cadenas polipeptidicas en la 
hemogtabina, la proteína transportadora 
de oxígeno cuya estructura se muestra 

en la Figura 3-22. 


4 
j 
d 

5! 

e: 
de: 
1 
) 


lar 06 DIRA 


FUNCIÓN DE LAS PROTEÍNAS 


e 


Tabla 3-2 Muschas vitaminas proporcionan coenzimas cruciales para tee ua humanas 
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to las proteínas de menibrana expuestas en la superficie de la célula, como las proteínas 
secretadas al exterior de la célula, están modificadas mediante la adición covalente de azú- 
cares y de oligosacáridos, 

Con Frecuencia las enzimas tienen una pequeña molécula o un átoroo metálico estre- 
chamente asociados con su lugar activo que les asiste en sus funciones catalíticas. Por ejera- 
plo la carboxipeprdasa, una eozima que corta cadenas polipeptídicas, contiene un ion de 
zinc unido con fuerza a su luger activo. Durante la rotura de un enlace pepúdice mediado 
por la carboxipeptidasa, el ion de zinc forma un enlace transitorio con wo de los átomos 
del sustrato, colaborando así en la reacción de hidrólisis. En otras enzimas, quien tiene Un 
papel semejante a éste es una pequeña molécula orgánica. A menudo a estas moléculas se 
las lara coenzimas. Un ejemplo es la biotína, que se halla en enzimas que transfieren gru- 
pos carboxilo (-CO07 de una molécula a otra (véase la Figura 2-63). La biotina participa en 
estas reacciones formando un enlace covalente transitorio con el grupo -COO” que va a ser 
transferido, resultando más adecuada para esta función que cisalquiera de los aminoácidos 
que forman parte de las proteínas. Los humanos no podemos sintetizarla, por lo que hemos 
de lacorporarla en pequeñas cantidades en la dieta, de forma que la biotina es una viami- 
na. Muchas otras coenzimas se producen a parúr de vitaminas (Tabla 3-2). Para fabricar al- 
gunas de estas moléculas también necesitamos otras vitaminas, que son componentes 
esenciales de nuestras proteínas: la vitamina A, por ejemplo, es necesaria en la dieta para 
poder fabricar el retinal, el elemento sensible a la luz de la rodopsina. 


Los túneles moleculares canalizan los sustratos a las enzimas 
que tienen muchos lugares catalíticos, 


Algunas de las reacciones químicas catelizadas por enzimas en las células producen inter- 
mediarios que también son muy inestables o que sí son liberados al citosol pueden difundir 
al exterior dela merabrana plasmática. Para preservar estos intermediarios, las enzimas han 
desarrollado tiineles moleculares que conectan dos o más sitios activos, permitiendo que el 
intermediario sea procesado rápidarnente hasta el producto final sin abandonar la enzima. 

Consideremos, por ejemplo, la enzima carbamil fosfato sintetasa, que utiliza amoníaco 


derivado de la glutamina y dos moléculas de ATP para transformar el bicarbonato (HCOOg) a 


carbaril fosfato an importante inmtermedierio de varias vías metabólicas (Figura 3-54), Es- 
ta enzima contiene tres lugares activos separados, que están interconectados mediante un 


túnel La reacción comienza en el higar activo 2, localizado a la mitad del túnel, donde se. 
utiliza ATP para fosforilar teñadir un grupo fosfato) ua bicarbonato y formar un carboxifos-: 


fato. Este hecho dispara la hidrólisis de la glutamina a ácido giutámico en el lugar activo 1, 
liberando amoníaco al interior del túnel. Este amoníaco difunde de inmediato a través 


de la primera parte del túnel hasta el lugar activo 2, donde reacciona con el carboxifosfato y 


Grigina carbarnato. Este inestable intermediario difende a través de la segunda mitad del 
túnel hasta el lugar activo 3, donde es fosforilado por ATP hasta el producto Enal, el carbarail 
fosfato.” 

Otras envcimas, bien caracterizadas, contienen tíneles similares 2 éste, El amoniaco, un 
intermediario que difundiría muy fácilmente y se escaparía de la céluta, es el sustrato que 
más frecuentemente se canaliza en los ejemplos que conocemos. 


168 Capítulo 3: Proteínas 
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Figura 3-54 El efecto ténel sobre los intermediarios de la reacción 
de la endima carbarai fosfato sintetasa. (4) Esquerna de la estructura 
de la encina, en el que se ha utilizado una cinta roja para destacar el 
túnel situado en el interior de la proteína, que conecta sus tres lugares 
activos. Las subunidades pequeña y grande de esta enzima dimérica 
están coloreadas de arnaríílo y 0zul respectivamente. (B) Esquema de 
la reacción. Como se indica, el lugar activo 1 produce amontaco, que 
difunde a través del túnel hasta el lugar activo 2, dande se combina 
con un carboxifosfato formendo carbamato. Este imermediarño 

Ba » altamente inestable, difunde a través del túnel hasta el lugar activo 3, j 
d MA: Br U% e AN donde es fosforilado por AFP produciendo el producto final, el 0 
4 $ E ¿ a j carbarnil fosfato. (A, modificado a partir de FM. Raushel, JB, Thoden y 
HJWV Hotden, Acc. Chen. Res. 36:539-548, 2003, Con autorización de la 
Araerican Chemical Society) 
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Los complejos multienzimáticos ayudan a incrementar la velocidad 
del metabolismo celular 


La eficiencia de las enzimas acelerando las reacciones químicas es crucial para el manteni- 
roiento de la vida. En efecto, las células tíenen que luchar contra procesos inevitables de de- 
generación que -si se desatienden—- exapujan a las macromoléculas hacia el desorden. Si las 
velocidades de las reacciones deseables no fueran superiores a las de las reacciones opuestas, 
la célula moriría pronto. Midiendo la velocidad de utilización del ATP podernos tener una idea 
aproximada de la velocidad a la que se produce el metabolismo celular. Una célula úpica de 
mamífero recarbia (es decix, hidroliza y restaura) todas sus reservas de ATP cada 1 0 2 minu- 
tos. Para cada célula esta renovación representa la utilización de unas 107 moléculas de ATP 
por segundo (y paza el cuerpo humano, aproximadamente un gramo de ATP cada minuto). 

La velocidad de las reacciones celulares es elevada gracias a que la catálisis enzimática 
es tan efectiva. De hecho, muchas enzimas importantes trabajan de una forma tan eficiente . 
que es imposible mejorarla: En estos casos, el factor limitante de la velocidad de la reacción 
no esla velocidad intrínseca de la acción enzimática, sino la frecuencia a la que la enzima in- 
teracciona con su sustrato. De una reacción como ésta se dice que está limitada por la dif- 
sión (véase el Panel 3-3, pp. 162-163). 

Shuna reacción enzimática está limitada por la difusión, su velocidad depende de las 
concentraciones de la enzima y del sustrato. Por consiguiente, para que una secuencia de 
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reacciones se produzca con gran rapidez tiene que existir una elevada concentración de ca- 
da uno de los intermediarios metabólicos y de cada una de las enzimas que intervienen en 
ella. Sin embargo, dado el enorme número de reacciones diferentes que se desarrollan en 
una célula, existen límites a las concentraciones que se pueden alcanzar. De hecho, la ma- 
yoría de metabolitos se hallan presentes a concentraciones múcromolares 00% M y la 
mayoría de las enzimas a concentraciones mucho menores. Entonces, ¿Cómo es posible 
mantener velocidades metabólicas ruy elevadas? 

La respuesta radica en la organización espacial de los componentes celulares. La célula 
puede incrementar las velocidades de reacción sin aumentar la concentración de los sustra- 
tos, reuniendo les diferentes enzimas implicadas en une secuencia de reacciones y lorman- 
do un eran complejo proteico denominado complejo rudrienzimático (Figura 3-55). De esta 
manera, el producto de la enzima A es transferido directernente a la enzima B, y así sucesi- 
vamente, con lo que las velocidades de difusión no birnitan la velocidad de reacción ri si- 
quiera cuando la concentración de sustrato en toda la célula es muy baja. Entonces, 10 es 
sorprendente que estos complejos multlenzimáticos sean muy frecuentes e intervengan en 
casi todos los aspectos del metabolismo incluyendo los procesos genéticos centrales del 
DNA y del KINA, y en la síntesis de proteínas. De hecho en las células eucariotas hay rmuy po- 
cas enziraas que difundan Ebremente en solución: por el contrario, la mayoría de las enzi- 
res parecen haber desarrollado zonas de unión que les permiten concentrarse con otras 
proteínas de función relacionada en determinadas regiones de le célula, para incrementar 
asíla velocidad y la eficiencia de las reacciones que catalizan. 

Además, las céhulas eucariotas disponen de otro sistema para incrementar la velocidad 
delas reacciones metabólicas: utilizar su sistema de membranas intracelulaxes, Estas mem- 
branas pueden aislar ciertos sustratos y las enzimas que actúan sobre ellas, dentro del mis- 
mo compartimiento rodeado de membrana, como el retículo endoplasmático o el núcleo 
celular. Sí, por ejemplo, el compartimiento ocupa un total de un 10% del vohunen celular, 
la concentración de los compuestos que reaccionan, dentro de este compartimiento, sería 
10 veces rayor que en una célula similar que tuviera el mismo número de moléculas de ex- 
zámas y de sustratos pero que no estuviese compartimentada. Así, las reacciones limitadas 
por la velocidad de difusión pueden incrementar su velocidad en este mismo factor. 


La célula regula las actividades catalíticas de sus enzimas 


Una célula viva contiene millares de enzimas, muchas de las cuales intervienen al mismo 
tiempo y en el misto reducido volumen del citosol Debido a su acción catalítica, las enzi- 
mas generan tuna compleja red de vías metabólicas, cada una de las cuales está compuesta 
de cadenas de reacciones químicas en las que el producto de una enzima se convierte en el 
sustrato de la enzima siguiente, En este laberinto de vías, hay muchos puntos de rarnifica- 
ción (nodos) en los que hay enzimas diferentes que compiten por el mismo sustrato. El sis- 
terna es tan complejo (véase la Figura 2-88) que se requieren elaborados controles para 
regular cuándo y a qué velocidad tiene lugar cada reacción. 

La regulación ocurre a muchos niveles. Por un lado, la célula controla cuántas molécu- 
las de cada enzima fabrica, mediante la regulación de la expresión del gen que codifica esta 
enzima (como se comenta en el Capítulo 7). La célula también controla las actividades enzi- 
máticas confinando grupos de enzimas en compartimientos subcelulares particulares, deli- 
raitados por distintas membranas (corno se describe en los Capítulos 12 y 13). Como se 


+24 molécutas de 


. E triímeros +2 moléculas E 
de lipoamida de dihidrolipoé plruvato descarboxilasa 
reductasa trensacetilasa deshidrogenasa ; 


169 


Figura 3-55 Estructura de la piruvato 
deshidrogenasa. £ste complejo ervimático 
cataliza da tansformadón del pinivato a acetil 
Cofi, como parte de la vía de oxidación de 
azúcares a CO, y H20 [véase Figura 2-79). 

Se trata de un ejemplo de un gran complejo 


- riuitienzirnático en el que los intermedianños 


de la reacción pesen directermente de una 
enzima 2 0tra, Ñ 


AS 


at 


F Ñ 
i 


170 Capitulo 3: Proteínas 


explicará más adelante en este capítulo, frecuentemente las enzimas son modificados coya- 
lenternente para controlar su actividad. La velocidad de degradación proteica por proteóli- 
sis dirigida representa otro importante mecanisrao de regulación (véase p. 395). Pero el 
sisterna más general de ajustar la velocidad de una reacción consiste en cambiar reversible y 
directamente su actividad en respuesta a moléculas pequeñas con las que interactúa. 

El tipo más común de control tiene lugar mediante la unión a la enzima de ua solé- 
cuta diferente al sustrato, en un lugar regulador especial diferente del jugar activo; esta unión 
altera la velocidad a la que la enzima transforma sus sustratos en productos, Por ejemplo, en 
la retroalimentación negativa, un producto producido más tarde a través de una vía meta- 
bálica inhibe tina enzíma que actúa al principio de esta misma vía metabólica. De esta ma- 
nera, en cuanto se empiezan a acumular grandes cantidades del producto final, este 
producto se une a la enzima, reduciendo su capacidad catalítica y limitando la entrada de 
sustratos en la vía (Figura 3-56). En los puntos en los que las vías se ramifican 6 se entrecru- 
zan, suele haber varios puntos de control mediados por los diferentes productos finales, 
cada uno de los cuales regula su propio proceso de síntesis (Figura 3-57]. La inhibición por 
retrroalimentación negativa actúa de manera casí instantánea y es rápidamente reversible 
cuando los niveles del producto disminuyen. 

La inhibición por retroalimentación negativa es una regulación negativa: impide que 
una enzima pueda actuar. Las enzimas también están sujetas a una regulación positiva, 
roediante la cual la actividad de la enzima no es inhibida sina que es estimulada por una 
molécula reguladora. La regulación positiva tiene lugar cuando un producto de una de las 
redes del laberinto metabólico estimula la actividad de una enzima de otra vía. Como ejern- 
plo puede citarse la acumulación de ADR que activa varias enzimas implicadas en la oxida- 
ción de las moléculas de azúcar, estimulando a la célula a que transforme más ADP en ATP 
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Figura 3-36 inhibición mediante = 
retroalimentación de una vés blosintética 
sencilla, El producto final Zinhibela primera 
enzima de la vía, que es exclusiva de su 
síntesis, y de este modo controla sus propios 
niveles en la célula. Éste es un ejemplo de 
regulación negativa, 


se 


Figura 3-57 Inhibición mediante 
retroalimentación negatlva múltiple. 

En este ejemplo, que muestra las vías 
biosintéticas de cuatro aminoácidos 
diferentes en bacterias, las Hechas rojas 
indican los puntos en los cuales los productos 
inhiben, por retroalimentación, las errimas,. 
Cada aminaácido corárola la primera enzima 
específica de su propia síntesis, con lo que 
controta sus propios niveles y evita la 
producción inútil, incluso peligrosa, de 
intermediarios. Los productos también 
puedan inhibir separadamente el conjunto 
inicial de reacdones comunes para todas las 
vías; en este caso, la reacción inicial está 
catalizada por tres enzimas diferentes, cada 
una de las cuales está inhibida por un 
producto diferente. 
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Las enzimas alostéricas tienen dos o más lugares de unión 
que interactúan entre sí 


Una característica sorprendente de la reroalimmentación tanto egaliva cora posidva es que 
amenudo la molécula reguladora tiene una forma totalmente diferente a la del sustrato de la 
enzima, Por eso a este efecto de la proteína se le lama alostería (del griego allos, "otro" y ste- 
ros, “sótido” o “tridimensional”, A medida que los biólogos fueros conociendo mejor la re- 
gulación por retroalimentación negativa, reconocieron que las enzimas que lo presentaban 
tenían que tener en su superficie al menos dos lugares de wwión diferentes —el lugar activo, 
que reconoce los sustratos, y un lagar de regulación que reconoce la molécula reguladora. 
Estos dos lugares deben “comunicarse” entre sí de alguna forma, de rianera que los sucesos 
catalíticos del lugar activo tienen que estar influidos por la unión de la riolácula reguladora 
asu lugar de unión, estando ambos lugares separedos sobre la superficie de la proteína. 

Actualmente ss sabe que la interacción entre estos lugares físicamente separados sobre 
la molécula de proteína depende de un cambio conformacional de la proteína: la unión del 
Hgando a uno de los lugares causa una transición desde una determinada forma plegada a 
otra ligeramente diferente. Por ejerapto, en la retroslimentación negativa, la unión de un ne 
hibidor a un lagar de la proteína hace que ésta adquiera una conformación que incapacita 
su lugar activo localizado en otra zona de la proteína, 

58 cree que la mayoría de las proteínas son alostéricas. Pueden adoptar dos 0 más con 
formaciones ligeramente diferentes y, mediante la transición de una a otra, su actividad pue- 
de resultar alterada, Esta es cierto no sólo para las enzimas sino también para muchas otras 
proteínas «incluyendo receptores, proteínas estructurales y proteínas motoras, En todos los 
casos de regulación alostérica, cada conformación de la proteína tiene unos contornos de su 
superficie algo diferentes y los lugares de unión de la protetoa carabian cuando la protebaa 
cambia de forma. Adernás, corno se describe más adelante, cada ligando escabilizará la con- 
formación que la une con más fuerza y así, a concentraciones suficientemente elevadas, ten- 
derá a que la proteína “salte” hacia la conformación que prefiera el ligando, 


Dos ligandos cuyos lugares de unión están acoplados 
pueden afectar recíprocamente la unión el uno del otro : 


Los efectos de la unión del ligando a una proteína siguen tn principio quíntico hundamen- 
tal conocida como conexión. Supongarnos, por ejermplo, que tuna proteína que une glucosa 
también une otra molécula, X, en un lugar distante de la superficie de la proteína. Si el cam- 
bio conformacional inducido por la unión de la glucosa también hace cambiar de forma el 
lugar de unión de X, se dice que los lugares de unión de X y de la glucosa están acoplados. 
Cuando dos ligandos se unen con más afinidad a la misma conformación de una proteína 


alostérica, consideraciones teomodinámicas básicas aseguran, que cada ligando bncrementa . 


la afiridad de la proteína por el otro ligarido. Así, si el cambio enla proteína de la Figura 9-58 
bacía la conformación cerrada que une mejor la glucosa también provoca que el lugar de 
unión de X se ajuste mejar aX, entonces la proteína unirá más fuertemente la glucosa cuan. 
de X esté presente que cuando esté ausente. 

Por el contrario, si dos ligandos se unen a conformaciones diferentes de tua proteína, 
alostérica, la conexión será negativa. En este caso, la unión del primer ligando dificuitara la 
unión del segundo ligando. Así, si el cambio de conformación inducido por la glucosa redu- 
Ce la afinidad de la protefaa por la molécula X, la unión de X disrainuirá la afinidad de la pro- 
teína por la glucosa (Figura 2-59), La relación de conexión es cuantitativamente recíproca 
de forma, por ejeraplo, que si la glucosa Biene un gran efecto sobre la unión de X, Xtambién 
tendrá un gran efecto sobre la unión de la glucosa... - 

Las relaciones mostradas esquemáticamente en las Figuras 2-58 y 3-59 se pueden apli- 
cara todas las proteínas y están en la base de la biología celulas. Parecen tan obvias que no 


les damos importancia. Pero el descubrimiento de las relaciones entre enzimas la década de ., 


1350, seguido por un exteoso análisis de los mecanismos de la alostecía en proteínas a prin- 
cipios de la década de 1960, tuvo un efecto revolucionario sobre el conocimiento de la bio- 
logía. En estos ejemplos la molécula X se une a un lugar de la enzíma que es diferente del 
lugar donde ocurre la catálisis, por lo que no tiene por qué existir nioguna relación química 
con la glucosa o con cualquier otro ligando que se una a sitio activo. Adernás, como acaba- 
mos de ver, en el caso de enzimas que estén regtiadas de esta rnanera, la molécula X puede 
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activar (regulación positiva) o inactivar (regulación negativa) la enzima. Por mecanismos de 
este tipo, las proteínas alostéricas pueden actuar como interruptores generales que permi 
ten, en principio, que una molécula de una célula afecte el destino de otra molécula, 


Los agregados proteicos simétricos producen transiciones 
alostéricas cooperativas 


Una enzima que esté regulada por retroalimentación negativa, y que conste de una sola 
subunidad, puede disminuir desde el 90% hasta el 10% de actividad en respuesta a un in- 
cremento de tinas 100 veces de la concentración del ligando inhibidor (Figura 3-60, línea 
raja), Aparentemente, las respuestas de este tipo no son bastante marcadas para conseguir 
una regulación celular óptima. La mayoría de enzimas que se activan o inhiben por la 
unión de un ligando consisten en agregados simévicos de subunidades idénticas. Median- 
te esta disposición, la unión de una molécula de ligando al lugar de unión de una de las 
subunidades puede provocar una alteración alostérica en esta subunidad que puede ayudar a 
que las subunidades vecinas también se unan al mismo ligando. Como resultado de esta 
transición alostérica cooperativa, una veriación relativamente pequeña de la concentración 
del ligando enla célula puede hacer pasar todo el agregado de una conformación casi com- 
pletamente activa a otra casi completamente inactiva lo viceversa] (véase Figura 3-60, 
línea azul). 

Los principios que participan en una tensición cooperativa del "todo o nada” son los 
mismos para todas las proteínas, sean o po enzimas. Pero quizás son más fáciles de visuali- 
zar enel caso de une enzima formada por un dímero simétrico. En el ejemplo mostrado en 
la Figera 2-61, la primera molécula del ligando inhibidor se ue con una gran dificultad ya 
que su unión rompe una interacción energéticamente favorable entre los dos monómeros 


idénticos del dímero. Sin embargo, ahora la segunda molécula de ligando inhibidor se une 
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Figura 3-58 Regulación positiva causada 
por el acoplamiento conformacional entre 
dos lugares de unión distantes. En este 
ejemplo tanto la glucosa como la molécula X 
se unen mejor a la conformación cerrada de 
una proteina con dos dominios. Tarto la 
glucosa corno la sustancia K empujan la 
proteína hacia su conformación cerrada, por 
lo que cada ligando colabora con el otro para 
quese una a la proteina, Así pues, se dice que 
la glucosa y la molécula X se nen de forma 
cooperativa a la proteína. 


Figura 3-59 Regulación negativa generada 
por el acoplamiento conformacional entre 
dos lugares de tinión distantes entre sí, 

El diseño de esta figura es el mismo que el 
descrito previamente, pero aquí la molécula 
X seune preferentemente a la conformación 
abierta, mientras que la glucosa se une 
preferentemente a la conformación cerrada. 
Así, ta glucosa y la moléciia X empujanda 


* proteína hacia conformaciones opuestas 


(abierta y cerrada respectivamente), por lo 
que la presencia de uno de los ligandos 
ixerfere con la unión del otro. 
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con mucha más facilidad ya que su unión recupera los contactos monórmero a monóniero 
energéticamente favorables del dímero simétrico do cual inactiva por completo la enzima). 

Corno alternativa a este modelo de adaptación inducida para la transición alostérica 
cooperativa, podemos suponer que una enzima simétrica como ésta sólo presenta dos con- 
formaciones posibles, correspondientes a las estructuras de la “enzima activa” y de la “enzi- 
ma activa” de la Figura 3-61. En este supuesto, la unión del ligando perturba un equilibrio 
de"todo o nada” entre estos dos estados, cambiando así la proporción de moléculas activas. 
Ambos modelos representan conceptos ciertos y Útiles; se trata del segundo modelo que 
describiremos a continuación. 


La transición alostérica de la aspartato transcarbamilasa 
se conoce a nivel atómico 


Una de las enzimas utilizadas en los primeros estudios de regulación alostérica es la aspar- 
tato trauscarbamilasa de E. coli, Cataliza la importante reacción carbamilfosfato + aspar- 
tato > M-carbamilaspartato, que inicia la síntesis del anillo parimidínico de los nucleótidos 
€, Uy E. Uno de los productos finales de esta vía, el citidín trifosfato (CTP), se une a la enzi- 
na inactivándola cuando la concentración de CTP es elevada. 

La asparteto transcarbamilasa es un gran complejo formado por seis subunidades re- 
guladoras y seis subunidades catalíticas. Las subunidades catalíticas forman dos tímeros, 
cada uno de los cuales está dispuesto como un triángulo equilétero y ambos se mantienen 
unidos uno 3 otro a través de tres dímeros reguladores, que hacen de puente entre ellos. La 
molécula completa puede sufrix transiciones alostéricas del "todo o nada” entre dos confor- 
maciones, los estados T (“tenso”) y R Crelajado”) (Figura 3-62). 

La unión de los sustratos (carbamilfosfato y aspartato) a los trímeros catalíticos condu- 
ce a la aspartato transcarbamilasa a su estado R, catalíticamente activo, del que se disocian 
las moléculas reguladoras de CY? Contrariamente, la unión de CTP a los dímeros regulado- 
res empuja a la enzima hacia su estado T, catalíticamente inactivo, del cual se disocian los 
sustratos. Este “estira y afloja” entre el CTP y los sustratos es idéntico, en principio, al destri- 
to previamente en la Figura 3-59 para el caso de una proteína elostérica más sencilla, Sin 
embargo, aquí el estira y afloja ocurre en ua molécula simévica con muchos lugares de 


Figura 3-61 Transición cooperativa alostérica en una enzima compuesta por 
dos subunidades idénticas. Este esquema llustra de qué forma la conformación 
de Una subunidad puede afectar a la de sus vecinas, La unión de una sofa 
molécula de un ligando inhibidor (amarillo) a una subunidad de la enzima se 
produce con dificultad debido a que madifica la conformación de esta subunidad, 
alterando la simetría de la enzima. Sin embargo, cuando se ha completado este 
cambio conformacional, la energía obtenida al recuperar la estructura simétrica 
entre las dos subunidades hace que la segunda conformación una el Eigando 

. mucho más féclimente, sufriendo el mismo cambio conformacional que la otra 
subunidad, La unión de la primera molécula de ligando incrementa la afinidad de 
ta otra subunidad por la misma molécula de fgando, por lo que la respuesta de la 
enzima a varlaciones de la concentración del ligando es mucho más marcada que 
la de una enzima monomérica (véase la Figura 3-50), 


Figura 3-60 Relación entre actividad 
enzimática y concentración de ligando - 
inhibidor, para enzimas de una sola 
subunidad y enzimas alostéricas formadas 
por diferente núrñero de subunidades. 
En el caso de una enzima con una sola 
sebunidad línea roja), la disrrimición desde 
el 90% hasta el 10% de actividad (indicada 
por los das puntos en la curva) requiere un 
incremento enla concentración de inhibidor 
de unas 100 veces. La ¿ctividad enzimática 
se calcuta a partir de la relación de equilibrio 
sencillo [PAD donde P es la proteina 
activa, Les el inhíbidor elP es la protelna 
inactiva unida al inhibidor. Ésta es la curva 
que se aplicaría a cualquier unión sencilla 
entre dos moléculas A y B. Por el contrarlo, 
una enzima alostérica formada por varias 
subunidades puede responder a variaciones 
de la concentración de inhibidor de tna 
manera sernejante a un interruptor: ta 
respuesta escalonada que se produce se 
debe a que el ligando se une a la proteína de 
una forma cooperativa, como se explica en la 
Figura 3-61. La línea verde representa el 
resultado teórico esperado en el caso de 
unión cooperativa de dos moléculas de 
inbíbldora una enzima alostésica con 
2 subunidades, y la inea azul el resuitado 
teórico esperado de una enzima con 
4 subunidades. Como indican los dos pinitos 
en cada unas de las curvas, las enzimas más 
complejas caen del 90% 21 10% de 
actividad con incrementos menores de la 
concentración de inhibidor que la enzima 
compuesta por una sola subunidad. 
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unión, por lo que el efecto es una transición alostérica cooperativa que puede activar la en- 
ima con rapidez cuando se acumulan los sustratos (transfornándola en su estado R) o 
inactivarla repentinamente cuando se acumula CTP (transformándola en su estado T). 

La combinación de la bioquímica y de la eristalografía de rayos X ha tevelado gran can- 
tidad de detalles fascinantes de esta transición alostérica. Cada subunidad reguladora tiene 
dos dominios; la unión de CTP hace que ambos dominios se desplacen uno respecto al otro, 


de forma que actúan como un elevador que hace rotar los trímeros catalíticos acercándolos : 


entre sí, en el estado T (véase Figura 3-62), Cuando este fenómeno ocurre se forman enlaces 
de hidrógeno entre las subunidades catalíticas opuestas y es más fácil que se ensanche la 
hendidura que forma el lugar activo en cada subunidad catalítica, desorganizando asilos lu- 

gares de unión para el sustrato (Figura 3-63). Añadiendo grandes cantidades de sustrato se 
" obtiene el efecto contrario, favoreciendo la formación del estado R mediante la unión de 


moléculas de sustrato en la hendidura de cada subunidad catalítica y oponiéndose así al' 


cambio conformacional descrito. Las conformaciones intermedias entre los estados R y T 
son inestables, de forma que la enzima salta fundamentalmente entre las formas R y T, pro- 


duciéndose una mezcla de ambas formas (la popón varía en RON e ds concentra- 


ciones relativas de CiPy de sustratos). 


La fosforilación proteica dirige muchos de los cambios 
que presentan las proteínas 


Las proteínas se regulan por otros sistemas además de la unión reversible de atras molécu- 
las. Un segundo método que las células eucariotas utilizan para regular la función de una 
"proteína es la unión covalente de una pequeña molécula a una o a varias de las cadenas la- 
terales de sus aminoácidos. La más habitual de estas modificaciones reguladoras en los eu- 
cariotas superiores consiste en la adición de un grupo fosfato. Por este motivo, utilizarernos 
la fosforilación de proteínas para Bustrar algunos de los principios generales que están invo- 


Figura 3-62 Transición entre los estados H y 
Tenta enzima aspartato transcarbamilasa. 
<CTAA> La enzima está compuesta por un 
complejo de seís subunidades catalílicas y 
seis subunidades reguladoras. Las estructuras 
de la forraa inactiva festado T) y de la forma 


activa festado Ri] se han determinado por 


cristalografía de rayos X.La enzima se inhibe 
por retroalimentación cuando aumenta la 
concentración de CTP Cada una de las 
subunidades reguladoras puede unir una 
molécula de CTP el cual as uno de los 

roductos finales de la vía. Mediante esta 
regulación por retroalirmentación negativa 
se implde que la vía produzca más cantidad 
de CFP del que necesita la célula, (Basado eri 
Ki Krause, CA ola y TN, Lipscomb, Proc. 
Nat Acad. Sal USA 82:1643-1647, 1989. Con 
fa autorización de Natianal Acaderny af 
Sciences). 
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Tucrados en el control de la función proteica a través de la modificación de las cadenas late- 
rales de los aminoácidos... 

Una fosforilación puede afectar a la proteína que se ha modificado de dos importantes 
maneras. En primer lugar, debido a que cada grupo fosfato aporta dos cargas negativas, la 
adición catalizada enzimáticamente de un grupo fosfaro a una proteína puede provocar un 
carambio conformacional importante en la proteína, por ejemplo atrayendo un grupo de ca- 
denas laterales entonces cargadas positivamente. Esto a su vez, puede afectar la unión de li- 
gandos en cualquier parte de la superficie de la proteína y cambiar de forma radical la 
actividad de la enzima. Cuando una segunda enzima elimina el grupo fosfato, la proteína 
recupera se: conformación original y entonces se restablece su actividad inicial. : 

En segundo lugax, un grupo fosfato puede formar parte de una estructura que sea 1e- 
conocida por fugares de unión de otras proteínas. Como hemos indicado algunos dominios 
proteicos, a veces llamados nódulos, aparecen muy a menudo formando parte de grandes 
proteínas. Uno de estos módulos, el dominio SB2, ya descrito, se une a una corta secuencia 
peptídica que corifiene una cadena lateral de tirosina fosforilada (véase Figura 3-39B). Exis- 


ten más de otros diez dominios habítrales que proporcionan lugares de unión para que su. 


proteína se una a péptidos fosforiládos de otras moléculas proteicas, cada uno de los cuales 
reconoce una cadena lateral fosforilada de un armmnoácido en diferentes contextos. Como 
resultado, la fosforilación y la desfosforilación de proteínas muy a menudo dirige el ensam- 
blaje y desensamblaje regulado de los complejos proteicos (véase Figura 15-22). 

La fosiorilación reversible de proteínas controla la actividad, la estructura y la localiza- 
ción celular tanto de enzimas como de fnuchos otros tipos de proteínas en las células euca- 
rotas, Este sistema de regulación está tan extendido, que se cree que más de un tercio de las 
aproximadamente 10.009 proteínas de una célula típica de mamifero son fosforiladas en 
une u otro momento —muchas con más de un fosfato. Como se podía esperar, a menudo la 
adición y eliminación de grupos fosfato a proteínas determinadas ocurre en respuesta a se- 
ñales que especifican algún cambio en el estado de la célula. Por ejemplo, de esta manera es- 
tá muy cronometrada la complicada seríe de sucesos que tiene lugar cuando una célula 
eucariota se divide (Capítulo 17) y muchas de las señales que median las interacciones célu- 
la-célula son enviadas desde la membrana plasmática hasta el núcleo mediante una casca- 
da de fosforilación de proteínas (Capítulo 15). * 
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Figura 3-63 Parte del interruptor sino 
dela subunidad cotalítica de la aspartato 
transcarbamilasa. Algunos cambios en las 
interacciones entre enfaces de hidrógeno 
indicados son parcialmente responsables 

del “salto” que sufre el lugar activo de esta 
enzima desde la conformación activa 
tamarilla) a le inactiva. Los enfaces de 
hidrógeno se indican como finas líneas rojas. 
Los arninvácidos que participan en las 
interacciones entre las dos subunidades en 
el estado Y se indican en rojo mientras que los 
que forrgan el lugar activo de la enzirna en el 
estado A se muestran en azul. Los esquemas 
grandes de la figura muestra el lugar 
catalítico en el interior de la enzima; los 
esquemas recuadrados muestran tas mismas 
subunidades vistas desde la superficie 
externa de la enzima. (Adaptado de ER. 
Kantrowitz y WE Lipscomáa, Trends Biochemn. 
Sci 15:53-59, 1990. Con la autorización de 
Elsevier.) 
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Las células eucariotas contienen una gran gama de proteínas 
quinasa y proteinas fosfatasa 


La fosforilación de proteínas supone la transferencia, catalizada envimásicamente, del gnu- 
po fosfato terminal de un ATP al grupo hidroxilo de ta cadena lateral de una serna, una 
teonina o una tirosina de la proteína (Figura 3-64). Esta reacción está cetalizada por una 
protefoa quinasa; la reacción es esencialirente unidireccional debido a la gran cantidad de 
energía libre liberada cuando el enlace fosfato-fosfato del ATP es roto dando lugar a ADP 
(como se describió en el Capítudo 2). Úna proteína fosfatasa cataliza la reacción inversa de 
eliminación del fosfato o desfosforilación. Las células contienen cientos de proteínas quína- 
sa diferentes, cada una de las cuales es responsable de la fosforilación de diferentes protef- 
nas o grupos de proteíaas. También existen muchos tipos de proteinas fosfatasa, algunas de 
las cuales son altamente específicas y solamente eliminan los grupos fosfato de uno o unos 
cuantos tipos de proteínas, rmíertras que otras acuían sobre ln axaplio espectro de proteínas 
y van dirigidas por subunidades reguladoras a sustratos específicos. El estado de fosiorila- 
ción de una proteína en un momento dado y, por tanto, su actividad correspondiente, de- 
penderá de las actividades relativas de las proteínas quinasa y de las proteínas fosfatasa que 
actíen sobre ela. 

Las proteínas quinasa que fosforilan proteínas en las células eucariotas pertenecen a 
una gran familia de enzimas. las cuales contienen un dominio catalítico quinasa de unos 
290 axrvinoácidos. Los diversos miembros de la feonilía condenen diferentes secuencias de 
aminoácidos en cada lado del dominio quinasa (p. ej., véase Figura 3-10) y a menudo dentro 
del dominio tienen cortas secuencias de aminoácidos formando asas (véanse las puntas de 
flecha rojas enla Figura 3-65). Aguras de estas secuencias adicionales de aminoácidos per- 
míten que cada quinasa reconozca especificamente el conjunto de protefnas que fosforila o 
que se unan a estructuras que las localizan en lugares concretos de la célula. Otras partes de 
laproteína regulan la actividad de cada quinasa, de manera que puede ser activada o inhibi- 
da en respuesta a diferentes señales especificas, corno deseribitnos más adelante. 

Comiperando el número de diferencias enla secuencia de arminoécidos entre los ralern- 
bros de ua fama protejca podernos construirun “árbol evolutivo”, que al parecer refleja el 
patrón. de duplicación génica y de divergencia que ha dado lugar a la familia. En le Figu- 
ra 3-66 se presenta un árbol evolutivo de las proteínas quinasa. Las quinasas que tienen fun- 
ciones relacionadas se localizan en camas veciaas del árbol: por ejemplo, todas las proteínas 
quinasa que participan en procesos de señalización celular fosforilando cadenas laterales 
de tirosina se hallan agrupadas en la esquina superior izquierda del árbol. Les otras quinasas 
mostradas fosforilan cadenas laterales de serina o de treonina, y muchas de ellas están agru- 
padas, al parecer, según su función en la señalización transmerabrana, en la amplificación 
de señales intracelulares, en el control del ciclo cebular, ete. 

A.causa de la combinación de las actividades de las proteínas quínasa y las proteínas fos- 
fatasa, los grupos fosfato de las proteínas se están renovando continuamente, es decir, son 
añadidos y luego eliminados. Los ciclos de fostorilación de este tipo pueden parecer un de- 

rroche, sia embargo permiten que las proteínas cambien rápidamente de un estado a otro: 
cuanto más rápidamente actúe este ciclo, más deprisa podrá cambiar el estado de fosforila- 
"ción de una población de proteínas en respuesta a un cambio brusco de la velocidad de fos- 
forilación (véase Figura 15-11). La energía necesaria para mantener este ciclo de fosforilación 
se obtiene de la energía libre de hidrólisis del ATP del que se consume una molécula en cada 
* vuelta del ciclo, 


Figura 3-65 Estructura tridimensional de tna proteina quinasa, Superpuestas al 
esquema de la estructura, las puntas de llecha rojas indican lugares en los que se 
han encontrado insertos de entre 3 y 100 aminoácidos en otros miembros de la 
farnilia dle las proteínas quinasa, Estos insertos están localizados en asas sobre 

la superfície de fa enzima, donde otros ligandos interactáan con la proteína, 

Así, los insertos diferencian las distintas quinasas confirióndoles la capacidad 

de interaccionar con atras proteínas. El ATP (dador de un grupo fosfato en la 
reacción y el péptido que será fosforilado se unen en el lugar activo de la enzima, 
que abarca desde el as3 que une el grupo fosfato famenilio) hasta el asa catalítica 
Inaranjo) Méase tarnbién la Figura 3-10. (Adaptado de DAL Knighton er al, Science 
225:607-414, 1991, Con la autorización de AAAS) 
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Figura 3-64 Fosforilación proteica. Én una 
célula eucariota típica, muchos miles de 
proteínas semodifican mediante la adición 
covalente de un grupo fosfato. (4) La reacción 
general, mostrada aquí, vansñere un grupo 
fosfato del ATP a la cadena fateral de un 
arcinoácido en ta proteína diana mediante 
una proteína quinasa. La Eberación del grupo 
fosfaro se cataliza por una segunda enzima, 
una proteína fosfatasa. En este ejernplo, el. 
fosfato se añade a la cadena lateral de una 
setina; en cambio en otros casos, el fosfato se 
añade a un grupo OH de una treonina o Una 
firosina de la proteína. (8) La fosforilación 

de una proteína por una proteína quinasa 
puede tanto incrementar como disministr la 
actividad de la proteína, según el lugar de h 
fosforilación y la estructura de la proteína. 
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La regulación de las proteínas quinasa Cdk y Src muestran 
de qué forma una proteína puede actuar como un microchip 


Los centenares de proteínas quinasa diferentes que tiene una célula eucariota están organi- 
zadas en cornplejas redes de vías señalizadoras que ayudan a coordinar las actividades celu» 
laces, dirigen el ciclo celuar y transmiten señales extracelulares al interior de la célula, 
Muchas de las señales extracelulares involucradas deben ser integradas y amplificadas por la 
célula. Cada proteína quinasa (y otras proteínas señalizadoras) actúan como elementos de 
procesamiento de entrada y salida de información o “microchips” en los profesos de inte- 
gración. Una parte importante de las entradas de información de estas proteínas de proce- 
sado de señal procede del control que ejercen los fosfatos añadidos y eliminados por las 
proteínas quinasa y las proteínas fosfatasa respectivamente. 

En general unos conjuntos especificos de grupos fosfato activan las proteínas mientras 
que otros las inactivan, Una proteína quinasa dependiente de ciclina (Cdk: cyelin-depen- 
dent protein kinase) proporciona un buen ejemplo. Las quinasas de esta clase fosforilan en 
serinas y treonines, y son los componentes centrales del sistema de división. celular de las cé- 
lulas eucariotas, como se describe en detalle en el Capítulo 17. En las células de los verte- 
brados, una proteína Cdk se activa e inhibe sucesivamente mientras la célula atraviesa las 
diferentes fases de su ciclo de división, Cuando una quinesa en particular está activada, afec- 
ta a varios aspectos del comportamiento celular a través de sus efectos sobre las proteínas 
que fosforila. " 

Una proteína Cdk sólo es activa como proteína serina/teonina quinasa cuando está 
unida a otra proteína llamada ciclina, Sin embargo, como se ilustra en la Pigura 3-67, la 
unión de la cichina sólo es una de las tres “entradas de información” necesarias para activar 
la Cdk. Además de la unión de la ciclina, se debe añadir un fosfato a una cadena lateral de 
una determinada treonina y se debe eliminar otro grupo fosfato de la proteína (que se halla 
unido covalentemente a una cadena lateral de una determinada tirosina). Así, la Cdk integra 
un conjunto especifico de componentes celulares una ciclina, una proteína quinasa y una 
proteína fosfatasa— y actría como un procesador de entrada y salida de información que se 
activa Unicamente en el caso de que cada uno de estos componentes adquiera su estado de 
actividad adecuado. Algunas ciclinas aumentan y disminuyen de concentración en deter- 
minadas etapas del ciclo celular, incrementando de forma gradual de cantidad hasta que re- 
pentinamente emplezan a ser destruidas en un punto determinado del ciclo. La repentina 
destrucción de una ciclina (por proteolisis dirigida) inhibirá de inmediato una enzima Cdk 
determinada, lo cual constituye en conjunto un importante sistema específico de controlar 
el ciclo cehilar j 

La familia de proteínas quinasa Sic (véase Figura 3-10) presenta Un comportamiento 


2 


similar de microchip. La proteína Sre (se pronuncia “sere” y es denominada así por el úpo de 


protelaa quinasa € 
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Figura 2-66 Árbol evolutivo de algunas 
proteínas quinasa. Á pesar de que las células 
eucariotas superiores contlenen centenares 
de tales enzimas, y el genoma humano 
codifica más de 500, sólo se muestran 
algunas de las que aparecen er este libro, 
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este fostato? j ¡este fosiato?j jla tina? 
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SALIDA 


Figura 3-67 De qué manera actúa una Cdk 
como elemento integrador. <FAGA> En el 
Capítulo 1H? se describe la función de estos 
reguladores centrales sobre el cido celular 
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cor, 40 sarcoma, producido por su desregulación; fue la primera Hrosives quinasa descu- 
bierta Ahora se sabe que pertenece a una subfamilia de nueve proteínas quinasa muy simal- 
lares que sólo se encuentran en animales pluricelulares. Como se indicó en el árbol evolutivo 
enla Figura 3-66, las comparaciones de secuencias sugieren que las tirosinas quinasa, como 
guxpo, fueron una innovación relativamente tardía que se ramificó de las serinas/treoninas 
quinasa, siendo la subfarsilia Sec un subgrupo de las trosinas quinasa generadas de este 
modo. 

La proteína Sec y las relacionadas con ella contienen una corta región Naenminal que 36 
une covalentemente a un ácido graso muy hidrofóbico; este hecho ancla la quinasa a la ca- 
ra citoplasmática de la membrana plasmática. Luego vienen dos módulos de unión a pépti- 
do, un dominio 3 homólogo a Sec (SH3: Src homology 3) y ua dominio SH2, seguido de los 
dominios catalíticos quinasa (Pigura 2-68). Normalmente estas quinasas están en confot- 
mación inactiva, en la cual una tirosina fosforilada cercana al C-terminal está unida al do- 
minio SH2, y el dominio SH3 está unido e un péptido interno de modo que distorsiona el 
centro activo de la enzima y ayuda a mantenerlo inactivo, 

Activar la quinasa implica como minimo dos procesos específicos: la eliminación del 
fosfato del C-terminal y la unión del dominio SK3 a una proteína activadora específica 
Figura 3-99), Como ocurre al activar la proteína Cdk, la activación de la quinasa Sre indica 
que se ha completado un conjunto particular de sucesos independientes dados con ante- 
rioridad (Figura 3-70). Así, las familias de proteínas $rc y Cdk integran señales especificas, 
colaborando a generar la compleja telaraña de operaciones de procesamiento de informa- 
ción que permiten a la célula procesar las respuestas lógicas en un complicado conjunto de 
condiciones. > 


Las proteínas que unen e hidrolizan GTP son reguladores 
celulares ubicuos 


Hemos descñíto de qué forma la célula utiliza ta adición o la eliminación de grupos fosfato de 
una proteína para controlar su actividad. En ios ejemplos expuestos, el fosfato es transferido 
desde una molécula de ATP a una cadena lateral de un aminoácido de la proteína a través de 
una reacción catalizada por una proteína quinasa especifica. Las células eucariotas también 
utilizan otra vía para controlar la actividad de las proteínas mediante la adición o elimina- 
ción de fosfatos. En este caso, el fosfato no se añade de forma directa a la proteína sino que 
parte del nucleótido de guanina GTB el cual se une fuertemente a la proteína. Generalmen- 
te, cuando la proteína está unida a GTP es activa. La pérdida del grupo fosfato ocurre cuan- 
do el GTP unido es hidrolizado a CDB a través de una reacción catelizada por la propia 
proteína; cuando la proteína está unida a GDB es inactiva. De este medo, las proteínas que 


dominio quinasa 


Figura 3-6 Estructura de dominios de 
las proteínas quinasa de la familia Sec, 
situadas a lo largo de la secuendia de 
aminoácidos. Para detalles de la estructura 
tidimensional de Sec, véase la Figura 3-10. 


bag dp 


Figura 3-69 Activación de una proteína 
quinasa tipo Ste mediante dos sucesos 
secuendales. (Adaptado de 5.€. Harrison 
er al, Cell 112:737-140, 2003. Con a 
autorización de Elsevier) 
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unen GTP actáan como interruptores “si/no” cuya actividad depende de la presencia a au- 
sencia de un grupo losfaro adicional en la molécula de GDP que denen unida (Figura 3-71). 

Las proteínas que unen GTP Gambién denominadas GTPasas debido a que también 
catalizan la hidrólisis de GTP) constituyen una gran familia de proteínas. Todas ellas contie- 
nen variaciones de un roísmo dominio globular de unión a GTP Cuando el GTP unido es bi- 
drolizado a GDB este dominio sufre un cambio de conformación que inactiva la proteína. En 
la Figura 3-72 se ilustra la esuuctura tridimensional de una proteína prototipo de esta fami- 
ha, la proteína monomérica GFPasa denominada Ras. 

La proteína Ras desermpeña un papel crucial en la señalización celular (como se explica 
en el Capítulo 15). Unida a GTP es activa y estimula una cascada de fosforilación de protel- 
nas en la célula. Sin embargo, generalmente está en su forma inactiva, unida a GDR Se acti- 
va cuando cambia la molécula de GDP que tiene unida por una de GTB en respuesta a 


señales extracelulares como factores de crecimiento, que se hen a receptores de la mern- 


brana plasmática (véase Figura 15-58). 


Otras proteínas reguladoras controlan la actividad de las proteínas 
que unen GTP y determinan cuándo unen GDP y cuándo GTP. 


Las proteínas que unen GTP están controladas por proteínas reguladoras que determinan 
cuándo se une GOP y cuándo GTB del mismo modo que las proteínas fosftoriladas se activan 
€ inactivan por proteínas quinasa y proteínas fosfatasa. Asi, Ras se inactiva por una proteína 
acrivadora de GTPasa (GAP: GTPase-activating protein), la cual se une a la proteína Ras in- 
duciéniola a hidrotizar la molécida de GTP que lleva unida, formando GDP —que queda uni- 
do fuerternente a ella- y fosfato inorgánico (Py, que es rápidamente liberada. La proteína 
Ras queda en su conformación inactiva, unida a GDB hasta que interactúa con un factor 
intercambiador de mucleóridos de guanina (GEF: guanine nucleotide exchange factor), la cual 
se une al complejo GDP-Ras haciendo que Ras libere su GDP. El lugar, ahora vacío, de unión 
a nucleótidos, es ocupado inmediatamente por una molécula de GTP (el GTP está presente 


en la célula a concentraciones mucho mayores que las de GDPJ), por lo que GEF activa Ras - 


mediante la adición indirecta del fosfato eliminado por la hidrólisis del GFB En cierto senti- 
do, los papeles de GAP y de GEF sou análogos a los de la proteína fosfatasa y de la proteíia 
quinasa, respectivamente (Figura 3-73). 


Pequeñas moléculas pueden generar grandes movimientos 


La proteína Ras es uno de los miembros de la superfamilia de GTPasas monoméricas, cada 
una de fas cuales están formadas por un dominio de unión a GTP de unos 200 aminoácidos. 
En el transcurso de la evolución, este dominio también se ha unido a proteínas mayores con 
dominios adicionales, generando una gran familia de proteínas que wen GTE Los miem- 
bros de la familia incluyen las proteínas G triméricas asociadas a receptores involucrados en 
la señalización celular (descritas en el Capítulo 15), proteínas reguladoras del tráfico de vesí- 
culas entre compartimientos intracelulares (analizadas en el Capítulo 13) y proteínas que se 
unen al RNA de transferencia y que son necesarías para que se produzca la síntesis proteica 
en los ribosomas (tratado en el Capítulo 6). En cada caso, una importante actividad biológi- 
ca está controlada por un cambio en la conformación de la proteína, cad por la hi- 
drólisis de GTP en un dominio sernejante a Ras. 

La proteína EF-Tu constituye un buen ejemplo sobre cómo actúan los componentes de 
esta familia de proteínas. EF-Tu es una molécula muy abundante que actúa como un factor 
de elongación (EF: elongation factor) en la síntesis proteica, cargando en el ribosomacada 
molécula de arninoacil-IRNA. La molécula de RNA forma un fuerte complejo con EF-Tu 
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Figura 3-70 De qué forma una protelaa 
quinasa tipo Src actíía como mecanismo 
integrador. La rotura de la interacción del 
dominio 5H3 (verde) implica la sustitución 
de la unión ala región indicada en rojo 
por la interacción fuerte con un ligando 
activado, como se ilustra en la Figura 3-69, 


Figura 3-71 Las protelnas que nen 

GTP coma interruptores moleculares. 

La actividad de una proteina que une GTP 
(también kamada GTPasa) por lo general 
requiere la presencia de una molécula de GTP 
fuertemente unida interruptor encendido). 
La hidrólisis de esta molécula de GTP 
produce GDP y fosfato inorgánico (Pa, y 
provoca que la proteína se transforme en 

una conformación diferente, generalmente 
inactiva (intermaptor apagado), Como se 
muestra aquí, reactivar el intermiptor requiere 
la disociación del GDP fuertemente unido, un 
paso lento que es acelerado en gran medida 
por señales especificas; cuanda el GDP se 

ha discciado, rápidamente se vuelve a unir 
una molécula de GTP, 
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lugar de hidrálisis 
dei GT? 


unido a GTP (Figura 3-74). En este complejo, el aminoácido unido al tRNA está colocado de 
forma incorrecta para la síntesis de proteínas. El RNA únicamente puede transferir su ará- 
noácido después de que el GFP unido a EP-Tu sea hidrolizado sobre el ribosoma. Dado que 
la hidrólisis de GTP está desencadenada por el ajuste adecuado del (RNA a la molécula 
de mANA en el ribosoma, EF-Tu actúa como un factor que discrimina entre pares mENA- 
ERNA, correctos e incorrectos (véase la Figura 6-67 para un mejor análisis de esta función 
de EP-Tu). 

Comparando la estructura tridimensional de EF-Tu, respecto a su forma unida a GTP y 
su forma unida a GDE podemos saber cómo cambia de posición el IRNA. La disociación del 
fosfato inorgánico (P). procedente de la reacción GTP —>GDP + Pj, genesa una ligerísima de- 
formación de unas décimas de nanómero del jugar de unión a GTB tal coma ocurre en la 
proteína Ras. Este gero movimiento, equivalente a pocas veces el diámetro de un átomo de 
hidrógeno, genera un carabio de conformación que se propaga a lo largo de una pieza enacial 
de hélice a, lamada hélice interruptor, ea el doraino semejante a Ras de la proteína. Al pare- 
cer la hélice intenuptor actúa corno wn pestillo que se une específicamente a ua zona de 
otro dominio de la molécula, manteniendo la proteína en una conformación “cerrada”. El 
carmibio de conformación desencadenado por la hidrólisis de GTP hace que la hélice inte- 
rruptor se desenganche, dejando que los dominios de la proteína, ahora separados, se des- 
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Figura 3-72 Estructura de la proteína Bas 
en su forma unida a GTP, <GAAC> Esta 
GiPasa monomérica Hustra la estructura 
de un dominio de unión a GTP, que se halla 
presente en una gran fermilla de proteínas. . 
que unen GTP Las regiones mostradas en 
rojo carabian su conformación cuandola — 
molécula de GTP es hidrofizada a GDP y 
fosfato inorgánico por la proteína; el GDP 
queda unido a la proteína mientras que el 
fosfato inorgánico es iberado, Más adelante 
se explica el papel especial que lena la 
“héfice interruptor en las protelnas 
relacionadas con Ras (véase la Figura 3-75) 


Figura 3-73 Comparación entre los dos 
principales mecanismos de señalización de 
las células eucariotas. En ambos casos una 
proteína de señal es activada mediante la 
adición de un grupo fosfato e inactivada 
mediante la eliminación de este fosfato, 

Para destacar las similitudes entre ambos 
procesos, el ATP y el GTP se han dibujado 
como APPP y GPPR y ADP y GDP coma APP y 


GP? respectivamente. Como se muestra en 


la Figura 3-64, la adición de tn fosfato a 
una proteíra también puede Inbibirla. 
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Figura 3-74 Une melécula de aminoacil tRNA unida a EF-Tua Los tres dominios 
de ta proteína ER-Tu están coloreados de forma diferente, para que coincidan 
ton los colores de la Figura 3-75. Esta es una proteína bacteriana: sin embargo 
'entos eucariotas existe una proteina muy parecida, que se denomina ER-1, 

(2. Hissen et al, Scence 27001464-1477, 1995, Con la autorización de AAAS.) 


placen una distancia de unos cuatro nanómetos. Así se íbera le molécula de ¡RNA que esta- 
batunida y el auinoácido que lleva tmido puede ser utilizado Figura 3-75). 

Mótese en este ejemplo de qué forma las células aprovechan cambios químicos sencillos 
que ocurren sobre la superticie de pequeños dorainios proteicos para realizar un movimien- 
to 50 veces mayor Los cambios de forma drásticos de este po también causan los grandes 
movimientos que producen las proteínas motoras, coro explicaremos a continuación. 


Las proteínas motoras producen grandes movimientos 
en las células 


Hemos visto que los cambios conformacionales de las proteínas desempeñan un papel cen- 
txal en la regulación enzimática y en la señalización celular. A continuación, hablaremos de 
las proteínas cuya función principal consiste en mover otras moléculas. Estas proteínas ma- 
toras generan las fuerzas responsables de la contracción muscular y de los movimientos de 
las células. Las proteínas motoras también producen movimientos intracelulares de menor 
escala: colaboran en el desplazamiento de los cromosomas hacia los extremos opuestos de 
la céluda durante la mitosis (Capítulo 17), desplazan los orgánulos a través de pistas molecut- 
lares deraro de la célula (Capítulo 16) y desplazan a las enzimas a lo largo de la hebra de DNA 
durante la síntesis de una nueva molécula de DNA (Capítulo 5). Todos estos procesos fan- 


damentales dependen de proteínas con partes móviles, que actúan como máquinas geneta- 
doras de fuerza. 
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Flgura 3-75 El gran cambio confonmacional de EF-Tu está producido por la hidrólisis de GTP. <GTAA> (A) Estructura tridimensional de EF-Tu cuando une 
GTP. El dominio superior tiene Lina estructura similar a la proteína Ras y la hélice a. en rojo es la hélice interruptor; que se desplaza cuando el GTP se ha 
hidrolizado. (8) El carnbio de conformación de la hélice interruptor en el dominio 1 hace que los domínios 2 y 3 giren, como una sola unidad, unos 909 hada 
el observador, Iberando ebtANA que se mostraba unido a esta estructura en la Aigura 3-74, (A, adaptado de Berchtold et al, Nature 365:126-132, 1993, Con la- 


. autonzación de Macmillan Publishers Ltd. B, por cortesía de Mathías Sprinzl y Rolf Hiigenfeld) 


182 Capítulo 3: Proteínas 


¿Córmo funcionan estas “máquinas”? En otras palabras, ¿cómo pueden utilizar las célu- 
las los cambios de forma de las proteínas para generar movimientos dirigidos? Por ejemplo, 
sise necesita que una proteína se desplace a lo largo de una hebra estrecha como una molé- 
a E cula de DNA, este desplazarmiento se puede levar 2 caba rediante una serie de cambios 
conformacionales, como se ustra en la Figura 3-76. Sin embargo, si no existe ningún ele- i 
mento que permita que estos cambios sucedan en una secuencia ordenada, serán perfecta- SEARS 


AAN A A AO OVA ON A Bs 


E TOA Si 4 
í mente reversibles y la proteína únicamente se desplazará al azar hacia adelante y hacia atrás ib] 


alo largo de la hebra. Observemos esta situación desde otra perspectiva. El desplazamiento 
0 direccional de una proteína supone un trabajo neto, por lo que las leyes de la termodinámi- 
E ca (véase el Capítulo 2) exigen que este desplazamiento use la energía libre de alguna otra 
fuente (en caso contrario, la proteína podría utilizarse para fabricar una máquina de movi- 
míento continuo). Así pues, sín va entrada de energía, la molécula de proteína sólo puede 
vagar sin destino alguno. 
¿Cómo puede la célula realizas cambios cenformacionales unidireccionales de este ti- 
de po? Para forzar que el ciclo entero funcione en una sola dirección, es suficiente con que uno 
e de los cambios de forma sea irreversible. La mayoria de las proteínas que son capaces de 
q , avanzar largas distancias en una dirección, lo consiguen coplenda tino áe los cambios con- 
E formacionales a la hidrólisis de una molécula de ATP unida a la proteína. El mecanismo es 
senejante al que acabamos de comentar para la inducción de cambios alostéricos median- 
te la hidrólisis de GTP A causa de la elevada cantidad de energía libre que se libera cuando se 
hidroliza el ATP (a ei GTP), es muy poco probable que le proteina unida al nucleótido sufra 
un cambio de forma en sentido contrario -corao el que se necesitaría para desplazarse hacía 
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Figura 3-76 Una prateína alostérica 
“que anda”. A pesar de que sus tres 


A awrás- ya que haría falta que también se revirtiera la hidrólisis del ATP mediante la adición de <onformadones diferentes le permiten 

E una molécula de fosfato al ADP, formando ATR e . desplazarse al azar adelante y atrás mientras 
. En el modelo esquemático que se muestra en la Figura 3-77, la unión del ATP provoca la se mantiene unida a un filamento, la proteína 
A transición de la proteína motora desde la conformación 1 hasta la conformación 2, En este ño puede desplazarse uniformemente en 

ua moruento, el ATP es hidrolizado a ADP y fosfato inorgánico (PJ, generando ue cambio desde tna sola dirección. 


la conformación 2 a la conformación 3. Finalmente, la liberación del ADP y del P, devuelve la 
proteína a la conformación 1. La transición 23 se realiza mediante la energía proporeio- 
nada por la hidrólisis del APB por lo que, a efectos prácticos, esta serie de cambios confor- 
macionales es irreversible, Asi, el ciclo completo sólo puede tener lugar en una dirección, 
es haciendo que, en este ejemplo, la molécula proteica avance continuamente hacia la derecha. 
A Muchas proteínas motaras generan movimientos direccionales siguiendo este modelo 
ed general, incluyendo la proteina motora muscular miosina, que “anda” a lo largo de los fila- 
iS mentos de actina generando la contracción muscular, y la proteína quinesina que anda” a lo 
E : largo de los microrúbulos (Capítulo 16). Estos movimientos pueden ser rápidos; algunas pro- 
Ñ teínas rotores que participan en la replicación del DNA (las DINA helicasas) 5e propulsan a sí 
músmas a lo largo de la hebra del DINA a velocidades de hasta 1000 nucleótidos por seguido. 


Los transportadores unidos a membrana utilizan energía 
para bombear moléculas a través de las membranas 


de ; «Hemos expuesto cómo las proteínas alostéricas pueden actuar como microchips (Cdk y Sre 
quinasas), factores ensarmbladores (EF-Tu) y generadores de fuerza y movimiento mecáni- 
daa cos (proteínas motoras). Las proteínas alostéxicas tarmbién pueden utilizar energía derivada 
de la hidróbisis del ATB de gradientes iónicos o de procesos de trausporte de elecrrones para 
0% bombear jones o pequeñas moléculas a wravés de la membrana. A continuación se conside- 
Mei, za un ejernplo y en el Capítulo 11 serán descritos Otros casos. 
eN Los transportadores 4BC constituyen una clase importante de bombas rotuicas unidas 
a membrana. En humanos existen al menos 48 genes que codifican este tipo de proteínas. 
Estos transportadores actúan generalmente exportando moléculas hidrofóbicas desde el ci- 
toplasma y eliminando moléculas tóxicas por ejemplo de la superficie de la mucosa del trac- 
to intestinal o de la barrera hernatoencefálica. El estudio de los transportadores ABC tiene un 


figura 3-77 Una proteína alostérica “motor”. La transición entre tres 
conformaciones diferentes incluye un paso impulsado por la hidrólisis 
de una molécula de ATP unida a ella, esto hace que el cido completo 

sea esencialmente irreversible Al repetirse el ciclo, la proteína se . 
desplaza hacia la derecha a lo largo del Blamento. dirección del desplazamiento 
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elevado interés en medicina clínica, ya que la sobreproducción de proteínas de esta clase 
contribuye a la resistencia de las céhulas tumorales a los fármacos utilizados para la químio- 
terapia, En las bacterias, este mistao tipo de proteínas actúan púmaenñanmente importando 
nutrientes esenciales al interior de la célula. 

Los transportadores ABC son tetrámeros. Un par de las subunidades atraviesan la mem- 
brana y están unidas a un par de subunidades que unen ATP localizadas justo debajo de la 
mernnbrana plasmática (Figura 38-784). Como hemos analizado en otros ejemplos, la hidrá- 
lisis de las moléculas de ATP que están unidas d la proteína dirige los carabios conformaácio- 
nales de esta proteína y transmite fuerzas que hacen que las subunidades que atraviesan 
la membrana desplacen las moléculas que tienen unidas a través de la bicapa lipídica 
CPigura 3-78B). no 

Los humanos hernos inventado muchos tipos diferentes de bombas mecánicas, por la 


que no debería sorprendernos que las células también contengan bombas unidas a mem- 


brana que funcionan de otros modos. Entre las más notables se encuentran las borabas rata- 
torías que acoplan la hidrólisis de ATP al transporte de jones H* (protones). Estas boribas se 
parecen a turbinas en miniatura y se utilizan para acidificar el interior de los lisosomas y de 
otros orgármulos de los eucariotas. Al igual que otras bonibas iónicas que generan gradientes 
iónicos, pueden funcionar a la inversa, catalizando la reacción ADP 4 P; > ATP si, a través de 
la mernbrana, existe un gradiente suficientemente grande del lon que transportan. 

Una de estes bombas, la ATP sintasa, utiliza el gradiente de concentración de protones 
producido por los procesos de transporte de electrones, para producir la mayoría del ATP 
que utilizan los seres vivos. Esta bomba de localización ubicue desempeña un papel central 
enla conversión energética: Describiremos su mecanismo y su estructura tridimensional en 
el Capítulo 14. * 
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Figura 3-78 El transportador ABÉ casete de 
tinión a AXP (ATO-binding casete), ata 
maquinada proteica que bombea grandes 
moléculas hidrofóbicas a través de la 
membrana. (A) La proteína bacteriana BLuCo, 
importa itaraina By, abinterior de E coli 
utilizando la energía de la hidrólisis de ATP. La 
unión de dos moléculas de ATP une las dos 
subunidades que unen ATA La estructura 

se muestra mientras une ADP y se puede 
abservar que el canal está abblerto hacía el 
espacío extracelular pero la puerta hacía 

et citosol se mantiene cerrada. (8) liustración 
esquemática del bombeo de sustratos por 
los transportadores ABC En las bacterias, 

la unión de una molécula de sustrato a la 
cara extracelular del complejo proteica 
desencadena la hidrólisis de AYP seguida de 
la liberación del ADP lo cual alore la puerta 
cdtoplasmática; entonces, la bomba inicia 

un nuevo ciclo, En los eucariotas ocurre un 
proceso apuesto a éste, que hace que fas 
moléculas de sustrato sean bombeadas al 
exterior de la célula, (8, adaptado de KA. 
Locher, Curr. Opín. Struct. Biol, 14426-441, 
2004, Con la autorización de Elsevier) 
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A menudo las proteínas pueden formar grandes complejos 
que funcionan como máquinas proteicas <ACTT> <ATCG> 


Las grandes proteínas formadas por muchos dominios son capaces de realizar hinciones 
más elaboradas que las proteínas pegueñas, que úenen un solo dominio, Sin embargo, las 
tareas más impresionantes las realizan grandes ensarnblajes de proteínas formados por mu- 
chas moléculas proteicas. Actualrmente es posible reconstruir en sisteraes bres de células en 
el laboratorio, ciertos procesos biológicos, por lo que ha resultado evidente que cada proce- 
sy central de la célula como la replicación del DINA, la síntesis de proteínas, la formación de 
vesícules o la señalización trensraermbrana- está ceralizado porn conjunto de 10 o más 
proteínas unidas entre sí y aharnente coordinadas. En la mayoría de estas máquinas protel- 
cas, una reacción energéticamente favorable como la hidrólisis de nucleótidos trifosfato 
(ATP o GTP) unidos a la proteína conduce a una serie de cambios conformacionales en una 
o varias de las sabunidades proteicas, lo cual capacita a todo el conjunto de proteínas a Mo- 
verse de forras coordinada, De esta manera, las enzimas se pueden desplazar directamente 
a los lugares donde son neceserías, a medida que la máquina cataliza reacciones sucesivas 
de una serje ordenada. Esto es lo que ccurre, por ejemplo, en la síntesis de proteínas sobre 
un ribosoma (Capítulo 6) -o en la replicación del DINA, en la que un enorme complejo mué- 
tiproteico se desplaza rápidamente a lo lergo del DNA [Capítulo 5). 

Alo largo de la evolución, las células han desarrollado máquinas proteicas por la misma 
razón por la que los humanos han inventado máquinas mecánicas y eléctricas. Para vealizar 
casi cualquier tipo de tarea, las manipulaciones que están espacial y temporalmente 
coordinadas mediante procesos ligados son mucho más eficientes que la utilización de he- 
reamierzas individuales. 


Las máquinas proteicas con partes intercambiables 
utilizan de forma eficiente la información genética 


Para profundizar en la naturaleza de las máquinas proteicas, considerarenios una relativa- 
mente sencilla; la ubiguitina Bigasa SCFR. Este complejo proteico une diferentes "proteluas 
diana” en diferentes raementos del cicto celular y añade covalentemente cadenas polipeptí- 
dicas de multiubiguitina a estas proteínas, Su estructura en forma de € está formada por 
cinco subunidades proteicas, la mayor de las cuales es uma molécula que actúa corso una 
proteína de armazón sobre la que se construye el resto de la estructura, La estruetura con- 
tiene wa mecanismo destacable (Figura 3-79). En uno de los extremos de la € se halla la en- 
zima que conjuga ubiquitina E2. En el otro extremo, se halla el brazo al que se une el 
sustrato, una subunidad conocida como proteína caja-E Estas dos subunidades están sepa- 
radas por una distancia de unos 5 nm. Cuando este complejo proteico es activada, la pro- 
teína caja-F sevane a un Jugar especifico sobre la proteína diana y coloca la proteína en el es- 
pacio de separación de forma que algunos de sus residuos de lisina entran en contacto con 
la enzima que conjuga ubiquitinas. Entonces, esta enzima puede catalizar la adición repeti- 
da de un polipéptido de ubiquitinas a estas fsinas (véase la Figura 3-790), produciendo así 
una cadena de pollubiquitina que maxca la proteína diana para ser rápidamente destruida 
por un proteosoma (véase página 393). 

De esta forma, determinadas proteínas son marcadas para su rápida destrucción en res- 
puesta a señales específicas, ayudando así 2 conducir el ciclo cehilas (se describe en el Capt 
tulo 17), A menudo el patrón temporal de la destrucción supone la creación de un patrón 
específico de fosforilación sobre la proteína diana, necesario para el reconocimiento por la 
subunidad caja-E Tazabién se necesita la activación de una ubiquitina ligasa SCF que trans- 
porte el brazo adecuado de unión al sustrato. Muchos de estos brazos Jas subunidades 
caja-E) son intercambiables en el complejo proteico (véase la Figura 3-79B) y en los humna- 
nos existen más de 70 genes que los codifican. 

Como hemos destacado anteriormente, cuando una proteína ha evolucionado con €xd- 
to, su información genética ende 2 duplicarse produciendo una fanilía de proteínas xela- 
cionadas. Así, por ejemplo, no sálo existen muchas proteínas caja-E do cual hace posible el 
reconocimiento de diferentes juegos de proteínas diana— sino que tanbién existe una farat- . 
lia de ermazones (denominadas cullinas) que geseran una farnilia de proteínas semejantes 
aubiquidnas Bigasa SCE 

La presión sobre un organismo para minimizar el número de genes (véase página 265) 
probablemente ayuda a explicar por qué la existencia de la maduración del RNA es tan ge- 
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neralizada en los eucariotas superjores, ya que permite que a partir de un solo gen se sinte- 
ticen muchas proteínas generalizadas (se trata en el Capítulo 6). Una máquina proteica co- 
mo la ubiquitína ligasa SCE con sus partes intercambiables, también utiliza de una manera 
económica la información genética de las células, puesto que se pueden desarrollar nuevas 


versiones de todo el complejo simplemente produciendo versiones alternativas de una de 
sus subunidades. 


A menudo la activación de máquinas proteicas supone 
su posicionamiento en lugares determinados 


Cuando los científicos han conocido más detalles acerca de la biología celular, han descu- 
bierto mayores grados de sofisticación en los procesos químicos celulares. Así, no sólo co- 
nocemos que las máquinas proteicas desempeñan funciones predominantes sino que 
recientemente se ha descrito que la mayoría de estas máquinas se forman en lugares deter- 
minados de la célula y sólo se activan dónde y cuándo son necesarias. Utilizando proteínas 
de fusión marcadas cor GFP fluorescente en células vivas (véase p. 593), los biólogos celula- 
res han sido capaces de seguir el reposicionamiento de proteínas individuales que tiene kr- 
ger en respuesta a señales específicas. A menudo, cuando determinadas moléculas señal 
extracelulares se unen a receptores de la merubrana plasmática, y reclutan un conjunto de 
otras proteínas hacia la superficie interior de la membrana plesmática, formen máguinas 
proteicas que conducen la señal, Como ejenaplo, en la Figura 3-804 se ilustra el rápido des- 
plezaniento de una enzima proteína quinasa € (PKC) hacia un complejo proteica en la 
mernabrana plasmática, donde se asocia con determinadas proteínas fostorilándolas. 
Existen més de 10 PKC diferentes en las células humanas, que se diferencian tanto en su 

modo de regulación como en su función. Cuando son activadas, estas enzimas se desplazan: 
desde el citoplasma hasta diferentes localizaciones intracelulares, formando complejos es- 

pecíficos con otras proteínas, lo que les permite Fosforilar otros sustratos proteicos (Figura 
3-30B). Las ubiquitinas ligasa SCF también pueden desplazarse a lugares específicos de fun- 
ción en momentos apropiados. Como comentaremos cuando se describa la señalización 

celular, en el Capítulo 15, frecuentemente los mecanismos suponen la fosforilación de pro- 

teínas, como proteínas de armazón que unen grupos de proteínas activadoras, as 
adaptadores y proteínas sustrato, en lugares determinados de la célula. 


Figura 3-79 Estructura y modo de acción de 
tuna ubiguitina ligasa SCEAA] Estructura de 
los <ínco complejos proteicos incluádos en 
una ubiguitina ligasa E. La proteína indicada 
coma proteína adaptadora 1 es Rbx1/Hrt1, la 
proteína adaptadora 2, es Skpi, y la cullina es 
la proteína Cu41, (8) Comparación del mismo 
complejo con dos brazos de unión al sustrato, 
las proteinas de caja-F Skp2 lorriba) y BarCp1 
tabalo), tespectivemente, (O) La unión 

y ubiquitinación de una proteína diana por 

la ubiguitina ligasa SCF. Si, corno 

se indica, Una cadena de moléculas de 
úbiquitina se añade a la misma lisina de la 
proteína diana, dicha proteína queda 
marcada para su destrucción rápida por el 
proteosoma (A y B, adaptado de G. Yu 

etal, Mol Cell 11:01445-1456, 2003. Con la 
¿utorización de Elsevier.) 


A 


126 Capítulo 3: Proteínas 


Usina 


3 PP 


(A) 
Mk ,tegión 
pa E desestructurada 
e 
> “Za rápidas 
3 AS FO colisiones 
A 
a Lot producto 
(0 dominio reaccionantes 


estructurado 


Este fenómeno general se conoce como proximidad inducida y explica la observación 
(de otra forma difícil de entender) de que a raenudo formas de enzimas ligeramente diferen- 
tes, con el mismo ligar catalítica, deserepeñan funciones rauy diferentes. Las céhilas Caro- 
bian ía localización de sus proteínas modificándolas covalentemente de formas Muy 
diferentes, como parte de un “código de regulación” que describiremos 4 continuación. Estas 
modificaciones generan sobre las proteínas lugares a través de los cuales se unen 2 proteínas 
de armazón específicas, de forma que se agrupan las proteínas necesarias para reacciones 
particulares en determinadas regiones de la célula. La mayoría de las reacciones biológicas 
están catalizadas por grupos de 5 q más proteínas, y a menudo para que la reacción tenga ha- 
gar es necesario ua agruparniento de proteínas de este tipo. Por lo tanto, los armazones per- 
miten a las céhudas compartimentar reacciones iácluso en ausencia de membranas. A pesar 


de quererdescobrinientodeaveestefenómeno es penerabtodavía.esreciente, estetipo-de... 


agrupamiento es particularmente obrio en el núcleo celular (véase Figura 4-69). 

Muchas protefnas de armazón son bastante diferentes a la cullina, ilustrada previa- 
mente en la Pigura 3-79: en lugar de unir a las proteínas en posiciones precisas unas respeo- 
to alas otras, las proteínas que interaccionan se hallan unidas a regiones no estuucturadas de 
la cadena polípeptídica. Este hecho mantiene las proteínas agrupadas haciendo que colisio- 
nen entre si frecuentemente en orientaciones al azar —algunas de las cuales conducen a re- 
acciones productivas (Figura 3-800). En esencia este Inecanismo acelera notablemente las 
reacciones y genera una concentración local muy elevada de las especies reaccionantes. Por 
esta razón, lo utilización de proteínas de armazón representa un camino especialmente ver- 
sátil de controlar los procesos químicos de la célula (véase también la Figura 15-61). 


Figura 3-40 Ensamblaje de tmáquinas 
proteicas en lugares determinados de la 
célla. (A) En respuesta auna señal (ey esta 
caso un éster de phorbob), la subespecie 
gamma de la protelna quíínasa C se desplaza 
con rapidez desde el <itosal hasta la 
imernorana plasmática. La proteína quinasa 
es fluorescente en estas células vivas porque 
un gen modificado artífidalmente dentro de 
la célula codifica una proteína de fusión que 
une la quinasa a una proteina verde: 
fluorescente GEP [green fluorescent protein), 
(8) Asociación especifica de una subespecie 
diferente de la proteína quinasa 
CPC) conta punta apical de un 
neuroblasto en diferenciación de un embrión 
temprano de Drosophila. La quinasa está 
teñida de rojo y el núcleo celular de verde. 
(O) Esquema que ilustra de qué forma úna 
siraple proximidad generada por proteínas 
de armazón puede incrementar en gran 
medida fa velocidad de las reacciones dí la 
célula. En este ejemplo, largas regiones 
desestructuradas de cadera pofipeptidica 
de una gran proteína de armazón conectan 
series de dorninios desestructurados qué 
unen un conjunto de proteínas 
reacdonantes, Las regiones desestructuradas 
actísn como comeas” flexibles que 
incrementan de forma notable la velocidad 
de las reacciones al generar rápidas colisiones 
al azar de todas las proteínas que están 
unidas a lá proteína de ermazán. (Para un 
ejemplo más sencillo, vésse la Figura 16-33.) 
(A, de N, Sakai et al, J, Cell Biol, 139:1465- 
1476, 1997, Con autorización de Tha 
Rockefeller University Press, B, cortesta de 
Andreas Wodarz, instituto de Genética, 
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La ubiquitina es un coledpiaa de 76 aminoácidos; existen al menos otras 10 proteínas relacionadas can la ubiquitina, coma SUMO, que macdifican proteínas 


mediante vías similares, 
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Muchas proteínas están controladas por modificaciones 
covalentes en muchos lugares 


Hasta ahora hemos descrito un tipo de modificación postraduccional de proteínas -en el que 
un fosfato $e une covalenteroente a una cadena lateral de un aminoácido ivéase la Figura 
3-64). Sin embargo, también pueden ocurrir muchos otras tipos de modificaciones, de las que 
se conocen más de 200 tipos distintos. 

Para poner de relieve esta variedad, enla Tabla 3-3 se presenta un subgrupo de modiBica- 
ciones de grupos que desempeñan funciones reguladoras conocidas. Como ocuxre en el caso 


de la adición del fosfato, estos grupos pueden ser añadidos y eliminados de las proteínas, de 


acuerdo con las necesidades específicas de la célula. 

Se sabe que una elevado número de proteínas son modificadas en más de una cadera la- 
teral de aminoácido, de forma que diferentes sucesos de regulación producen diferentes pa- 
trones de estos tipos de modificaciones. Un ejemplo extraordinario es la proteína p53, que 
desempeña un papel central en el control de la respuesta celular a circunstancias adversas 
[véase p. 1105). Mediante cuatro tipos de adiciones moleculares diferentes esta proteina 
puede ser modificada en 20 lugares diferentes (Figura 3-814). Debido a que son posibles un 
número enorme de combinaciones diferentes de estas 20 modificaciones, en principio el 
comportamiento de la proteína puede ser alterado de múltiples maneras. Además, el patrón 
de modificaciones de una proteína puede determinar su susceptibilidad a modificaciones 
posteriores, coro se ilustra en la Figura 2-818 para la bistona H3. 

Sólo recientemente los biólogos han empezado a reconocer que cada conjunto de rao- 
dificaciones covalentes de proteínas constituye un importante código de regulación combi- 
natorio, Cuando se añaden o eliminan de una proteíaa determinadas modificaciones, este 


código genera diferentes modificaciones del cormportarmienzo de la proteína <embiando la > 


actividad o la estabilidad de la proteína, su pareja de unión y su localización específica en el 
interior de la célula (Figura 3-91C0). Todo elo le permite a la célula responder rápidamente y 
cop tina gran versatilidad a cambios de condición o de entorno. 
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Figura 3-41 Modificaciones en muchos 
lugares de una proteína y sus efectos. 

5e puede considerar que una proteína que 
transporta una adición posuaduccional, en 
la cadena lateral de más de uno de sus 
aminoácidos, transporta un código 
combinatorio de regulación. (A) Patrón de las 
modificaciones covalentes conocidas de la 
proteína pS3; la ubiquitina y la SUMO'son 
pollpéptidas relacionados tvéase Tabla 3-3), 
(8) Posibles modificaciones de los primeros 
20 amingácidos del extrerno Nuterminal 
dela histona 3; se muestran no sólo sus 
localizaciones sino también sus efectos: 
activadores (01u1) e inhibidores (rojo) sobre 
la adición de modificaciones covalentes 
vecinas. Además de tos efectos mostrados, 
la acetiiación y la metifación de Una lisina 
son reacciones mutuamente excluyentes 
(vésse Figura 4-38), (€) Esquema en el que se 
muestra la manera general mediante la cual 
se añaden (o se eliminan) modificaciones 
en varios lugares de na proteína mediante 
redes de señales, y de qué forma se leen 

los códigos de regulación combinatorios 
resultantes alterando el comportarnienta 
celular, 
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Una compleja red de interacciones proteicas subyace 
tras la función celular 


Los biólogos celulares se enfrentan a muchos retos en esta era “postgenome"” en la que se Co- 
vocen las secuencias completas de diferentes genomas. Uno de los retos consiste en la nece- 
sidad de diseccionar y reconstruix cada una de las miles de máquinas proteicas que existen en 
un organismo como el nuestro. Para entender estos complejos proteicos, cada tuno de ellos 
tiene que ser reconstítuido a partir de sus partes proteicas purificadas, de forma que poda- 
mos estudiar su piodo detallado de actuar bajo condiciones controtadas en un tabo de ensa- 
yo, libre de otros componentes celulares, Sólo esto, ya constituye un trabajo gigantesco. Pera 
ahora sabernos que cada uno de estos subcormponentes de una célula tanablén interacciona 
con otros conjuntos de macromoléculas, generando tuna extensa red de interacciones pro- 
teína-proteína y proteína-ácido mucleico por toda la célula. Entonces, para entender de forma 
correcta el funcionamiento de la célala también es necesario analizar con detalle muchas de 
estas otras interacciones. , 

Cierta idea de la complejidad de las redes proteicas intracelulares puede extraerse de 
un ejeraplo particularmente bien estudiado descrito en el Capítulo 16: las varias docenas de 
proteínas que interaccionan con el citoesqueleto de actina en la levadura Saccharomyces ce- 
revísiae (uéase Pigura 16-18). También se puede estimar de uma forma general el número de 
estes interacciones proteína-proteína. En las bases de datos de proteínas de internet existe 
libremente accesible una enorme cantidad de información valiosa: decenas de miles de es- 
tructuras tridimensionales de proteínas y decenas de millones de secuencias proteicas derl- 
vadas de las secuencias de nucleótidos de los genes, Los científicos han desarrollado nuevos 
métodos para poder manejar esta gran fuente de información que nos debe permitir avan- 
zax en nuestro conocimiento de las células. Concretamente, conmbinando la bioinformática 


basada en ordenadores con las tecnologías de la robótica y delos microchips (véase p. 674) 


podemos investigar rales de proteínas en un solo conjunto de experimentos. La proteómi- 
caos un término que a menudo se utiliza para describir el tipo de investigación dirigida en el 


: análisis de las proteínas a gran escala, análogo al término genómica que describe el análisis 
A gran escala de secuencias de DNA y de genes. 
Los biólogos utilizan dos métodos diferentes de análisis a gran escala pare estudiar las 
“interacciones de unión directa entre muchas proteínas diferentes en una célula. El método 


inicial se basaba en la genética: a través de una ingeniosa técnica conocida como análisis de 
híbridos de levadura (véase Figura 8-24), 5e pudieron analizar cientos de miles de interac- 
ciones entre miles de proteínas en levaduras en un nematodo y en la mosca de la fruta Dro- 
sophila. Más recientemente un método bioquímico basado en el marcaje de afinidad 
taffinity tagging y espectrometría de masas ha ganado adeptos (se analiza en el Capítulo 8), 
ya que parece que produce menos falsos resultados. Los resultados de éstos y otros análisis 
que predicen interacciones de unión entre proteínas se han tabulado y organizado en las 
bases de daros de Internet, Esta información permite a los biólogos celulares que estudian 
un pequeño conjunto.de proteínas, descubrir otras proteínas de la músma célula que pueden 
unirse y, por tanto, interactuar con este conjunto de proteínas. Cuando lo representamos en 
forma de mapa de interacciones proteicas, cada proteína está representada por un rectángu- 


eo un punto en una red bidimensional, con líneas que conectan aquellas protefas que se 


ha descubierto que intéraccionan entre sí. 

Cuando se representan centenares o miles de proteínas en el mistno mapa, la red del 
diagrama se vuelve extraordinariamente compleja e ilustra la enorme cantidad de cosas que 
todavía tenernos que aprender antes de poder llegar a entender el funcionamiento de wna 
célula, Resultan mucho más útiles las subsecciones de estos mapas, centradas en elgunas 
proteínas de interés, Así, la Pigura 3-82 muestra una red de interacciones proteína-proteína 
para las cinco proteínas que forman la ubiquitina Egasa SCF de células de levadura (véase Fi- 
gura 3-79). Cuatro de las subunidades de la Hgasa están localizadas en la parte inferior dere- 
cha de la Figura 3-82. La otra subunidad, la caja-E que actúa coma brazo de unión al 
sustrato, aparece como un conjunto de 15 productos génicos diferentes que se unen a la pro- 
teína adaptadora 2 da protefra Skp1). Alo largo de las zonas superior e izquierda de la igu- 
ra se encuentran grupos de otras interacciones proteicas, sombreades en verde y en 
amarillo. Tal como se indica, estos conjuntos de proteínas actúan en el origen de replica- 
ción del DNA, en la regulación del ciclo cetuler, en la síntesis de metionina, en el cinetocoro 

y en el ensamblaje de la APTasa-H* vacuolar. Esta figura sirve de ejemplo para explicar de 
qué forma se utilizan los mapas de interacciones proteicas de este tipo y el significado que 
tienen. : 
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1. Los mapas de interacciones proteicas son útiles para identificar las funciones seme- 
jantes de proteínas no caracterizadas previamente. Ejemplos de ello son los productos 
de los genes que hasta ahora hemos inferido que existen a partir de la secuencia ge- 
nómica, como son las seis proteínas de la figura que no tienen abreviaturas sencillas 
de tres letras Uetras blancas que empiezan por Y). Una de ellas, el producto denormi- 
nado por ello pauta abierta de lectura YDRA9EC, está localizada en el origen de repli- 
cación del grupo, por lo que probablemente participa en el inicio de uma nueva 
horquilla de replicación. Las otras cinco proteínas de este esquema son proteínas ca- 
fa-F que se unen a Skpl; por tanto es probable que actúen corno una parte de la ubi- 
quítina ligasa, como un brazo de unión a sustratos que reconozcan diferentes 
proteínas diana. Sia embargo, como explicaremos a continuación, ninguna asigna- 
ción puede considerarse válida sin información adicional. 

2. Las redes de interacción proteica han de ser interpretadas con cautela, ya que como 
resultado de la eficiente utilización de la información genética por parte de la evohu- 
ción, una misraa proteína puede formar parte de dos complejos proteicos diferentes 
con funciones diferentes. Así, a pesar de que la proteína Á se una a la proteína B y la 
proteína B. se una a la proteína C, no es necesario que la proteína A y la proteína € par- 
ticipen en el mismo proceso. Por ejemplo, a partir de minuciosos estudios bioquíni- 
cos sabemos que las funciones de Skpl eu el cinetocoro y en el ensamblaje de la 
AFPRasa-H* vacuolar (sombreado amarillo) son diferentes de su función en la ubiquiti- 
na ligasa SCE De hecho, Únicamente las tres funciones restantes de Skp1 que se ilus- 
tran en el diagrama —síntesis de metionina, regulación del cicio celular y origen de 

replicación (sombreado verde)- suponen ubiquitinación. 

3.- Enla comparación extxe especies, aquellas proteínes que muestran patrones similares 
de interacción entre ambos mapas de interacciones proteicas probablemente desem- 
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Figura 3-82 Mapa de algunas interaccdones 
protelna-proteína dela ubiquitina gasa 
SCF y otras proteínas de la levadura 

S. cerevisiae. Los símbolos y los colores que 
se utilizan para las 5 proteinas ligasa están en 
la Figura 3-79. Obsérvese que las 15 proteínas 
caja-F diferentes están sombreadas (púrpura); 
las que tienen las letras blancas (empezando 
por Y) sólo son conocidas a partir de la 
secuencia del genoma como pauta ablena 
de lectura. Para detalles adicionales, véase 

el texto. (Cortesía de Peter Bowers y David 
Eisenbera, UCLA-DOE Institute for Genomics 
and Proteomics, UCLA) 
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peñan la mistae función en la célula, Así, a medida que los dlentíficos generen mapas 
cada vez raás detallados de organismos diferentes, los resultados serán cada vez más 
útiles para iafevir funciones proteicas, Éstas comparaciones de mapas proteicos resul- 
tan herramientas especialmente poderosas para descifrar las funciones de las proteí- 
nes humanas. Exíste una enorme cantidad de información directa sobre funciones 
proteicas que se puede obtener por ingeniera genética, mutacional y análisis genéti- 
co en organismos modelo -commo levaduras, gusanos y moscas que no está asequible 
eo humanos. : 


Los datos disponibles sugieren que tna proteína típica en una célula humana podría 
ioreraccionar con una cantidad de proteínas diferentes que oscila entre 5 y 18. A menudo 
cada uno de los diferentes dominios de una proteína multidorminio se uns a un grupo dife- 
rente de parejas; de hecho, podernos especular que las extraordinariamente grandes estruc- 
turas multidominio observadas en las proteínas humanas pudieron evolucionar facilitando 
estas interacciones. Dada la enorme complejidad de las redes de interacción de macromo- 
léculas en las células (Figura 2-43), el desciframiento completo del significado. de su Bun- 


ción mantendrá ocupados a los científicos durante siglos. 


Resumen 


Las proteinas pueden formar rrdquinas químicas muy sofisticadas, cuya función depende en gran 
parte de las propiedades químicas detalladas de su superficie. Los lugares de unión para ligandos es- 
tán constituidos por cavidades de la superficie, en las cuales se localizan de ena forma precisa di- 
versas cadenas laterales gracías al plegamiento de la proteína, De esta forma, las cadenas laterales 
de aminodcidos, normalmente na-reactivas, puede hallarse activadas formando y rompiendo enla> 
ces covalentes. Las enzimas son proteínas catatíricas que aceleran enormemente las velocidades de 
las reacciones uniéndose a los estados de transición de alta energía de una reacción determinada; 
también desarrollan catálisis ácidas y básicas de farma simuliánea. A menudo, las velocidades de 
las reacciones enzirmáticas son tan rápidas que sólo están limiradas por la difusión; las velocidades 
pueden incrementarse aún más si las enzimas que actúan de forma secuencial sobre un sustrato se 
Rallan unidas formando un misrao complejo miiltienzimático o silas enzirnas y ses sustratos están 
confinadas en el mismo compartimiento de la cólula. 

Las proteínas cornbian reversiblemente de conformación cuando algunos ligandos se unen a su 
superficie. Los cambios alostáricos de conforrnación de una proteína producidos por un ligando 
pueden afectas aun segundo ligando. Este tipo de relación entre dos lugares de unión de ligandos 
proporciona sn mecanismo crucial de regular procesos cetulares. Por ejernplo, los procesos metabó- 
licos están controlados por retroalimentación: algunas moléculas pequeñas inhiben y otras activan 
a enzimas iniciales del proceso. Por lo general, las enzimas reguladas de esta manera forman e1- 
sermblajes simétricos, permitiendo que se produzcan cantbios cenpormacia nai cooperativos que 
generan respuestas escalonadas a los ligandos. 

La utilización de energía química puede dirigir de forma unidireccional los cambios de con- 
formación de las proteínas. Por ejemplo, acoplando carbios conformacionales alostéricos a la hi- 
drólisis de ATE las proteínas pueden desarrollar trabajo útil, como generar una fuerza mecánica o 
movimiento a lo largo de grandes distancias en una sola dirección, Las estructuras tridimensionales 
de varias proteínas, determinadas por cristalografía de rayos X, han revelado de qué forma un pe- 
quteño carnbio local generado por la hidrólisis de un nucleósido trifosfato se arnplifica dando lugar 
a cambios mayores en otros lugares de la proteína, De esta forma estas proteínas son capaces de ac- 
tuar corno transductores de información, factores de ensariblaje, motores, 0 camo bombas unidas a 
membrana Se forman “máguinas proteicas” altamente eficientes medienze la incorporación de 1mu- 
chas subunidades proteicas diferentes a tin gran agregado que coordina los movimientos atostéricos 
decada uo de los componentes, Ahora se sabe que estas cad realizan la mayoría de las reco- 
ciones más importantes en las cébulas, 

Las proteínas están sujetas a muchas modificaciones reversibles postraduccionales, como la 


adición covalente de un grupo fosfato o un grupo acetil a determinadas cadenas larerales de ajni-- 


naácido. La adición de estos grupos modificantes se tstiliza para regular la actividad de una protet- 
na, cambiendo su conformación, su unión a otras proteínas y su localización en la célula. Ona 
proteína celular típica interactía con irás de S parejas diferentes. Utilizando las nuevas técnicas de 
proteómica, los biólogos pueden analizar en un conjunto de experimentos miles de proteínas, Un re- 
sultado importante es la producción de mapas detallados de inreracciones proteicas, que intentan 
describir rodas las interacciones de unión que ocurren entre los miles de proteinas de tina célula, 


Figura 3-83 Una red de interacciones de 
unión entre proteínas en una célula de 
levadura. Cada línea que conecta un parda 
puntos (proteínas) indica una interacción 
proteina-proteína. (De A, Guirnerá y 

Mi. Sales-Pardo, Mol, Syst Biol. 2:42, 2006. 
Can la autorización de Macmillan 
Publishers Ltd.) 
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¿Qué afirmaciones son ciertas? Explicar por qué sio porquéneo 


3-1 Cada cadena de tina lámina f es una hélice con dos arai- 
noácidos por wuelta, 


3-2 Lasasas de polipéptidos que sobresalen de la superficie 
de las proteínas a menudo forman los lugares de unión a otras 
moléculas, 


3-3 Une enzima colocada a elevadas concentraciones de sus- 
trato llega a su velocidad máxima debído a que el amero de lu- 
gaxes activos, alos que sé une el sustrato, es fijo. 


34 Elevadas concentraciones de enzima dan lugar a elevados 
números de recambio, 


3-5 Las enzimas coro la aspartato transcarbamilasa, que 
sufren, transiciones alostéricas cooperativas, contienen muchas 
subunidades idénticas, 


3-6 La adición y eliminación continuas de fosfatos por pro- 
teinas quínasa y proteínas fosfatasa supone un dexroche de ener- 
gía ya que ambas acciones combinadas consumen ATP-, pero es 
tina copsecuencla necesaria de una regulación efectiva por] fosfo- 
rilación. 


Resolver los siguientes problemas 


3-7 — Considerar la siguiente afirmación: "Para producir una 
molécula de cada una de las posibles cadenas palipeptídicas de 
300 aminoácidos de longitud, serían necesarios más átomos de 
los que existen en el universo”. Dado el tamaño del universo, ¿La 
afirmación tiene posibilidades de ser cierta? Contar los átomos es 
un trabajo difícil y es mejor considerar el problema desde el pun- 
to de vista de la masa. La masa del universo observable se estima 
ex unos 10% gramos, orden de magnitud arriba o abajo. Asu- 
miendo que la masa de un aminoácido medio es de unos 110 dal- 
tons, ¿cuál sería la suma de las masas de una molécula de cada 
waa de las posibles cadenas polipeptídicas de 300 aminoácidos de 
longitud? ¿Sería mayor que la masa del universo? 


3-8 — Unaestategta habitual para determinar la distancia de la 
relación entre las proteínas consiste en buscar en las bases de da- 
tos utilizando una secueñcia corta indicativa de una determinada 
función de la proteína. ¿Por qué es mejor buscar con una secuen- 
cía corta que con ná secuencia larga? ¿No tendríamos más posi- 
bilidades de éxito en la base de datos con una secuencia larga? 


3-9. El denominado motivo “kelch” consiste en cuatro lámi- 
nas $ que forman lo que se conoce corno un propulsor E, Por la 
general se encuentra reperido entre cuatro y siete veces formando 
un dominio repetido kelch ex una proteína rmultidominio. En la 
figura P3-1 se presenta uno de estos domidlos repetidos keich. ¿Es 
posible clasificar este dominio como “en línea” o “erichufe”? 


3-10 La titina, que tlene un peso molecular de 3 x 10% daltons, 
es la proteína más grande descrita hasta la actualidad. Las molé- 
culas de titina van desde los filamentos gruesos hasta los discos Z 
de las fibras musculares; parece que actúan coma unos resortes 
que mantienen los filamentos gruesos centrados en el sarcórnero. 
La títina está compuesta de ua gran número de secuencias de in- 
munoglobulina (lg) repetidas de 89 aminoácidos, cada una de las 
cuales está plegada formando un dominio de unos 4 nm ee langi- 
tud (Figura P3-2A), 


ER aaa a ana RRE 


Figura P2-4 Eldorinio 
repetido keleh de la 
galacrosa oidasa de 

BD, dendroides (Problema 
3-9, Se indican las slete 
láminas B propulsoras. 
Los extremos Cy Nae 
indican por Cy WN, 


Se sospecha que el coraportamiento de resorte de la títina está. 


generado por el desplegamiento y replegamiento secuencial de 
cada dominio ig. Para comprobar esta hipótesis, se utiliza el rmi- 
croscopio de fuerza atómica, que permite tomar un extremo de 
una molécula proteica y empujado con una fuerza sueve y Con 
trolada. Para el caso de un fragmento de la titina de siete domi- 
nios repetidos de lg, este experimento proporciona la gráfica de 
diente de sierra entre fuerza y extensión producida, que se mues- 
tra en la Figura P3-2B. Cuando el experimento se repite en una 
solución de urea 8 M (suficiente para desnaturalizar las protel- 
nas), los dientes de sierra desaparecen y la extensión medida se 
vuelve mucho más larga para una fuerza dada. Si el experimento 
se repite después de que la proteína se haya entrecruzado xne- 
diante un tratamiento con glutaraldehído, de puevo los dientes de 
sierra desaparecen pero la extensión 58 vuelve menor para una 
fuerza dada. 

A. ¿Son consistentes estos resultados coma hipótesis respecto a 
que el comportamiento de resorte dela títina es debido al desple- 
garajento y replegamiento secuencial de los dorminios 15 Expli- 
car el razonamiento. 

B. ¿La extensión de cada posible desplegamiento de un dorol- 
nio es de la magnitad esperada? (En una cadena polipeptídica ex- 
tendida los aminoácidos se sindan a unos 0,34 na de sus vecinos) 
€. ¿Porqué cada pico de la Figura P3-2B es un poco mayor que 
el anterior? 

O. ¿Porqué la fuerza cae tan abruptamente después de cada pico? 


3-11 A rménudo se dice que los complejos proteicos están for- 
mados de subunidades (es decir, proteínas sintetizadas indivi- 
dualmente) y na como largas cadenas únicas, porque el primer 
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Figura P3--2 Gráfica en diente de sierra de la Utins (Problerna 2-10). 
(A) Estructura de un dominio lg. (8) Fuerza en piconewtons respecto a 
extensión en nenómetros abtenida por microscopía de fuera atómica. 
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caso fiene une probabilidad mayor de der lugar a una estructura 
final correcta, 

£. Asumiendo que la maquinaria de síntesis de proteínas incor- 
pora un aminoácido incorrecto cada 10.000 arinoácidos Ínserta- 
dos, calcular al porcentaje de ribosomas bacterianos que se 
ensamblarían correctamente si las proteínas se sintetizaran como 
una larga cadena respecto a lo que ocurre sintetizándose en for- 
raa de proteínas individuales. Para facilitar el cálculo se asume 
que el ribosoma está compuesto de 50 proteínas, cada una de 
ellas de 200 aminoácidos de longitud y que las subunidades Íco- 
rrectas o incorrectas) se ensarablan: con la raisma probabilidad en 
el cromosoma completo. [La probabilidad de que un polpépúdo 
seá sinmetizado correctamente, Po, es igual a la fracción correcta 
de cada operación, fi, dividido por el número total de operacio- 
Des, Poo? Pare exror de 1/10.000, fe = 0,9999.) 

E. La suposición de que las subunidades correctas y las inco- 
rrectas se ensamblian con la misraa probabilidad, ¿es cierta? ¿Por 
qué sto por qué no? ¿De qué forma un cambio en esta suposición 
afectará el cálculo del apartado A? 


3-12 — El virus del sarcoma de Rous (RSV: Rous sarcoma virus) 
transporta un oncogén denominado Src que codifica una proteí- 
na tirosina quinasa que está siempre activa, la cual da lugar a la 
proliferación cehulsr descontrolada. Normalmente, Src transporta 
un grupo écido graso (el miristoilato) que le permite unirse a la 
cara citoplesmática de la membrana plasmática. Una versión nai> 
taute de Sre que no le permite unirse a miristollato, no se une a 
la membrane. La infección de células con ESY que codifica la 
versión normal o la mutante de Src da lugar a la misma elevada 
actividad proteína tirosina quinasa, pero el mutante o genera 
vroliferación celular. 
A. Asumiendo que todo el Src normal está unido a la merabrana 
plasmática y que el mutaute se distribuye por todo el citoplasma, 
calcular su concentración relativa en las cercanías de la membrana 
plasmática. Suponer para el cálculo que la célula es una esfera de 
10 pxm de radio y que el mutante se distribuye por todo el citoplas- 
ma mientras que el normal está confinado a un espacio de 4 nm de 
"grosor bajo la mernbrana. [Para este problema considerar que la 
membrana no ene grosor. El volumen de una esfera es (4/33 7] 
8. La diana X para la fosforilación de Sre reside en la membrana. 
Explicar per qué el mutante Sxc no causa proliferación celular 


3-13 Un anticuerpo se une a uba proteína con una constante 
de equilibrio, K, de 5x10%M, Cuando se une 2 ma segunda pro- 
teína, relacionada con la prirnera, forma tues enlaces de hidróge- 
no menos, reduciendo su afinidad de unión en 2,8 kcal/mol. 
¿Cuál es la K para la unión de esta segunda proteína? (La variación 
de energía libre se relaciona con la constante de equilibrio rme- 
diante la ecuación A4G%=-23 RTlogK, siendo R = 1,98 x 10% kcal/ 
(molo y T=310K) 


3-14 En bacterias, la proteína SmpB se une a una especie parti- 
cular de £RNA, ebtmRNA, eliminando la proteína incompleta sinte- 
tizada a partir de mRANA truncados. Si se hace la gráfica de la unión 
de SmpB a UaRNA como fracción respecto a la relación entre 
tmANA unida y la concentración de SmpB, se obtiene una signo 
de simétrica como la que se presenta en la Figura P3-3. Esta curva 
es un indicador visual de una relación muy frecuente entre Kay y 
concentración y ene una aplicación muy general. La expresión ge- 
neral para la fracción unida de ligando deriva de la ecuación para 
Ka (Kgs = [PORAPrAD, sustitayendo (LUsor — (21) por [PE] y reorde- 
nándola. Debido a que la concentración total de ligando (Linog) es 
igual al ligando libre (1) más el Egando unido ([Pr-LJ) 


fracción unida = [U/Lror = (Ph /(Pr + Kg) 


Para SmpB y mRNA, la fracción tenida = [(moRNAJ/ [aaRNA oyes 

¡SmpB]/([Srapá] + Ey). Utilizando esta relación calcular la frac 

ción de G0MRNA unida para concentraciones de SeopB iguales a 

10% Ka, 10% Ka, 10? Ka, 10% Kg, Ka, 10 Ka, 107 Kg, 104 y 107% Kg. 
10 


9,75. 
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fracción unida 
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Figura P3-3 Fracción de imRNA unida respecto a la concentración de 
SmpB (Problema 3-14). 


3-45 Muchas enzimas siguen la ley cinética de Michaelis--Men- 
ten, que se puede resumir en la ecuación: 


velocidad = Vinar [8H (Si + Km) 


donde Vigas = velocidad méxima, [S] = concentración de sustrato y 
mm = constanze de Michaelis. 
Resulta instructivo introducir algunos valores de [S] en la ecua- 
ción para ver cómo se modifica la velocidad. ¿Cuáles son las velo- 
cidades para (Si igual a cexo, igual a Kq e igual a inSnito? 


3-46 La enzima hexoquinasa añade un fosfato a la D-ghucosa 
pero lenora a su imagen especular, la L-glucosa. Supongamos que 
podemos sintetizar hexoquinasa a partir de b-aminoácidos, que 
son las imágenes especulares de los L-aminoácidos, 

A. Asumiendo que la enzima "D” se pliega adoptando una con- 
formación estable, ¿qué relación se obtendrá de la forma “L" de la 
enzima? 

B, ¿Laenzima"D” será capaz de añadir un fosfato a la L-plucosa 
e ignorar la D-ghucosa? 


3-17 ¿De qué forma una molécula de hemoglobina es capaz de 
unir oxígeno de forma eficiente en los pulmones y liberarlo tarn- 
bién de forma eficiente en los tejidos? 


3-18 La síntesis de los nucleótidos de purina AMP y GMP está 
precedida por una vía bifurcada que empieza en la ríbosa 5-fosfa- 
to (R5P), como se muestra esquemáticamente en la Pigura P34. 
Utilizando los principios de inhibición por retroalimentación, 
proponen una estrategia de regulación para esta vía que asegure 
un aporte adecuado tanto de AMP como de GMP y minintice la 
acumulación de intermediarios fA-D) cuendo los aportes de AMP 
y GMP sean adecuados, 


Ene (> ANP 
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Figura P3-4 Diagrama esquemático de fa vía metabólica de síntesis de 
AMP y de GMP 3 partir de RSP (Problema 3-18). 
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DONA, cromosomas 
y genomas 


La vida depende de la capacidad de las células para almacenar, recuperar y expresar las ins- 
trucciones genéticas necesañas para producir y mantener un organismo vivo, Esta informa- 
ción hereditaria se transmite de una célula a sus descendientes mediante la división celular, 
y de una generación de organisraos a otra mediante las cétulas reproductoras. Estas instrue- 
ciones se almacenan dentro de cada una de las células en forma de genes, esto es, elemen- 
tos que contienen la información que determina las características de las especies como 
conjunto, así como de cada uno de sus individuos. : 

Desde la aparición de la genética como ciencia, al doício del siglo xx, los científicos han, 
intentado determinar la estructura química de los genes. La información de los genes se co- 
pia y se transmite desde una célula a sus células hijas, millones de veces durante la vida de 
un organismo pluricelular y supera este proceso con muy pocas cambios. ¿Qué tipo de mo- 
lécula podría ser capaz de una replicación tan precisa e Himitada y al mismo tiempo capaz 
de dirigir el desarrollo de tn organismo y la vida diaria de una célula? ¿Qué po de instruo- 
ciones cormiene la información genética? ¿Cómo se organizan físicamente estas instruccio- 
nes de modo que en el reducido espacio de una célula pueda caber la gran cantidad de 
información necesaria para el desarrallo y mantenimiento de un organismo? 

Las respuestas a algunas de estas preguntas anteriores se empezaron a obtener duxan- 
te los primeros años de la década de 1940, cuando se descubrió, a partir de estudios reali. 
zados en hongos sencillos, que la información genética consta esencialmente de instrue- 
ciones para producir proteínas. Las proteínas son las macromoléculas responsables de la 
raayor parte de las funciones celulares: actúan como bloques de construcción para las es 
tructuras celulares y forman las enzimas, que catalizan todas las reacciones químicas (Ca- 
pítulo 3); regulan la expresión génica (Capítulo 7); permiten la comunicación entre las 
células (Capítulo 15) y el movimiento celular (Capítulo 16). Las propiedades y funciones de 
una célula están determinadas por las proteínas que sintetiza. En una visión retrospectiva. 
resulta difícil de imaginar qué otro tipo de instrucciones podría haber almacenado la in- 
formación genética. - 

Las medewosas observaciones realizadas en células y embriones a finales del siglo X1x, 
permitieron averiguar que la información hereditaria está contenida en los cromosomas, es- 
tructuras flamentosas en el núcleo de la célula eucariota que se hacen visibles al microsto- 
pio óptico cuando empieza la división celular (Figura 4-1). Más tarde, cuando fue posible 
realizar el análisis bioquímico, se encontró que los cromosonaas están formados por ácido 
desoxirribonucleico (DNA) y proteína. Durante muchas décadas se creyó que el DNA era un 
elemento meramente estructural. Sin embargo, el otro avance crucial que tuvo hugar en la 
década de 1940 fue la identificación del DNA como el probable portador de la información 


Figura 4-1 Los cromosomas de las cólutas. (A) Dos células vegetales 
adyacentes fotografíadas con un microscopio óptico, El DNA se ha teñido 
con un colorante fiuorescente (DAPN que se une a él. El DNA se encuentra 
entos cromosomas, que sólo son visibles al microscopio óptico cuando 
forman estructuras compactas propias del inicio de la división celular, 
como se muestra a la izquierda, La célula de la derecha, que no está en 
división, contiene las mismos cromosomas, pero éstos no se pueden 
distinguir con el mieroscopio Óptico en esta fase del ciclo celular porque 
- se encuentran en una conformación más exdtendida, (8) El esquema 

inferior ilustra los mites celulares y el estado de sus cromosomas, 

(A, por cortesía de Perer Shar) 


EE 


os 


EA 
a 


cl 


En este capítulo 


ESTRUCTURA 
Y FUNCION DEL DONA 


197 


ELDNA CROMOSÓMICO 202 
Y SU EMPAQUETAMIENTO 
EN LA FIBRA DE 
CROMATINA 
REGULACIÓN DE 219 
LA ESTRUCTURA 

DELA CROMATINA 


ESTRUCTURA GLOBAL 
DE LOS CROMOSOMAS 


233 


CÓMO EVOLUCIONAN 
LOS GENOMAS 


245 


* cétula que no 
- se está dividiendo 


PB 


 cepaR 


ge cepa R se hen transformado 


pom 


196 Capítulo 4: DNA, cromosomas y genomas 


genética. Este avance trascendental enel conocimiento de las células se produjo a partir de 
estudios de herencia en bacterias (Piguea 4-2), Pero hasta principios de la década de 1950, 
tanto el mecanismo mediante el cual la información hereditaria se copla para ser braosmkti- 
da de célula a célula, corno la manera roediarue la cual el DNA codifica les proteínas, cons- 
Útuyeror un misterío, El misterio se resolvió en 1983, cuando James Watson y Preacis Crick 
predijeran correctamente la estructura del DINA, Como se menciona en el Capítulo 1, la es- 
tructura en doble hélice del DNA sotucionó inmediatamente el problera de cómo se puede 
copiar o replicar esta molécula. También aportó los primeros todicios de córao una molécu- 
la de DNA puede codificar la información para sintetizar proteínas utilizando la secuencia 
de sus subunidades, En la actualidad es tan fondamental para el pensamiento biológico el 
hecho de que el DNA es el material genético, que se nos hace difícil imaginar el vacto nte- 
lectial que llenó este descubrimienta, ] 

Iniciexemos el capítulo describiendo la estructura del DNA. Veremos que, a pesar de su 
simplicidad química, la estuctura y las propiedades químicas del DMA lo convierten en el 
soporte ideal de los genes. Luego consideraremos de qué forma las proteínas de los cromo- 
somas ordenan y empaguetan el DNA. Este ermpaquetardiento debe ser ordenado, de ma- 
nera que los cromosomas puedan ser replicados y distribuidos entre las células hijas en cada, 
división. También se dene que facilitar el acceso al DNA de los cromosomas, a las enzimas 


teparadoras de los daños que puede experimentar y a las proteínas especializadas que in 


tervienen en la regulación de los genes, Tarabién deseribiremos cómo en los eucariotas el 
empaquetamiento del DNA es diferente a lo largo de cada cromosoma y cómo puede alma- 
cenar un importante registro del historial del desarrollo de una célula. 

En las dos últimas décadas, se ha producido una revolución en nuestra capacidad para 
determinar la secuencia exacta de subunidades de moléculas de DNA. Como resultado de 
ello, acrualmente conocemos del orden de ves mil millones de subunidades de DNA que 
contienen la información necesaria para producir un hemano adulto a partí de un oocito 
fecundado, así como la información de miles de secuencias de otros organismos, El análisis 
detallado de estas secuencias ha aportado una información extraordinaria sobre el proceso 
de la evolución, tema con el que cerramos el capítido, ! 

Este es el primero de los cuarzo capítulos que tratan de los mecanismos genéticos bás]- 
cos -el modo a través del cual la célula mantene, replica, expresa y ocasionalmente repara la 
información genética contenida ea su DNA, Este capftulo presenta una amplia revisión so- 
bre el DNA y cómo se empaqueta enJos cromosoraas, El Capítulo 5 hace referencia a los 1ae- 
canismos a través de los cuales las células ceplican y reparan fiebrnente su DNA, también se 
describe cómo se pueden reorganizar las secuencias de DNA a través de la recombinación 
genética. El Capítulo 6 trata de la expresión génica: proceso a trevés del cual la información 
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figura 4-2 La prirnera demostración 
experimental de que el DNA es el material 
genético, Estos experimentos, teslizados en 
la década de 1940, demostraron que al añadir 
DNA purificado a una bacteria, ésta cambia 
sus características y estos cambios pasan a las 
siguientes generaciones, Dos cepas próximas 
de la bactería Streptococous premonice 
difieren entre sí en su apariencia bajo el 
microscopio y en su patogenicidad. Una cepa 
ene aspecto Bso ($: smooth) y cuando se 
inyecta en fetones provoca la muerte; la otra 
parece rugosa (K: rougél y no es letal, Los 
experimentos en (A) muestran que una 
sstancia presente en la cepa 5 puede 
cambiar lo fegar atrenstorman la cepa R en 
la cepa $ y que este cambio es heredado 

por las generaciones posteriores de la 
bactería. (8) Este experimento, en el que la 
cepa E ha sido incubada con diferentes tipos 
de molécutas biológicas purificadas de la 


cepa $, permite identificar a la mencionada 
3sustancia como DNA. 


ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DEL DNA 


genética codificada por el DANA es interpretada por la cétola dirigiendo la síntesis de protel- 
nas. En el Capítulo 7, se describe cónao la célula controla la expresión génica asegurando que 
cada una de las miles de proteínas y moléculas de RIMA codificadas en su DINA, se fabrique 
en el momento y en el lugar oportano de la vida de la célula. 


ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DEL DNA 


Los bidlogos de la década de 1940 tenían dificultades para concebir el papel del DINA como 
material genético debido 2 su aparente sencillez química. Se pensó que el DINA exa un simo 
ple polímero largo, formado por sólo cuatro tipos de subunidades, parecidas químicamente 
entre sí En los primeros años de la década de 1950, se estudió el DNA mediante la técnica de 
difracción de rayos X, un método que permite determinar la estctura tidimensional de 
una molécula a una resolución atómica (tratado en el Capítulo 8). Los primeros resultados 
de difracción de rayos X indicaron que el DNA estaba compuesto por dos hebras del polf- 
mero encoladas en una hébice. La observación de que el DNA era de doble hebra fue crucial 
y aportó una de las primeras pistas que condujeron al modelo estructural de DINA de Wat- 
son-Crick. Sólo cuando este modelo fue propuesto en 1953, resultó evidente la capacidad 


- Gel DNA pera la replicación y el almacenamiento de información. En esta sección examina" 


remos la estructura de la molécula de DINA y se expondrá de forma muy generalizada por 
qué puede almacenar información hereditaria, 


Una molécula de DNA está formada por dos cadenas 
complementarias de nucleótidos 


Una molécula de ácido desoxirribonuecleico (ONA: deoxyribonucleic acid) está formada por 
dos largas cadenas de poliucdleóridos compuestas por cuatro tipos de subunidades nucleo- 
tídicas. Cada una de estas cadenas se denomina una cadena de DNA o una hebra de LIA: Las 
dos cadenas permanecen unidas entre sí mediante enlaces de hidrógeno que sé forman en- 
txe las bases de los nucleótidos (Figura 4-3). Como hemos visto en el Capítulo 2 (Panel 26, 
pp. 116-117), los nucleótidos están formados por un azúcar de cinco carbonos que tiene 
unido uno o más grupos fosfato y una base nitrogenada. En el caso de los nucleóridos del 
DIA, el azúcar es la desoxirribosa unida a un grupo fosfato (de aquí el nombre de ácido de- 
soxiribonucdeico) y la base puede ser adenina (A), citosina (Ci, guanina (S) o timina (DO). 
Los nucleótidos están unidos covalertemente ente sí a través de los azúcares y los fosfatos, 
formando una cadena que constituye el “esqueleto” de azúcar-fosfato-azúcar-fosfato. Los 
cuatro tipos de subunidades se diferencian únicamente en la base, por lo que cada cadena 
de polinucieótidos del DINA puede describirse como un collar (el esqueleto) formado por 
cuatro tipos de cuentas (as cuatro bases A, C, G y P). Estos mismos símbolos (A, C, G y YT) se 
aulizan commínmente para identificar los cuatro nucleótidos, es decir, las bases unidas a su 
azúcar y su grupo fosfato. 

Las subunidades nucleotídicas se unen entre sí formando la cadena de DNA, de tal mo- 
do que confieren a la molécula una polaridad química. 5 imaginaros que cada nucleótido 
tiene una protuberancia (el fosfato en 5 y un orificio (el hidroxilo en 3 (véase Figura 4-3), 
cada cadena completa, formada por la unión de protuberancias y orificios, tendrá todas sus 
subunidades abneadas en la misma orientación. Además, los dos extremos de la cadera se- 
rán fácilmente diferenciables, uno será una protuberancia (el 5” fosfato) y el otro será un ork- 
ficio tel 9” hidroxilo). Esta polaridad del DNA se indica identificando un extremo corno 
extremo 3' y el otro como extremo $, 

La estructura tridimensional del DNA. -la doble hélice-es una consecuencia de les pro- 
piedades químicas y estructurales que tienen las cadenas de polinucieótidos. Estas dos ca- 
degas se mantienen unidas entre sí por enlaces de hidrógeno que se forman entre las bases 
de las diferentes cadenas. Por lo tanto, todas las bases se encuentran en el interior de la do- 


- bie hélice y el esqueleto de azúcar-fosfaro en la peñíferia (véase Figura 4-3). En cada caso, 


una base de dos anillos (ana purina, véase Panel 2-4, pp. 116-117) se aparea con ta base de 
“un solo anillo (una picimidina); A siempre se aparea con T y G siempre con € (Figura 4-4). 
Este apareamiento complernentario de bases permite que los pares de bases se empaqueten 


enel interior de la doble hélice de la forma más favorable energéticamen«»e posible, Según 
. esta distibución, cada par de bases tiene aproxbimademente el mismo tamaño, mantenien- 
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Figura 4-3 ELONA y las unidades de las que 
está formado, <CAGA> El DNA está formado 
por cuatro tipos de nucleótidos que están 
unidos covalenternente entre sí formando 
tna cadera de polinudeótidos la cadena de 
DNA] con tun esqueleto de azúcar-fosfato del 
que sobresalen las bases (A, €, Gy Th Una 
molécula de DINA está formada por dos 
cadenas de DMA que se mantienen unidas 
por enfaces de hidrógeno entre las bases 
apareadas, Las Hechas en los extremos de 

las hebras de DMA indican la polerídad de las 
dos cadenas, que en la molécula de DÍA 

son antiparaletas. En el esquenta inferor 
quiesdo de la figura 38 muestra el DNA 
estirado; en realidad se encuentra enrollado 
formando una doble hétice corno se muestra 
alo derecha. Para más dezalles véase la 
Figura 4-5, 


o do así el esqueleto azrícar-fosfato a la misma distancia a lo largo de la molécula de DNA. 
E Además, los dos esqueletos de azúcar-fosfato se enrollen uno en torno al otro formando una 
E > * doble hélice que da una vuelta completa cada 10 pares de bases (Figura 4-5). 
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Figura 4-4 Complementariedad de los 


pares de bases en la doble hélice de DMA, 
La forma y la estructura química de las bases 
¿ólo permiten la formación eficiente de * 
entaces de hidrógeno entre A y Y y entre 
GyC, ya que en ellas los átomos cepaces de 
formar parte de un enface de hidrógeno 
ivéase Panel 2-3, pp. 119-411) pueden 


O ds aprodmarse suficientemente sin distorsionar 
= ie ta doble hélice, Entre A y T se forman dos 
id enlaces de hidrógeno, mientras que entre 
guanina. j AN ditosins G y Ese forman tres. Las bases sólo se 
entace pueden aparear de este modo si las dos 
de hidrógeno . cadenas complementarias son antiparalelas, 
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Los miembros de cada par de bases sólo pueden unirse dentro de la doble hélice si las 
dos cadenas son antiparalelas, es deci si la polaridad de una cadena está orientada de ma- 
nera opuesta a la de la otra cadena (véase Figuras 4-3 y 4-4). Una consecuencia de los re- 
querimientos del apareamiento de las bases es que cada una de fas cadenas de na molécula 
de DINA contiene una secuencia de nucleótidos exactamente complementaria a la secuert- 
cia de nucleótidos de la otra. 


La estructura del DNA explica el mecanismo de la herencia 


Los genes contienen una información biológica que debe sex copiada cuidadosamente y 
transmitida cuando una célula se divide formando dos células hijas. Esta idea plantea dos 
problemas biológicos: ¿Cómo se puede almacenar químicamente la información necesaria 
para formar un organismo vivo?, y ¿cómo puede ser replicada con fidelidad esta informa- 
ción? El descubrimiento de la estructura del DNA como tuna doble hélice constituyó un hito 
en la biología del siglo or, ya que inmediatamente sugirió respuestas a estas dos cuestiones, 
además de aportar una explicación molecular al problema de la herencia. En ésta sección 
expondreraos de forma resumida la respuesta a ambas preguntas para examinarlas con ma- 
yor detalle en capítulos posteriores. : 

ELDNA codifica inforraación en el orden e secuencia de los nucleótidos a lo largo de ca- 
da cadena. Cada una de las bases A, C,T o G- puede considerarse como una letra de un al- 
fabeto de cuatro letras que se utiliza para escribir mensajes biológicos en la estructura 
química del DNA. Coma se expuso en el Capítulo 1, los organismos difieren entre sí porque 
sus moléculas de DINA ienen secuencias diferentes de nucleótidos y, como consecuencia de 
ello, codifican diferentes mensajes biológicos. Pero, ¿cómo se utiliza el alfabeto de nucleóti- 
dos para codificar mensajes y cómo se deletrean? 

Como hemos mencionado anterionmente, antes de que se determinara la estructura del 
DNA se sabía que los genes contienen instrucciones para la producción de proteínas. Por 
tanto, los mensajes del DNA tienen que codificar proteínas de alguna manera (Figura 4-6). 
La naturaleza química de las proteínas permite aclarar inmediatamente este problema. Fal 
como se describió en el Capítulo 3, las propiedades de una proteína, responsable de su fun- 
ción biológica, están determinadas por su estuctura tridimensional y ésta es una conse- 
cuencia de la secuencia ineal de aminoácidos que la forman. De alguna forma, la secuencia 
de nucleótidos de un gen tiene que deletrear ja secuencia de aminoácidos de una proteína, 
La correspondencia exacta entre el alfabeto de nucleótidos del DNA-de cuatro letras— y el de 


aminoácidos de las proteínas —de veinte letras- no es obvia 2 partir de la esuuctura del DINA; 


transcurrió alrededor de una década desde el descubrimiento de la dable hélice hasta que se 
resolvió en su totalidad esta correspondencia. En el Capítulo 6 se describirá este código y los 


Figura 4-5 La doble hálice de DNA. 

(A) Miadelo de bolas de 1,5 vueltas de nia 
doble hélice de DNA, Cada vuelta de DNA está 
formada de 10,4 pares de nucleótidos, siendo 
34 rea fa distancia entre los centros de pares 
de nudeótidos adyacentes. Elermollemiento 
de las dos hebras, na alrededor de la otra, da 
tugar a dos surcos en la doble héfice: el más 
ancho se denomina surco magor y el más 
estrecho, surco menor. (E) Sección corta de la 
doble hélice vista laterafmente, mostrando 
cuatro pares de bases, Los nucleótidos 

están unidos covalentemente por enfaces 
fostodiéster entre el grupo 3 -hidromilo (OM) 
de un azúcar y el grupo 5 hidrodio del 
siguiente, Así, cada cadena de polinucieótidos 
fíene una pofaridad química; es decir, ambos 
extrernos son químicamente diferentes. 
Etextremo Y del polímero de DNA se suela 
representer por convención levando un 
Grupo fosfato unido, nuentras que el extremo 
Y se representa con un grupo hidsoxila. 


gen A gen B gen € 
CPT E 


expresión del gen 


E: 


al ha E 
proteína A proteina B proteína € 


Figura 4-6 Relación entre la información 
genética contenida en el DNA y en las 
proteínas [tratado en el Capittdo 1), 
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mecanismos mediante los cuales una célula primero convierte la secuencia de nucleótidos 
de un gen en la secuencia de nucleótidos de ma molécula de RNA y, posteriormente, en la 
secuencia de aminoácidos de una proteína, lo que se conoce como expresión génico. 

El conjunto completo de la informeción almacenada en el DNA de un organismo se de- 
pormina genonaa y contiene la información de todas las proteínas y moléculas de RNA que va 
a sintetizar dicho organismo. (El término genoma también se vtiliza para describir el DNA 
que contiene dicha información.) La cantidad total de esta información es asombrosa: cada 
célula humnana diploide contiene 2 metros de DINA de doble hélice. Si escribimos la secuen- 
cía de nucleótidos en el alfabeto de cuatro letras, la secuencia de un gen hunmano pequeño 
ocupala cuarta parte de una página de texto (Figura 4-7), mientras que la secuencia de DNA 
del genoma humano Henaría más de 1000 libros del tamaño de éste. Además de otras infor- 
raciones cruciales, el genoma humano contiene la información sobre unas 24.000 pro- 
teínás distintas. 

La célula debe copiar su genoma en cada división cebular a fín de transmitirlo a cada 
una de las células hijas; la estructura del DNA también reveló cómo era posible la replica- 
ción. Cada cadena de DNA contiene una secuencia de nucleótidos que es exactamente comn- 
plernentaria a la de su pareja, por lo que cada uma de estas cadenas puede actuar como un 
rolde o patrón para la síntesis de otra cadena complementaria. En otras palabras, si deno- 
minamos a las dos cadenas complementarias como $ y S', la cadena $ puede servir como 
molde para sintetizar una nueva cadena 5”, mientras que la cadena S' se usará como molde 
para producir uma nueva cadena S (Figura 4-8). Así pues, la información genética del DNA 
puede ser copiada fielmente mediante el sencillo proceso por el que las cadenas $ y S' se se- 
paran, y cada una de ellas por separado se utiliza como molde para la producción de una 
cadena complementaria idéntica a su complementaria original, 

La capacidad de cada cadena de DNA para actuar como molde en la producción de una 
cadena complementaria capacita a la célula para copiar o replicar su genoma antes de pa- 
sarlo 3 sus descendientes. En el próximo capítulo descríbiremos la magnifca maquinaria 
que utilizan las células para realizar esta función. 


En las células eucariotas, el DNA está confinado en el núcleo 


Como ya se ha descrito en el Capítdlo 1, casi todo el DNA de ma cébula eucariota se halla re- 
cluido en el núcleo, que enmuchas células ocupa abrededor del 10% del volumen celular El 
núcleo está delimitado por una envoltura nuclear tormada por dos membranas concéntriicas 
(Figura 4-9). Estas membranas están perforadas a intervalos por poros nucleares, a través de 
los cuales se produce el transporte activo de determinadas moléculas entre el núcleo y el ci- 
toplasma. La envoltura nuclear está conectada directamente con las extensas membranas 
del retículo endoplasmático, que se extienden por el citoplasma desde el núcleo. La orgarú- 
zación estructural del núcleo se mantiene por una red de filamentos intermedios denond- 
nada lámina nuclear, que forma una fina lámina que recubre la membrana nuclear interga 
(Figura 4-9B). " 

La existencia de la envoltura nuclear permite que muchas de las proteínas que interac- 
cionan con el DNA se concentren dorkde la célula las necesita y, como veremos en siguientes 


* capítulos, que las enzimas citosólicas y nucleares estén separadas, lo cual es trascendental 


para el funcionamiento de las células eucariotas. La compartimentación, como por ejemplo 
la nuclear, es ve principio muy importante en biología, ya que permite establecer un entor- 


Figura 4-7 Secuencia de hucleótidos del gen humano de la B-gtobma. Por convención, 
la secuencia de nucleótidos se escribe del extremo 5'al 3 y debe leerse de izquierda a 
derecha en las sucesivas líneas como sí se tratase de un texto normal en castellano. Este 
gen contiene la información para la secuencia de aminoácidos de uno de los dos tipos 
de subunidades de la malécula de hemoglobina, protetna que transporta el oxígeno 3 
través de la sangre. Un gen diferente, el gen de la o-globina, contiene la información 
para el otro tipo de subunidad de hemoglobina tuna molécula de hemoglobina está 
formada por cuatro subunidades, dos de cada típo). Sólo se muestra una de las dos 

' cadenas de la doble hélice del DNA del gen de la B-gtobína: la otra cadena ene la 
secuencia complementaria exacta, Las secuencias coloreadas en amarillo muestran 
las tres regiones del gen que especifican la secuencia de aminoácidos de la proteína 
f-alobiña. En el Capítulo 6 se describirá cómo la célula distribuye estas tres secuencias 
en el RNA mensajero para sintetizar una proteina B-ajobina completa. 


COCTETOGAGOCACACCOTAGGGETOGOCA 
ATCTACTCCOROGACCAGGORCCOCAGGAG 
CCAGGGOTGGOCATARABGTOACOGOROBG 
COBPCTATIGOTTACEATTIGOTECIGIOBO 
ARCTOTGTICACTAGCARCICABACAGACA 
COATOGTOCACOTERCTCCTGACCACAROT 
CTGCOCTTACIGOCOTOTGOGGCARGOITGA 
ACOTGGATGRAGITOGTOGIGAGOCCOIGG 
GCAGGTIGGTATCRAGGTTACAAGECAGOT 
TTHAGGACACCABTAGARACTOGOCAIGIG 
GAGACAGAGRBAGROTOTTGOGTTTCTGATA 
GECACTGACTOTOTOPGOCTATIGOTCOTAT 
TITCOCACOCTTAGOCOTOOTGSTGGTOTAC 
COTTGGACCCAGAOGTTUTTIGAGICOITT 
GGGGATCTOTOCACIOCCTGATGCOTGTTATG 
GGCARCCOTRAGGTGRAGOOTCAICCCADO 
BARGTGOTCCGTOCCTITAGTGATOGOCTG 
GOTCACCIGGACAMCOTCAAGGGCACCTTT 
GCCACAOTGAGTGAGOTGCACTOTGACHAG 
ETGCACGTGGATCCTGACAMOTTCAGGOTG 
AGTCOTATOGGACCOTTGATGTUITICITICO 
CCTTICTTETOTATOGTTIAAGTTCATGICAT 
AGGAAGGGGAGAAGTAACACGOTACAGTTT 
AGAATGGGAAACAGACGAATGBTTGCATCA 
GTGTGGAAGTOTCAGGATCGTTITAGITTC 
TIPPATITOCIGTTCATARCIATICGTTTTO 
TITTGTTIAATICITGOTITCITETITTTT 
CTTICTCCGCAATTTITACIATIATACITAR 
TGCCTTAACATIGTGTATABCAADAGGAAR 
TATCICTGAGATACATTAAGTAACTTARAR 

ABRBACTTTACACAGTOTGOCTAGIACATT 

ACTATTTGGRATATATOGTGTGOTTATTTGO 

ATATICATRATCICCOTACITTATITICIT 

TTATITTITAATIGATACATARTCATIATAC 

ATRITIATCGGITARAGTIGUAATGITTTAR 

TATGIGTACACATATTGACCABATCAGGGT 

ARTITIGCATTIGTAATITIARRARATGCT 

TECTTOTITIAATATACTITITICGTITATO 
TIATTTOTABTACITICCCOTAATCICITIC 
TTTCAGGGCARTAATGATACAATGTATCAT 
GCCTOTITGCACCATICTARAGRATABCAG 
TGATAATTTCTGGOTTAAGGCAATAGCCAAT 

ATTTCTGCATATABATATTTOTGCATATAR 
ATTGTAACTICATOTAAGAGGTTICATATTG 
CTAATAGCAGCTACAATOCAGOTACCATTC 
EGCITITATTTTATGGTIGGGATAAGGCTG 
GATTATTCTGAGTCCARGCTAGGCCCITTIT 
GCOTAATOBIGTTCATACCICTTIATONECCT 
COCACAGOTOCTOGGCAMCOTGOTGOTOTG 
TOTGOTEGCOCCATCACTTTOGCARAGAABTT 
CACCCCACCACTECIGGCIGCOTATCAGAR 
AGTGGTOGCTGGTGTEGCOTAATGOCCTGGO 
CCACAAGTATCACTRAGCTOGCOTTITCITGO 
TGICCARTTICIATIAAACGTICOITIGTT 
COCTAAGTCCAACTACTARACTOGGGGATA 
TTATGAAGGOCOTTGAGCATCTGCATICTOG 
CCTRATABABARCATTTATITTCATIGCAR 
TGATGTATITARATTATITOTGAMIATITT 

ACTRABRACGORATGTOGGAGGTCAGTGCA, 

TIPAARACATARAGRARTCGATGAGOTGTITC 


'BAACCTIGGGARSATACACTATATCITAAA 


CTCCATGARAGABGOTGAGGOTOCRACOAG 
CTAATOCACATTOCGUAACACOCOCTGATGO 
CTATGCOTTATTCATECOTCAGABRAGGAT 
TOTTOTAGAGGOTTGATTTOCAGOTTADAG 
TITIGCOTATOCIGTATITIACATIACITAT 
TGTTTTACCOTOTOCCICATGRATGTCOTTTTO 
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no en el cual las reacciones bloguémicas sean más fáciles debido a la elevada concentración 
tanto de sustratos como de las enzimas que actúan. sobre ellos. La compartimentación tar- 
bién evita que las enzimas necesarias enima parte de la cédula interfieran en las vías bioquí- 
ricas ordenadas de otra parte de la célula, 


Resumen 


La información genética estel alojada en la secuencia lineal de los nucleótidos que constituyen el 
DNA. Ceda molécula del DNA es una doble hélice, constituida por dos hebras de nucleótidos com- 
plementarias, unidas entre s£ mediante los enlaces de hidrógeno que se forman entre los pares de 
bases G-Cy A-T. La duplicación de la información genética se realiza a partir de una de las hebras 
del DNA que acría de moide para la fabricación de su hebra complementaria. El genoma es la in- 
formación geriética contenida en el DIVA de los organismos que contiene las instrucciones necesarias 
para sintetizar todas las proteínas del organismo. En los organismos eucariotas, 21 NA está en el 
núcleo de las células, un amplio compartimiento membranoso, 
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Figura 4-2.El DNA actúa como moide 

pera su propia duplicación. Dado que el 
nudeótido A sólo qe apareará con éxito 
con, y el G con €, cada cadena de DNA 
puede actusr como un molde que específica 
la secuencia de nucleótidos de su cadena 
complermentaria. De esta forma, la doble 
hétice de ONA se puede copiar fielmente, 

de modo que cada hélice parental produce 
dos hélices de DNA hijos idénticas. 
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Figura 4-9 Sección transversal de un núcdeo celular normal. (4) Electrornicrografía de una sección ultrafína del núcleo de un 
fibroblasto humano, (B) Esquema mostrando que la envoltura nuclear está formada por dos membranas de las cuales la exterior es 
contínua conde membrana del retículo endoplasmático (véase tarmbién la Figure 12-8). El espacio intertor del retículo endoplasmático 

- Gumnen del ER) está coloreario en amarillo; es continue con el espacio intermembrena de la envoltura nuclear. Las bicapas lipidicas 
delas membranas nucleares intema y externa están conectadas a través de los poros nucleares. Una red larninar de filamentos 

* intermedios (marrón) dentro del núdeo proporciona soporte mecánico a la envoltura nudear y forma una estructura especial de 
soporte que recibe el nombre de lámina nuclear (para más detalles, vésse el Capitulo 12). La heterocromatina situada próxima a la 
lámina nuclear contiene regiones especiales de DNA condensado que se descríbirán más adelante. Ñ 
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EL DNA CROMOSÓMICO Y SU EMPAQUETAMIENTO 
EN LA FIBRA DE CROMATINA 


La hinción más imporrante del DMA es contener los genes, la información sobre todas las . 
proteínas y moléculas de RNA que componen un organismo - incluyendo la información so- 
bre cuándo, en qué tipo de células y en qué cantidad se tiene que fabricar cada proteína. El 
genoma de los eucariotas está distribuido entre cromosomas; en este apartado veremos có. 
mo se ordenan los genes de forma particular en cada cromosoma. Además describiremos 
aquellas secuencias de DNA específicas que se requieren para asegurar la duplicación fiel 
del DINA y su transmisión de una generación a la siguiente. 

También expondremos el gran desafío que supone empaquetar el DINA. Si uniéramos 
tados los trazos de dable hélice que componen los 48 cromosomas de una célula humana, 
alcanzarían aproximadamente 2 metros, mientras que el núcleo que contiene todo este DNA 
tiene un diámetro aproxirnado de 6 jun. Este hecho es geométricamente equivalente al er- 
paquetamiento de unos 40 kon de un hilo extremadamente fino en el interior de una pelota 
de tenis, Esta compleja tarea de empaquetar el DNA la realizan unas proteínas especializa- 
das que se asocian al DNA plegándolo y facilitando la formación de enrollamientos y bucles 
que contribuyen progresivamente al establecimiento de niveles de organización superiores 
del DNA, evitando que $e convierta en un enmarañado e inmanejable ovillo can el que no se 
pueda trabajar. Sorprendentemente, a pesar de que el DNA se empagueta de una forma muy 
compacta, lo hace de tal manera que permanece accesible a las enzimas que intervienen en 
su replicación, en su reparación y en la utilización de los genes para producir moléculas de 
RNA y proteínas. 


El DNA de la célula eucariota se empaqueta en un conjunto 
de cromosomas 


En los organismos eucaríotas, el DNA está distribuido en un conjunto de diferentes crorao- 
sormas que se encuentran en el núcleo. Por ejemplo, el genoma humano —de aproximada: 
mente unos 3,2 x 10% nucleótidos- está distribuido en 24 cromosomas diferentes, Cada 
eromosoma está formado por una sola molécula de DNA, muy larga, asociada a proteínas 
que plegan y empaquetan la fina hebra de DNA formando una estructura más compacta. El 
complejo de DINA y proteínas se denomina cromatina (del griego chroma, “coloreada”, debi- 
do a sus afinidades tintoriates). Muchas de las proteínas asociadas ál DNA de los cromoso- 
mas están implicadas en su empagquetamiento, pero los cromosomas también se asocian 
con otras proteínas y moléculas de RNA implicadas en la expresión génica, en la replicación: 
y en la reparación del DINA. 
Las bacterias normalmente tienen todos sus genes en una sola molécula de DNA, a 
menudo circular (véase la Figura 1-29), que también se asocia con proteínas (gunque di- 


ferentes de las de las células eucariotas) que condensan el DNA. Aunque frecuentemente : 


a este conjunto se le denomina el “cromosoma” bacteriano, no tiene la misma estructura 
que los cromosomas de las células eucariotas; conocernos peor la forma en que se empa- 
queta el DNA de la célula bacteriana, siendo aún menos conocida la forma en que se em- 


paqueta el DNA en las arqueobacterias. La descripción que se hará en este capítulo de la 


estructura del cromosoma, se centrará únicamente en los cromosomas de las células 
eucariotas. 

Las células humanas, con excepción de las células germinales (como se expone en el 
Capitulo 21) y algunas células muy especializadas que no pueden reproducirse y que no tie- 
nen DNA fp. ej, los glóbulos rajos). contienen dos copias de cada cromosoma, una hereda- 
da de la madre y la otra del padre. Los cromosomas materno y paterno de una pareja se 
denominan cromosomas homólogos. La única pareja de cromosomas no homólogos es la 
de los cromosomas sexuales en los machos, de los cuales un cromosoma Y es heredado del 
padre y un eromosorna X de la madre. Así pues, cada célula humana tiene 46 cromosomas: 
22 pares son comunes para hombres y mujeres, los otros dos se denominan cromosoma se- 
xuales (X e Y en hombres y dos X en mujeres). La hibridación de DNA es una técaica me- 
diante la cual se ulliza como “sonda” una cadena de ácido nucleico marcada para localizar 
una cadena complementaria, tal y como se describirá detalladamente en el Capítulo 8. Esta 
técnica puede utilizarse para distinguir los cromosomas humanos, “pintando” cada uno de 
ellos de un color (Figura 4-10). La tinción de los cromosomas se realiza en la fase del ciclo 
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celular Hlamada mitosis, en la que los cromosomas están condensados al máximo y son fáci- 
les de visualizar (véase más adelante). 

Otro de los métodos tradicionales que permite distinguir unos cromosomas de otros se 
basa en utilizar colorantes que producen un llasnativo y fiable patrón de bandas caracteris- 
tico alo largo de cada cromosoma rnitótico (Figura 4-00. El fendamento estructural por el 
cual se originan las bandas no se conoce muy bien. Sin embargo, el patrón de bandas de ca- 
da cromosoma es única y permite que cada uno de los cromesomas htenanos pueda ser 
idernificado y numerada. 
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Figura 4-10 €l conjunto completo de 
cromosomas hunanos Aislamiento de los 
cromosomas desun hombes a parir de una 
célula que estaba diridiendao su núdeo 
trrátosis), por lo gue se encontraban muy 
compactados. Cada cromosonta ha sido 
“pintado” de un color diferente que permite 
su identificación sin ambigóedades bajo 

el reícroscopía óptico, La tinción de los 
cromosomas se ha realizado expodiendo los 
cromosomas a una colección de moléculas 
de DNA acopladas a una combinación de 
colorares fuorescentes. Por ejemplo, las 
moléculas de DONA derivadas del cromosoma 
ise han marcado con una combinación 
específica de colorante, las del cromosoma 2 
con otra, etc. Debido a que el DAA marcado 
sólo puede formar peres de bases, o hibridar, 
con el cromosoma del que deriva (véase el 
Capitulo 8], cada cromosoma tiene un 
marcaje diferente, En estos experimentos los 
cromosomas son sometidos a tratamientos 
que separan la dobíe héfice del DNA en 
cadenas individuales, a fin de permitir el 
apareamiento de sus bases con el DNA de 
cadena simple marcado, al nismo tdermpo 
que mantienen la estructura del crornosoma 
relativamente intacía, (4) Los cromosomas 
tal como se ven, desortienados, a partir de la 
cétula lisada, (8) Los mismos cromosomas 
alineados y ordenados artificialmente. Esta 
disposición ordenado de los cromosomas 

se denomina cariotipo, (De E, 5chróck er al, 
Science 273:494-497, 1996, Con la 
autorización dle AAAS) 


Figura 4-13 Patrón de bandas de los 
cromosomas humanos. Los cromosomas 
del 1 al 22 se han numerado según el orden 
aproximado de su tamaño, Una célula 
somática humana normal (es decir, no 
germinal) contiene dos de cada uno de 
estos cromosomas, además de los dos 
cromaosornas sexuales: dos cromosomas X 
stes una hembra; un Xy un Y si es Un varón, 
Los cromosomas utilizados para hacer estos 
mapas fueron teñidos en una fase inicial de la 
mitosis, cuando los cromasamas no estaban 
condensados por completa, La lnea 
horizontal roja representa la posición del 
centrómero (vésse la Figura 4-21), que 
aparece como una constricción en los 
cromosomas mitóticos. Las protuberancias 
rojas en los cromosomas 13, 14,15, 21 y 22 
indican le posición de los genes que codfican 
los RNA ribosómicos grandes (véase el 
Capítulo 6), Estos patrones se han obtenida 
mediante Gnción de los cromosomas con la 
solución de Glernsa y pueden observarse con 
el roicroscopio óptico. (Para rácrografias 
véase la Figura 21-18, adaptado de U. Franke, 
Cytogener. Cell Genet. 31:24-32, 1981_Con la 
autorización de Korger) 
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Figiira 4-12 Crorcosoma humano aberrante. (4) Dos parejas de cromeosornas, teñidos con 
Giemsa (véase la Figura 4-11), de un enfermo de ataxía, enfermedad que se caracteriza por 
un deterioro progresivo de la destreza motora. En el enfermo, el par cromosómico 4s (par 
de la izquierda) es normal, pero tiene un cromosoma 12 normal y el otro aberrante, como 
puede apreciarse por su mayor longitud (par de la derecha). El material adicional que tiene 
el cromosoma 12 aberrante (corchete rojo), corro puede dedudrse de su patrón de bandas, 
es una copia de un fragmento del cromosoma 4 que se ha fusionado con el cromosoma 
12, en un proceso de recombinación anormal denominada translocación cromosómica. 

(8) Los mismos pares cromosómicos coloreados, en rojo el DNA del cromosoma 4 y en 

az ek del cromosoma 12. Ambas técnicas conducen a la misma conclusión respecto 

ala naturaleza del cromosoma 12 aberrante, pero la tinción cromosómica ofrece ima 
mejos resolución y permite la identificación de fragmentos cromosómicos que se har 
translocado, No obstante, la tinción con Giemsa es más fácil de realizar. (Adaptado 

de E Schrócicet al, Science 273494497, 1936. Con la zutorización de BAAS) 


El aspecto que muestran los 46 cromosomas humanos en la mitosis recibe el nombre de 
cariotipo. Los carmbios en el patrón de bandas o en el patrón de tinción de los cromosonias 
permiten detectar la pérdida de una parte de un cromosona o el desplazamiento de trozos 
de un cromosoma a otro (Figura 4-12). En citogenética se utilizan las alteraciones en el pa- 
trón de bandas para detectar anomalías cromosómicas asociadas can algunos defectos ge- 
néticos, así como para caracterizar ciertos tipos de cáncer asociados a reordenamientos 
cromosómicos específicos en células somáticas (se describirá en el Capítulo 20). 


Los cromosomas contienen largas tiras de genes 


Los cromosomas contienen los genes, es deciz, las unidades funcionales de la herencia. Un gen 
se defíne habituahmente como un segmento de DINA que contiene las instrucciones para fabri- 
car una determinada proteína (o un grupo de proteínas que están muy estrechamente relacio- 
nadas entre sí). Á pesar de que esta definición la cumplen la mayoría de genes, existe mn 
porcentaje de genes cuyo producto final es una molécula de RNA en lugar de una proteína, igual 
que las proteínas, estas mojéculas de RNA desempeñan diversas funciones estructurales y cata- 
líricas en las cétulas, aspectos que se tratarán de forma más detallada en posteriores capítulos, 

Como era de esperar, existe cierta correlación entre la complejidad de un organismo y el 
número de genes de su genoma [véase la Tabla 1-1, p. 18). Por ejeraplo, algunas bacterias 
simples contienen sólo 500 genes, comparado con los cerca de 25.000 de los humanos. Las 
bacterias y algunos organismos eucariotas unicelulares, como las levaduras, tienen 10 ge- 
noma especialmente compactado, la secuencia completa de sus genomas pone de mani- 
fiesto que las moléculas de DNA de sus cromosomas son poco más que simples hileras de 
genes intensamente empaquetadas (Figura 4-13). Por otro lado, los cromosomas de mu- 
chos eucariotas (inchuyendo los humanos) contienen, además de los genes, una gran cand- 
dad de DNA intercalado, que parece no contener información relevante. A veces, se le ha 
denominado "DNA basura" para expresar el hecho de que no se ha demostrado su utilidad 
para la célula y que, por la particularidad de su secuencia de nucleótidos, la mayoría de este 
DNA podría no ser importante. Sin embargo, parte de este DNA es crucial para la correcta 
expresión de ciertos genes, como describiremos de una forma más detallada, 

Debido a las diferencias en la cantidad de DINA intercalado entre los genes, el tamaño 
del genoma puede variar mucho (véase la Figura 1-37). Por ejemplo, el genoma humano es 
209 veces mayor que el de la levadura S. cerevisiae, pero unas 30 veces más pequeño que el 
de algunas plantas y anfibios, y 200 veces más pequeño que el de las amebas. Además, en ge- 
pomas de organismos similares (p. ej. el pez óseo) 5u contenido en DNA puede ser centerna- 
res de veces diferente, lo cual es debido al DINA en exceso que contienen aunque tengan 
aproximadamente el mismo número de genes. A pesar de la presencia de DNA en exceso, 
parece claro que tenerlo en grandes cantidades no supone ningún obstáculo para las células 
eucariotas superiores. 


9,5% del DNA del genoma de la levadura 


Figura 4-13 Organización de los genes en 
el genoma de $. cerevisiaz. S, cerevisiones 4 
una jevadura ampliamente utllizada para 
hacer cerveza y pan. El genoma de esta 
levadura está distribuido en 36 cromosomas. 
Se ha seleccionado arbitrariamente una 
pequeña región de un cromosoma para, 
mostrar la gran densidad de genes 
característica de estas especies. Como se 
indica en rojo pálido, algunos genes sor 
transcritos de la cadena inferior, mientras que 
ovros lo son de la cadena superior El genoma 
completo contiene alrededor de 6300 genes, 
comeniendo algo más de 12 millones de 
pares de nucleótidos. (Para ver el gran 


'empaquetamiento de los genes del genoma 


en una bacterla con 4,6 millones de 
nucleótidos de largo, véase la Figura 1-29.) 
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La distribución del genoma en los cromosomas de las diferentes especies eucardotas 
tarabién es diferente. Por ejemplo, en comparación con los 46 cromosornas de las células 
somáticas humanas, las de los pequeños cérvidos sólo tienen 6, mientras que las de especies 
de carpa tienen más de 100. Igualmente, especies muy próximas entre sí que denen un ge- 
noma de tamaño similar, pueden presentar un número y ima dimensión de cromosomas 
diferente (Figura 4-14). Así pues, no existe ninguna relación directa entre el número de cra- 
mosornas, la complejidad de las especies y el tamaño del genorna. Más bien da la impresión. 
de que cada uno de los genornas y de los cromosomas de las especies actuales hayan surgí- 
do per tn proceso histórico de acontecimientos genéticos único, realizado al azar y sorne- 
tido a las presiones ejercidas porla selección a lo largo de la evolución. 


La secuencia de nucleótidos del genoma humano muestra 
cómo están organizados nuestros genes 


En el Capítalo 1 hemos mostrado, en términos generales, cómo se leg y $e utiliza la beformna- 
ción del DINA para construir proteínas a través de intermediarios de RNA. (véase Figura 1-4). 
En 1999 fue posible apreciar por primera vez cómo se orgenizan los genes a lo largo de un 
cromosoma en los vertebrados Figura 4-15). En la actualidad con la publicación del “pri- 
mer esbozo” del genora humano completo en 2001, y la “finalización” de la secuenciación 
del DNA en 2004, está disponible la información genética de todos los cromosomas huma- 
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Figura 4-14 Dos especies de céreidos 
estrechamente relacionadas, con tun húmero 
decromosomas muy diferente. Durante la 
evolución en el demo mundac indio se han 
fusionado cromosomas que inicialmente 
estabian separados, sin que esto afecte 
prácticamente al animal Las dos especies 
tienen aproximadamente el mismo número 
de genes (Adaptado de M.V4, Strickberger, 
Evolution, 3. edición, 2000, Sudbury, MÁ: 
Jones € Barriest Publishers) 


Figura 4-15 Organización de los genes en un 
cromosoraa hurano. (4) El cromosoma 22, 
tno de los cromosomés humanos más 
pequeños, contiene 48 x 10% pares de bases 

y constituye el 1,59 del genoma humano, 

La mayor pane del brazo izquierdo del 
cromosoma 22 está constituida por secuencias 
de DINA cortas y tepetidas que están 
empaquetedas de una forma particular 
Iheterocromatina), como se describirá al final 
de este capitulo, (B) Arephiación 6:10) de un 
fragmento del cromosoma 22 que contiene 
alrededor de 40 genes. En marrón oscuro $e 
indican los genes conocidos y en rojo los 
predecibles. (() Región ampliada de 8 en la 
que se muestra el tamaño total de algunos 
genes, (D) Disposición de intrones y exones de 
un gen normal después de ampliar 10 veces el 
segrñento indicado. Cada exón frojo) codifica 
una porción de la proteína, en cambio el DONA 
delos intrones (grisj es relativamente poco 
ireportante, como se analiza en detalle 

enel Capítulo 6, 

Elgenama humano (3,2 x 10? pares de 
hucleótidos) contiene toda la información 
genética correspondiente a nuestra especia, 
Casi la totalidad de este genorna está 
distribuido en 22 cromosornas autosómmicos y 
2eromosormas sexuales (véase las Figuras 4-10 
y 4-41) contenidos en el interior del míciea, 
óna pequeña parte del genorna humano 
(16,589 pares de nucleótidos con múltiples 
copias en cada célula) se encuentra en la 
mitocondila (introducida en el Capítulo 1 y 


" descrita en detalle en el Capitulo 14), El término 


secuencia del gencia humono hace referencia 
a la secuencia completa de nucleótidos del 
DNA de los 24 cromosomas nucleares y de la 
anftocondria. Las células sornáticas, al ser 
diploides, contienen cerca del doble de esta 
cantidad de DNA, o 6,4 x 10% pares de 

, hudeóbtidos cuando no se están duplicando 
sus cromosomas preparando la división celtidac 
tádaptado de international Human Geñórne 
Sequencing Consortium, Nature 409:860-971, 
2001. Con ta autorización de Macmillan 
Publishers Ltd) 


ps 
Lo 


206. — Capítulo 4: DMA, cromosemas y genomas 


nos. La cantidad de información proporcionada per el Proyecto Genoma Humano es aso 
brosa (Figura 4-16 y Tabla 4-1). En el momento culminante, este proyecto generaba se- 
Cuencias de nucleótidos a una velocidad de 1006 nucleótidos por segundo. Serán necesarias 
varias décadas para que esta información sea analizada totalmente, a pesar de lo cual ya ha 
estimulado la realización de nuevos experimentos que han influido en el contenido de todos 
los capítulos de este líbro. 

La primera característica que llama la atención del genoma humano es que una parte 
muy pequeña de su DNA (un porcentaje muy bajo) codifica proteínas (Figura 4-17). La ma- 
yor parte del DNA restante lo forman fragmentos de secuencias cortas de DNA, móviles, que 
$e han insertado en los cromosoraas durante la evobución. Estos elenentos transponibles se 
batarán más detalladamente en capítulos posteriores. 

La segunda característica destacable del genoma humano es el enorme ftemaño que tie- 
pen sus genes por término medio tunos 27.000 pares de nucleócdos). Como hemos indica- 
do, un gen normal contiene la información de la secuencia lineal de los axminoácidos que 
constituyen una protelaz Para la fabricación de tna proteína de temaño medio (unos 430 
amincácidos en humanos) son necesarios 1300 pares de mucleóridos. La mayor parte del res- 
ta del DINA de un gen consiste en largas extensiones de DINA no codificante que interrum- 
pen los segmentos relativamente cortos que codífican las proteínas, Como se explicará en 
detalle en el Capítulo 6, las secuencias codificantes se denominan exones y las secuencias 
intercaladas no codificantes se llaman intrones fvéase la Figura 4-15 y la Tabla 4-1). La ma- 
yoría de los genes humanos constan, pues, de largas ristras de exones e intrones dispuestos 
alternativamente. En cambio la mayoría de genes de los organismos con genomas compac- 
tos no tenen intrones. Esto justifica que estos genes sean más pequeños (alrededor de una 
veinteava parte de las de los humanos) y que sus cromosomas tengan una mayor propor- 
ción de DNA codificante. 

Además de los intrones y exones, cada gen está unido a secuencias de DIVA reguladoras, 
las cuales son las responsables de asegurar que un gen se active o desactive en el momento 
preciso, se exprese en el nivel apropiado y sólo en el tipo de célula apropiado. En los huma- 
nos, las secuencias reguladoras de un gen normal ocupan decenas de miles de pares de nu- 
cleótidos, Como era de esperar, estas secuencias están más comprimidas en los organismos 
que tienen un genoma compactado. La forma de funcionar de las secuencias reguladoras se 
trata en el Capítulo 7. 
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Núrnero de genes aproximadamente 25.000 

Gen más grande "24 Xx 105 pares de nude de 
Tamaño medio de urgen 27.000 pares de ñucfeótidos do 
Número mínimo de exones por gen - ] E AS 
Núrsero máximo de exones por gen 178. 

Promedio de exones por gen A AE E 

Tamaño del exón más grande  N7.306 parés de nu 0 
Tamaño medio de tos exones 145 pares de nucleóti os 
Número de pseudogenest. más de 20,000 A 


Porcentaje de la secuencia de DNA en exones 
(secuencias que codifican proteínas) 1,5% 


Porcentaje de DNA en otras secuencias altamente conservadas t** 3,5% de 
Porcentóje de DNA en elementos de copía altamente repetida 50% aproximadamente 


*Se conoce de forme precisa la secuencia de 2850 raillones de nucleótidos fcon un error de alrededor de 
uno por 100.009 nucleótidos), £l resto del DNA consiste esencialmente en secuencias cortas repetidas en 
tándern, Cuyo número de repeticiones varía entre individuos, 

* Un pseudogén es una secuencia de nucleóridos muy parecida a la de un gen funcional, pero que 
contiene muchas miuraciones que evitan su expresión adecuada. La mayoria de pseudogenes han susgido 
de la dupiicación de un gen Funcional que posteriormente ha acumajado mutaciones nocivas en 

una CopHa. 

> Regiones funcionalmente conservadas; entre ellas DNA que codifica UTR S'y 3' (regiones no traducidas), 
RNA estructurales y funcionales y regiones conservadas del DNA de unión a proteínas. 


Figuera 4-16 Escala del genoma humana. 
Sicada par de nucteótidos ocupara 1 ram 
come en el esquerna (A), el genoma humana 
tendría una longitud de 3200 ken, longitud 
que coreesponde a la extensión del centro de 
África, lugar del origen del hamire línea roja 
en Bj Aesta escala, cada 130 m habria ua 
gen que codifica una proteína y el tamaño 
medío de ua gen sería de 30 metros, pero 

las secuencias codificantes de este gen sólo 
corresponderían a poco riás de un metro, 
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Finalmente, la secuenciación del genousa hurano ha puesto de manifiesto que la ln- 
formación crítica para generar un ser humano parece estar inmersa en un alarmante estado 
de desorden. Un comentarista describió nuestro genoma de la siguiente forma: "De alguna 
manera puede parecer nuestro garaje/ habitación /nevera/vida: ez xtremadamente individua- 
lista, pera descuidado; con pocas evidencias de organización, mucho desorden acumulado, 
lleno de “desperdicios”, prácticamente no se ha tirado nunca nada y parece que los pocos 
elementos realmente valiosos han sido distribuidos por todas partes de forma indiscrimi- 
nada y descuidada”, 


La comparación del genoma revela secuencias de EN: 
conservadas evolutivamente 


El hecho de que probablemente una gran parte del genoma no sea importante, es el mayor 
obstáculo para la interpretación de la secuencia de nucleótidos de los cromosomas huma- 
nos. Adernás, las regiones codificantes del genoma (los exones) constituyen segraentos cor- 
tos (de un tamaño medio aproximado de 145 pares de bases) flotando en un mar de DINA 
cuya secuencia es poco trascendental. Esta disvibución dificulta mucho la identificación de 
todos los exonaes de la extensa secuencia de DNA; pero todavía resulta más difícil determinar 
dónde empieza y dónde termina un gen y cuántos exones lo forman exactamente. 

En la identificación gérica precisa es necesario realizaz aproximaciones que incorpo- 
ren información inherente de la baja relación entre la señal y el ruido de fondo en el genoma 
humano. Describiremos algunas de ellas en el Capítulo 8. Aquí súlo trataremos una aproxi- 
mación general, basada er) la observación de que las secuencias funcionales se han conser- 


vado relativamente durante la evolución, mientras que las que no tienen: función son libres. 


de tener autaciones al azar, Esta estrategia consiste en comparar la secuencia humana con 
las regiones correspondientes de un genoma relacionado, como por ejemplo el de ratón, Se 
cree que los humanos y los ratones se empezaron a separar de un mamífero ancestral CO- 
múa hace unos 80 x 10% años. Este periodo es suficiente para que la mayoría de los mucleó- 
tidos del genoma hayan podido experimentar procesos de mutación al azar. De mado que 
las únicas secuencias que se han mantenido similares en los dos genomas son aquellas que 
al ser afectadas por mutaciones podían haber dañado su funcionalidad y provocar que los 
animales portadores estuvieran en desventaja y fueran eliminados de la población por se- 


lección natural. Estas regiones tan similares se conocen por lo general como regiones con- 


servadas. Las reglones conservadas incluyen los exones funcionalmente importantes y las 
secuencias de regulación del DNA. Por el contrario, las regiones no consernadas Corespon- 
den al DINA cuya secuencia no parece ser crítica para su funcionalidad. 

La potencia de este método se puede aumentar coroparando nuestro genoma con el de 
otros añímales cuyos genoraas han sido completamente secuenciados, como la rata, el po- 
Ho, el chimpencé y el perro. El estudio comparativo de las secuencias de DNA revela los re- 
sultados de un larguísimo “experimento” natural, levado a cabo durante cientos de millones 
de años, y ha permitido identificar las regiones del genoma que son más interesantes. Las 
comparaciones revelan que aproximadamente el 5% del genorna humano consiste en se- 
cuencias conservadas en varias especies, como se detalla hacia el final de este capítulo. Sor- 
preadentemente, sólo un tercio de estas secuencias codifican proteínas. Algunas de laz 
secuencias no codificantes conservadas corresponden a grupos de lugares de tunión a pro- 
teíras iiplicados en la regulación génica, mientras que otras producen moléculas de RNA 
que no se traducen a proteína. Pero la función de la mayoría de estas secuencias sigue sien- 
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Figura 4-17 Representación de la secuencia 
de nucieotidas contenida en el genorna 
humano completamente secuenciado. Los 
UNE, SINE, elementos semejantes a retrovinas 
y atransposones de ONA, son elementos 
genéticos móviles que se han multiplicado 
en nuestro genarna por automeplicación e 
inserción de las nuevas copias en posiciones 
diferentes, Los elementos génicos móviles 
son tratados en el Capitulo $ (véase la Tobía 
53,0. 318). Las secuencias repetidas sencillas 
son secuencias cortas (menos de 14 pares de 
nucleótidos) repetidas varias veces y que 
forman largos segmentos. Las duplicaciones 
segmentales son extensos bloques del 
genorna (1000-200.000 pares de nucleótidos) 
que están presentes en dos o más posiciones 
del genoma. Los bloques de DNA más 
repetidos en la heterocromatina aún no han 
sido secuenciados, por lo tanto, cerca del 
10% de las secuencias de DMA 

no están representadas en este diagrama. 
(Datos par cortesía de E Margulies) 
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Figura 4-18 Historia propuesta de la 
evolución del cromosoma 3 humano 
y su equivalente en otros marnileros. 
(4) Se indica el orden de los segmentos del 
crornosoma 3 que hipotéticamente estaban 
inversión más presentes en el cromosoma de un mamifera 
porta a antepasado (sombreado en amarillo). 
ado También se indican: los cambios mínimos 
5 necesarios para explicar la formación de cada: 
í uno de los tres cromosomas actuales a partir 
de este antepasado, A esta resolución, 
los cromosomas actuales de los humanos 
| y de los simios de África son idénticos. Los 
A 


CROMOSOMA ANCESTRAL 


DINA ancestral del 
cromosoma 3 
humano 


DNA, ancestral del 2 inversiones | 


cromosoma 24 
humano 


escisión 


ta) 


p 
| drautos pequeños indican la ubicación 
ea delos centrómeros entos cromosomas 
E Ea Adore actuales, Se considera que en los mamíferos 
37 los procesos de escisión e inversión que 
pS conducen a cambios en la organización 
cromosoma de los cromosomas ocurren una Yez 


humana 21 cada 5-10 x 10% años. (B) Algunos de los 
35 experimentos de tinción de cromosomas 
humano que han contribuido a la elaboración del 
n= 1 Tr AA diagrerna (A). Cada imagen muestra el 


cromosoma más estrechamente relacionado 
con el crornosoma 3 humano, teñido de verde 
mediante hibridación con diferentes 
segmentos de DNA. Las letras 2, b,cy d 
situadas enla parte inferior de la imagen se. 
corresponden con los segmentos coloreadas 
del esquerna (AL (De 5. Múlier et al, 

Proc. Nati Acad. Sa US. A. 97206211, 2000, 


ñ Con la autonzación de National Academy 
de desconocida. Este descubrimiento inesperado ha llevado a los científicos a conciuk que of Sciences) 


comprendemos menos de lo que imaginábamos sobre la biología celular de los vertebrados. 
Ciertamente, hay enormes oportunidades para que se produzcan nuevos hallazgos y todavía 
tenemos que esperar más sorpresas en el huturo. 
Estadios cormparativos de este tipo han puesto de manifiesto que no sólo los humanos 
y otros mamiferos compartimos la mayor parte de los mismos genes, sino también que 
grandes bloques de ruestros genomas contienen estos genes dispuestos en el mismo orden, 
característica denominada sintenia conservada. En consecuencia, grandes bloques de nues- 
tro genoma se pueden reconocer en otras especies. Esto permite utilizar la técnica de tinción 
de cromosomas para reconstruir la historia evolutiva reciente de los cromosomas humanos ña 
(Figura 4-18). 
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Figura 4-19 Una visión simplificada del ciclo celular eucariota. Durante la interfase, la célula expresa activamente sus genes y sintetiza 
proteínas. Todavía durante la interfase, antes de la división celular, el DNA se replica y cada cromosoma se duplica produciendo dos 
cromosomas hermanos estrechamente apareados (aquí se ilustra una célula con sólo dos cromosomas). Cuando se ha completado la 
replicación del DNA, la célula puede entrar en la fase M, en la que tíene lugar la mitosis y eh núcleo se divide en dos núdeos, Durante 
esta fase los cromosomas se condensan, se rompe la envoltura nuclear y se forma el huso mitótico a partit de microtúbulos y de otras 
proteínas. Los cromosomas condensados son capturados por el htso mitótico y se estira un juego completo de cromosomas hacia cada 
uno de los extremos de la célula separando cada par de cromosomas hijos. En torno a cada Juego de cromosomas se forma una nueva 

" envoltera nudear y, en le etapa final de la fásé M, la célula se divide generando dos células hijas. La mayor parte del ciclo celular Ez 
corresponde a la interfase; en comparación la fase M es breve, en muchas células de mamífero dura aproximadamente una hora, 
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A lo largo de la vida de una célula los cromosomas adoptan 
diferentes estados 


Heros descrito cómo los genes se distribuyen en los cromosomas, pero para formar un cro- 
reosoma foncional, una molécule de DNA debe ser capaz de hacer elgo 2ás que simple- 
mente contener genes: tiene que ser capaz de replicarse y las copies replicadas tienen que 
separarse y ser distribuidas fielmente entre las células hijas en ceda división, Este proceso 
tiene lugar a través de une serie de etapas ordenadas que en conjunto se conocen con el 
nombre de ciclo celular, en el cual se produce tna separación temporal entre la duplicación 
de los cxomosornas y su segregación en las dos células hijas. El ciclo celular se ha resumido 
brevemente en la Figura 4-19 y es tetado con más detalle en el Capítulo 17, En este capít- 
lo solarsente nos interesan ciertas etapas del ciclo celular. En la interfase los cromosomas se 
duplican y durante la mitosis se empequetan densamente y después se separan y se distri- 
buyen en los dos núcleos de las células hijas. Los cromosomas altamente condensados de les 
células en división se conocen como cromosomas mitóticos (Figura 4-204). En esta situa- 
ción, los cromosomas son más fáciles de observar, de hecho todas las imágenes de cromo- 
somas mostradas alo largo de este capítulo son cromesomas mitóticos. Durante la división 
celular este estado condensado de los cromosomas mitóticos es importante para la separa» 
ción precisa de los cromosomas duplicados mediante el huso mitótico, como veremos en el 
Capítulo 17. 

Durante el periodo del ciclo celular en el que la célula no se está dividiendo, los cromo- 
sommas están extendidos y buena parte de su cromatiaa forma tna larga, fina y enmarañada 
hebra dentro del núcleo. Por este motivo, los cromosomas no pueden distinguirse con faci- 
lidad durante este periodo (Figura 4-20B). En este estado descondensado, los cromosomas 
se denominan cromosomas interfásicos, Dado que las células están la mayoría del tiempo en 
interfase, momento en que su información genética es leída, los cromosornas son de mayor 
interés para los biólogos cuendo son visibles. 


Cada molécula de DNA que forma un cromosoma lineal debe 
contener uni centrómero, dos telómeros y orígenes de replicación 


Un cromosoma actúa como una unidad estructural diferenciada: para que cada célula hija 
reciba una copia en tada división celular, cada cromosoma tiene que ser capaz de replicar- 
se, y las copias replicadas deben separarse y repartirse correctamente entre las dos células 
hijas. Estas fumciones básicas están controladas por tres tipos de secuencias de DINA espe- 
cializadas que se encuentran en todos los cromosomas de las células eucariotas, a cada una 


de estas secuencias se unen proteínas específicas que guían la maquinaria que replica y se- - 


gregalos cromosomas (Figura 4-21), 


. 2909 


Figura 4-20 Comparación entre 

la cromatina interfásica extendida 

yla cromatina del cromosoma mitótico, 
(4) Hlectiromicrografía de un cromosoma 
mitólico: Un cromosoma duplicado 
condensado en el que los dos nuevos 
cromosomas aún están unidos (vésse la . 
Figura 4-21, La zona constreñida indica 

la posición del centrómeno, descrito en la 
Figura 4-21. (E) Hectromicrografía que 
imtsestta ua enorme ovillo de cromatina 
saliendo de un núcleo inverfásicolisado. 
Obsérvese la diterendia de escala. lA, convesta 
de Terry O. Aller B, cortesía de Victoria Fo0) 
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INTERFASE MITOSIS _ INTERFASE Figura 4-21 Los tres elementos de 
E ES 4 : eri i 
secuencia de DNA necesarios para producir 
un cromosarmaa eucariota que pueda ser 
replicado y segregado en la mitosis. 
Cada cromosorna tiene varñíos orígenes de 
replicación, un centrómero y des telómeros, 
Se muestra esquemáticamente la secuencia 
de procesos que sigue un romosoma 
normal durante el ciclo celular. El DINA se 
replica en la interfase iniciándose el proceso 
enlos orígenes de replicación y continuando 
en ambos sentidos a lo targo de todo el 
cromosoma. En la fase Mi, el centrórgero une 
los cromosomas duplicados al huso fhitótico 
de forma que se distribuye una copía del 
cromosorne a cada célula hije durante la 
: mitosis, El centrómero tembién ayuda a 
C : fragmento del mantener juntos los cromosomas hasta que 
Nel : huso mitótico cromosomas están listos para separarse. Los telórneros 
E SS duplicados en forman capuchas especiales en cada 
AE células separadas exuemo del cromosoma. 


ía teiómero —1H 


ue origen de 
boa replicación 


DAA 


RT CO AO 


ae 


! Experimentos realizados en levaduras, cuyos crornosomas son relativamente pequeños 
do y fáciles de manipular, han permitido identificar la secuencia mínima de estos elementos 
E responsables de cada una de estas funciones. Un tipo de secuencia de nucleótidos actúa 
ba como un origen de replicación del DNA, lugar donde se inicia la replicación del DNA. La 
e mayoría de los cromosomas de las células eucariotas contienen muchos orígenes de repili- 
E cación, la que asegura que todo el cromosorpa se dese ad con rapidez, como se describirá 
a más detalladamente en el Capítulo 5, 
qee Después de la duplicación, los dos cromosomas hermanos permanecen unidos entre sí 
y a medida que va progresando el ciclo, se van condensando hasta convertirse en los cro- 
mosomas mitóticos. La presencia de ima segunda secuencia especializada de DNA, denori- 
nada certrómero, permite que cuando tna célula se divide, cada copia de un cromosoma 
pá replicado sea arrastrada a cada una de las células hijas. En el centrómere se forma un com- 
plejo de proteínas denominado cinetocoro, que une las cromosomas duplicados al huso y Ía- 
cilita su posterior separación (véase el Capítulo 17). 

La tercera secuencia especializada de DNA, denominada telómero, se localiza en cada 
uno de los dos extremos de un cromosoma. Los telómeros contienen secuencias de nucleó- 
tidos repetidas que permiten la replicación eficiente de los extremos de los cromosomas. Los 
Qu telómeros tienen otra función: las secuencias repetidas del telámero, junto con las regiones 
colindantes, forman estructuras que protegen el extremo de ser confundido por las células 
como una molécula de DINA rota que necesita ser reparada. Este tipo de reparación y la es- 
tructura y función de los telóxaeros se tratan en el Capítulo 5. 

En las células de levadura, las tres tipos de secuencias necesarios para que un cromioso- 
ra se transmita son relativamente cortas (por lo general tienen menos de 1000 pares de 
ca bases cada una), por lo que sólo utilizan una pequeña fracción de la capacidad total de al- 
macenamiento de información del cromosoma. Aunque las secuencias teloméricas son bas- 
a tante sencillas y cortas en todos los eucariotas, las secuencias de DNA que forman los 
Eo centrómeros y los orígenes de replicación son más largas en los organismos más complejos 
PA que en la levadura. Por ejemplo, ciertos experimentos sugieren que los centrómeros huma- 
nos tienen más de 100.000 pares de nucleótidos y podrían no necesitar una cadena de DNA, 
con ima secuencia definida de nucleótidos. En cambio, corno vereraos más adelante en es- 
te capítulo, parece que consisten en una gran estructura ácido nucleico-proteína repetida 
regularmente, que se puede heredar cuando el cromosoma se replica. 


A 


Las moléculas de DNA están altamente condensadas 
en los cromosomas 


Todos los organismos eucariotas tienen mecanismos 'especiales que ermpaquetan su DNA 
en cromosomas. Por ejemplo, si los 48 millones de pares de nucleótidos de DNA del Cromo" 
sora humano 22 pudieran disponerse en una larga doble hélice perfecta, la molécula ten- 
- dría alrededor de 1,5 centímetros extendida de punta a punta En cambio el cromosoma 22 
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en rujtosis sólo tiene una longitud de unos 2 pro. (véase las Piguras 4-10 y 4-11), lo que repre- 
senta una compactación longitudinal de cerca de 10.000 veces. Esta proeza la llevan a cabo 
proteínas que van enrollando y plegando progresivamente el DINA en niveles de organiza- 
ción cada vez de orden superior, Aunque mucho raenos condensado que los cromosomas 
mitóticos, el DNA de los cromosornas interfásicos humanos también está ernpaguetado, con 
un grado medio de compactación de aproximadamente 500 veces (la longitud de la hélice de 
DINA de un cromosoma, dividida entre la longitud de punta a punta de ese eromosoma). 

Al leer esta sección es importante tener presente que los cromosomas son estructuras 
dinámicas. Hemos visto que cada crornosomna se condensa en un grado inusual en la fase M 
del ciclo celular. Aunque mucho menos visible, pero de un enorme interés e importancia, al- 
gunas regiones específicas de los cromosomas interfásicos se descondensan de forma que 
las células pueden tener acceso a secuencias especificas de DNA para la expresión de genes 
y la reparación y replicación del DINA, y luego se recondensan cuando estos procesos se han 
completado. El empaquetamiento de los cromosornas dene que producirse de tal forma que 
permita localizar rápidamente las demandas de acceso al DNA. En las siguientes secciones 
trataremos sobre las proteínas especializadas que hacen posible este empaquetamiento. 


Los nucteosomas son una unidad básica de la estructura 
de la cromatina 


“Tradicionalmente las proteínas que se unen al DNA de los cromosomas eucariotas se clasi- 
fcan en dos grupos: las hístonas y las proteínas cromosómicas no-histornas. El complejo for- 


mado por el DINA cromosómico y las dos clases de proteínas se denomina cromatina, Las. 


histonas están presentes en grandes cantidades (alrededor de 60 millones de moléculas de 
cada tipo por célula humana), de forma que en la cromatina la masa total de histonas es 
aproximadamente igual a la del DNA. 

Las histonas son responsables del primer y más básico nivel de empaquetamiento del 


croraosoma, el nucleosoraa, un complejo proteína-DNA descubierto en 1974, Cuando Jos. 


núcleos interfásicos se fragmentan stavemente y se examina su contenido al microscopio 
electrónico, la roayor parte de la cromatina se encuentra formando una fibra de un diámetro 
aproximado de 30 nun (Figura 4-224). Siesta cromatina se somete a tratamientos que la des- 
condensen, es posible veria al microscopio electrónico como una serie de “cuentas de collar” 
(Figura 4-22B). El callar es el DNA y cada una de las cuentas es el "núcleo de una partícula 
nucleosomal” que está formado por DNA que envuelve el núcleo de proteínas formado por 
historias. <ACTC> 

La organización estructural de los nucleosomaes se determinó después de aislarlos a 
partir de cromatina descondensada, por digestión con un tipo de enzimas (denominadas 
nucleasas) que rompen el DNA cortándolo entre los nucleótidos. Tras una digestión suave, el 
DNA expuesto ubicado entre los núcleos de las partículas nucleosomales, el DNA espacia- 
dor, es degradado, Cada nucleosoma está formado por un complejo de ocho proteínas his- 
tonas dos moléculas de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4- y un DNA de dable 
cadena de 147 pares de bases, El octámero de histonas forma un núcleo de proteínas alrede- 
dor del cual se enrolla el DNA de doble cadena (Figura 4-23), 


(y 
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Figura 4-22 Nucleosomas observados 


con el microscopio electrónico. (A) Al 
microscopio electrónico, la cromatina aislada 
directamente a partir de un núcleo 
intesfásico aparece como una bbra de 30 nm 
de diámetro, (B) Esta electromicragrafía 
muestra una cierta longitud de cromatina 
que después del aislamiento ha sido * 
desernmpaquertada o “descondensada” 
experimentalmente, para poder observar 

los nudeosornas. (A, Cortesía de Barbara 
Hamlalo; B, cortesía de Victoria Foe) 
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Figura 4-23 Organización estructural del nucleosoma. Un nucieosorna condena 
un núcleo proteico formado por ocho moléculas de histona. Experimentalmente, 
la partícula del núcleo nudeosómico se puede fiberar de la cromatina alstada 
mediante digestión del DNA espaciador con una nucleasa, una enzima que 
degrada el DNA. (La nudessa puede degradar el DNA expuesto pero no puede 
atacar el DNA unido alrededor del núcleo del nucleosoma.) Tras la disociación de 
los nudeosoras alslados en sus componentes (el núcleo de proteínas y el DNA), 
se puede deterrninar la longitud del DNA que estaba enrollado alrededor del 
núdeo. Su longitud de 147 pares de nucleótidos es suficiente para rodear casi 

1,7 veces el núcleo de histonas. 


Cade nucleosoma está separado del siguiente por una región de DINA puente o espacia- 
dor, de una longitud que varía de unos pocos hasta más de 80 pares de nucleótidos. (El térmi- 
no nucleosoma técnicamente se reñere a un núcleo de partícula nucleosomal más el DNA 
espaciador adyacente, pero a menudo se utiliza para referirse a la partícula del núcleo del nu- 
cdleosoma.) Por término medio, los nuecleosomas se repiten a intervalos de 200 pares de nu- 
cleótidos. Por ejemplo, una célula humana diploide con 6,4 x 10% pares de bases puede tener 
wnos 30 millones de nucleosornas. La formación de los nucleosomas convierte a la molécula 
de DINA. en una hebra de cromatina de aproximadamente un tercio de su longitud original, 


La estructura de la partícula del núcleo del nucleosoma muestra 
cómo se empaqueta el DNA 


La estructura de alta resolución de la partícula del núcleo del nucleosormna, resuelta en 1997, 
muestra que cade partícula consta de un núcleo de histonas en forma de disco, alrededor del 
cual se disponen 1,7 vueltas de DNA que se enrollan hacia la izquierda (Figura 4-24). Las 
cuatro histonas que integran el nucleosoma son proteínas relativamente pequeñas (entre 
102-135 aminoácidos) que comparten un mispio motivo estructural que se conoce cono 
pliegue de la histona y que se forma a partir de tres hélices a; conectadas por dos lazos 
(Figura 4-25). Durante el ensamblaje del nucleosoma, primero se unen las histonas por sus 
pliegues de la bistona, formando los dímeros H3-H4 y H24-H2B, y los dímeros H3-HA4 se 
corabinan entre sí formando tebrámeros. Posteriormente cada tetrámero H3-H4 se combina 
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" Figura 4-24 Estructura del núcleo del 
- hucdleosoma determinada por análisis 


de cristales por difracción con rayos X, 
Las histonas se han coloreado como en: 


"elesquena de la Figura 4-23 y la doble 


hélice del DNA en gris claro. (De K. Luger 


et al, Notre 389251-260, 1997, Con la 


autorización de Macrrillan Publishers Ltd.) 
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con dos dímeros H2A-H2B formándose un octámero que constituye el núcleo compacto al- 
rededor del cual se enrolla el DNA (Figura 4-26), 

La interfase entre el DNA y las histonas es muy extensa, y se establecen en cada mu- 
cleosoma 142 endaces de hidrógeno entre el DNA y el núcleo de histonas. Cerca de la mitad 
de este número de enlaces se forman entre el esqueleto de los aminoácidos de las histonas y 
el esqueleto fosfodiéster del DNA. También se establecen numerosas interacciones hidrofé- 
bicas y uniones salinas que, junto con las anteriores, mantienen unidos al DINA y las protet- 
nas del nucleosorna. Por ejernplo, más de la quinta parte de los aminoácidos en el núcleo de 
cada una de las histonas son lisina 0 arginina (dos aminoácidos con radicales básicos) pu- 
diendo, con sus cargas positivas, neutralizar eficazmente las cargas negativas del esqueleto 
del DNA. Estas numerosas interacciones explican en parte por qué prácticamente cualquier 
secuencia de DNA puede unirse a un octámero de histonas. El trayecto del DNA alrededor 
del núcleo de las histonas no es liso, sino que miás bien se observan retorcimientos del DNA, 
como cabría de esperar de una superficie no uniforme como la del núcleo de las bistonas. 
Este enxollamienta requiere una compresión importante del surco menor de la hélice de 
DNA, Ciertos dinucleótidos del surco menor son especialmente fáciles de comprimir y 
algunas secuencias de nucleótidos se unen con mayor fuerza al nucleosoma que otras 
(Figura 4-27). Esto explica probablemente algunos casos llamativos, aunque inusuales, de 
nucleosomas en posiciones muy precisas a lo largo de un tramo de DNA. Sin embargo, para 
la mayoría de secuencias de DNA de los cromosomas, la preferencia de los nucleosomas por 
secuencias determinadas debe ser suficientemente baja para permitir que predominen 
otros factores, ya que en la mayoría de regiones cromosóraicas los mucleosomas pueden 
ocupar cualquiera de una serie de posiciones posibles en la secuencia de DINA. 

Además del pliegue de las histonas, cada núcleo de histonas tiene una “cola” corres- 
pondiente a los arninvácidos N-terminales de las histonas, que se proyecta hacia fuera del 
núcleo DNA-histona (véase la Figura 4-26). Estas colas de las histonas están sujetas a dife- 
rentes tipos de modibcaciones covalentes que, a su vez, controlan aspectos críticos de la es- 
tructura y de la función de la cromatina, como veremos en breve. 

Las bistonas son unas de las proteínas eucariotas más conservadas de la célula, lo que 
refleja su papel fundamental sobre la función del DINA a través del control de la estrucnura de 
la cromatina. Por ejemplo, sólo existen dos diferencias en los 102 aminoácidos entre la se- 
cuencia de aminoácidos de la histona H4 de guisante y la de vaca. Este elevado grado de con- 
servación evolutivo sugiere que en la función de estas histonas participan casi todos sus 
aminoácidos, de modo que cualquier cambio en cualquier posición resulta deletéreo para la 
célula. Esta suposición se ha podido verificar en levaduras, en las que es posible mutar in vi- 


trouna histona dada e introducirla en el genoma de la levadura en lugar del gen nonriíal, Co- 


mo era de esperax, la mayor parte de las mutaciones son letales; algunas que ne lo son 
producen cambios en el patrón normal de expresión génica, así como otras anormalidades. 

A pesar del elevado prado de conservación del núcleo de las historas, muchos organis- 
mos eucariotas también producen pequeñas cantidades de variantes especializadas de las 
histonas del múcleo, que difieren de las histonas principales en su secuencia de aminoácidos. 
Corno veremos, estas vañantes, combinadas con una sorprendente variedad de modifica- 


ciones covalentes que pueden ser añadidas ales histonas del nucleosoma, hacen posible las 


estructuras tan diferentes de la cronatina necesarias para la función del DINA en los euca- 
Tíotas superiores. 


23 


(8) 


Flgura 4-25 Organización estructural de 
fas historas del núcleo del nacleosorna. 

(y Cada tine de las histonas tiene una 

cola N-terminal, objeto de diversas 
modificaciones covalentes, y una región 
plegada, como se observa en la ilustración, 
(8) Estructura del pliegue de la histona, 
formada porlas cuatro histonas del núcteo 
nuclcosómico. (C) Las histonas 2A y 2B 
forman un dirnero mediante una interacción 
conocida como “apretón de manos Los 
historias H3 y HA forman tun dimero mediante 
el mismo tipo de interacción, 
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Figura £-26 Ensamblaje de un octáémero de 
histonas al DMA, El dimero de las histonas 
HE-H4 y el dimero HLAHOB se forrnan a 
través de interacciones del ípo “apretón de 
manos” Se forma un tetrámero de H3-Há y se 
tune al DNA. Luego se incorporan dos dineros 
de H24£-H28 completando el nucleosorna. La 
"coloración de fas hístonas es la misma que en 
la Figuras 4-24 y 4-25, Puede apreciarse que 
ñ fas ocho colas N-terminal de las histonas 
La sobresalen de la estructura en forma de disco 
dd del núcleo, Su conformación es muy fiexible, 
En el Enterior celular, las reacciones de 
ensamblaje del nucieosoma mostradas están, 
mediadas por chaperonas de las histonas, 
algunas especificas para HI-HA4 y otras 
para H2A-HZB. (Adaptado a partir de 
figuras de ) Waterborgj 
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Los nucleosomas tienen una estructura dinámica y con frecuencia 
están sujetos a cambios catalizados por complejos remodeladores 
de cromatina dependientes de ATP 


Durante muchos años, los biólogos creyeron que cuendo el nucleosoma se había formado 
en una posición concreta del DNA, permanecía fijado en ese lugar debido a la fuerte asocia- 
ción entre las histonas de st múcleo y el DNA. De ser cierto, esta teoría plantearía problemas 
en los mecanismos de lectura génica, que en principio requieren un acceso rápido a muchas 
secuencias específicas de DINA, así como al rápido tránsito de la maquinaría de tramscrip- 


ción y replicación del DNA a través de la cromatina. Pero experimentos dinámicos mues- 


tran que el DNA en un nucleosoma aislado se desenrolla desde cada extremo a una 
velocidad de 4 veces por segundo, quedando expuesto entre 10 y 50 milisegundos antes de 
que la estructura desenroliada vuelva a replegarse. Así, la mayor parte del DNA de un nu- 
cieosoma aislado está disponible para que se una a otras proteínas (Figura 4-28). 

La cromatina en une célula necesita claramente una mayor pérdida de contacto DNA- 
histone, porque las células eucariotas contienen una gran variedad de complejos rermodela- 
dores de cromatina dependientes de ATB La subunidad que hidroliza el ATP en estos 
complejos está relacionada evolutivamente con las helicasas de DNA (tratadas en el Capítu- 
lo 5) y se une tanto al núcleo proteico del nucleosoma como a la doble cadena de DNA en- 
vuelta en él. Esta subunidad cambia la estructura del nucleosoma temporalmente utilizando 
la energía de la hidrólisis del ATP para desplazar el DNA unido al núcleo nucleosómico y dís- 
mivuirla fuerza con la que el DNA, está unido a las histonas. Á través de repetidos ciclos de 
hidrólisis de ATE los cornplejos remodeladores pueden catalizar el desplazamiento de los nit- 


cleosomas y, al empujar de este modo el núcleo del nucleosoma a lo largo de la doble hélice S 


complejo remodelador Ls 7 
de cromatina 
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Figura 4-28 Nuclepsomas dinámicos. 
Diferentes análisis cinéricos han mostrado 
que el DNA de un nucleosoma aislada 
es sorprendenternente dinámico, y $8 
desenralla y ensalía de nuevo rápidamente 
alrededor de su nucleosoma. Como se indica, 
este hecho hace que la mayor parte de su 
secuencia unida ses accesible a 0135 
proteínas de unión a DIA. (Datos de G.Li 
y fido, Mat Struct, fol, Biol 11:763-768, 
2064, Con la autorización de Macmilian, 
Publishers Ltd. 


Figura 4-29 Destizariento del nucleosoma 
catalizado por complejos remodeladores 
de cromatina dependientes de ATP. Parece 
que los complejos remodeladores utilizan ta 
energía de la hidrólisis del ATP para desplazar 
el DNA de su unión al nucteosoraa y separerio 
del núdieo del nucleosoma. Cada ciclo de 
unión de AFP hidrólisis de ATP y iberación 


" delos productos AD? y P; desplaza el DNA 


respecto al octámero de histonas en el 
sentido intlicado por la flecha en el diagrama. 
Se requieren muchos ciclos como este 

para producir el desfizamiento mosuado 

del nucleosoma. (Véase también 

la Figura 4-46B.) 
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Figura 4-30 Elfrainación del nudeosoma 
y cambio de histonas catalizado por complejos 


chaperora de histona semodeladores de cromatina dependientes 


MM de ATP, Mediante la cooperación con chaperanas 
ON de histanas específicas, algunos complejos 
my > remodeladores efiminan los dimeros H2A-428 
cormplelo de un nucleosorna (serie de reacciones superior 
rernodelador 2 y los sustituyen por dímeros que contienen una 


de cromatina 


ñ > E ; 
deperidiets variante de hístona, como el dimero H242-42B 


de ATP ze (véase la Figura 4-41), Otros complejos 
; ¡ remodeladores son atraídos a lugares específicos 
E ADE INTERCAMBIO DE de la cromatina eliminando el octámero de histonas 
Sa ADE: DÍMEROS H2A-H28 RS 
e ' j completamente y/o sustituyéndolo por un núdeo 


nudeosómico difererite (serie de reacclones inferion). 


CAMBIO DE NÚCLEO 
NUCLEOSÓMICO 
(OCTÁMERO DE HISTONAS) 


ONA al que le falta 
el nucleosoma 


chaperana 
de histona 


de DNA, hacen que el DNA nucleosomal sea accesible a otras proteínas celulares 
(Figura 4-28). Adernás, mediante la cooperación con proteínas cargadas negativamente que 
actían de chaperonas para las histonas, algunos complejos remodeladores son capaces de 
suprimir totalmente 0.en parte, el núcleo de un nucleosoma —catalizando el recambio de 
una de sus histonas H2A-H2B, o eliminando completamente el núcieo octamérico del DNA 
(Veura 4-30). 

Las células tienen docenas de complejos remodeladores de cromatina dependientes de 
ATP diferentes y especializados en diferentes funciones. La mayoría son grandes proteínas 
que pueden tener 10 o más subunidades. La actividad de estos complejos está regulada cui- 
dadosamente por la célula. Dado que los genes se activan y desactivan, los complejos remo- 
deladores de cromatna son conducidos a regiones específicas de DIVA. donde actúan de 
forma local influyendo en la estructura de la cromatina (tratado en el Capítulo 7; véase tam- 
bién la Figura 4-46, más adelante). 

Como se mencionó anteriormente, para la mayoría de secuencias de DNA de los cro- 
mosomas, los experimentos muestran que un nucleosoma ocupa cualquiera de una serie de 
posibles posiciones de la secuencia del DNA. Parece que lo que rnás influye en la localización 
del nucleosoma es la presencia de otras proteínas fuertemente unidas el DNA. Ciertas 
proteínas unidas favorecen la formación de un nucleosoma adyacente a ellas. Otras, cons- ES 
titayen obstáculos que determinan el ensamblaje de los nucleosomas entre ellas. Ei posicio- a 
namiento exacto de los nucleosomas a lo largo de la hebra de DNA depende principalmen- q 
te de la presencia y naturaleza de otras proteínas unidas al DINA. Debido a la presencia de los 
complejos remodeladores dependientes de ATÉ, la disposición de los nucleosornas en el 
DNA puede ser muy dinámica y cambiar con rapidez de acuerdo con las necesidades de la 
célula. - 


Los nucleosomas suelen estar empaquetados juntos formando 
una fibra compacta de cromatina 


A pesar de que el DNA cromosómico está formado por largas cadenas de nucleosomas, es 
poco probable que en una célula viva la cromatina se disponga en la forma de “collar de 
cuentas”. En lugar de ello, los mucteosomas se ermmpaquetan uno sobre otro y adoptan dispo- - 
siciones regulares en las que el DNA se encuentra incluso más condensado. Asi pues, sí s€ 


pS 


EL DNA CROMOSÓMICO Y SU EMPAQUETAMIENTO EN LA FIBRA DE CROMATINA 


ta) 


observan al microscopio electrónico núcleos celulares sometidos a lisis suave, se aprecia que 
la mayor parte de la cromatina se encuentra organizada en fibras de un diámeto de alrede- 
dor de 30 nzn, que es considerablemente superior al diámetro de la cromatina en forma de 
“collar de cuentas” (véase la Figura 4-22). 

¿Cómo se empequetan los nucleosomas en la Ebra de cromatina de 30 nm? Esta cues- 
són todavía no ha sido resuelta definitivamente, pero se ha obtenido infarmación impor- 
tante relativa a la estructura. En particular, se han llevado a cabo análisis estructurales de 
alta resolución en cadenas cortas homogéneas de nucleosornas, preparados a partir de 
histonas y moléculas de DNA purificados. La estructura de un teranucieosoma, obtenida 
mediante cristalografía de rayos X, ha sido utilizada paza apoyar un modelo de empaqueta- 
miento en zigzag para los nucieosomas en la fibra de 30 na (Figura 4-31). Pero la microsco- 
pía cioelectrónica de largas cadenas de nucleosormas apoya una estructura muy diferente: 
solenoides con nucleosomas intercalados (Pigunra 4-32). 

¿Qué es lo que provoca que los nuecleosomas se empaqueten entre sí con tanta fuerza 
formando una fibra de 30 nua? Las interacciones nueleosoma-mucleosoma establecidas en- 
tre las colas de las histonas, especialmente la cola de la H4 (Pigura 4-33), constituyen un fao- 


Figura 4-32 Mottelo en solenoide interdigital para la fibra de cromatina de 30 pin. (4) Dibujos en los que se utiliza una codificación de colores 
para las cadenas de nucleosomas para ilustrar cómo se genera el solenoide, (8) Dizgrarna esquemático de la estructura final en (4), (1) Modelo Ñ 
estructural. El modelo deriva de imágenes de microscopía oícelectrónica de alta resolución de conjuntos de nucieosomas reconstítuidos a partir ; 
de histonas putficadas y de moléculas de DNA de secuencia y longitud específicas. Los octámeros del nucleosoma y la histona puente o espaciadora 55 
(se describe más adelante] se utilizaron psra producir conjuntos de repeticiones regulares que conterntan más de 72 hudeosomas. (Adaptado de. 0 Ae 
P Robinson, L Faírell, Y. Huynh y D. Rhodes, Proc. Nati Acad. Sd. USA, 103:6506-65 11, 2006. Con la autorización de National Academy of Sdences] 
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Figura 4-31 Modelo en zigzag de la fibra de 
cromatina de 30 nm. (4) La conformación 

de dos de los cuatro nudeosomas en un 
tetranucleosoma, estructura determinada 
por cristalografía de rayos X, 18) Esquema 

del tetranuciessorna entero; el chatto 
nudeosoma no es visible y queda detrás del 
nucleosoma inferior de este diagrama. 

(O tustración esquernática de una posible 
estructura en zigrag que podría explicar la 
fibra de cromatina de 30 nm. (Adaptado 

de CL. Woodcock, Nat. Struct, Mol, Blof, 
12:629-640, 2005. Con la autorización de ; + 
Macmillan Publishers Ltd) 
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tor importante, Otro factor importante es la hístona HU, una histona adicional que con fre- 
cuencia se encuenta en uné proporción de La 1 con los núcleos de nuecleosoma. Esta histo- 
na, llamada también bistona de enlace, es de mayor temaño que las bistonas del núcleo y 
está menos conservada. A cada nuecleosorme se le une una sola molécula de histona Hi, que 
entra en contacto con el DINA y con las proteínas, y provocan cambio de sentido del DINA. 
que sale del nucleosoma. bunque no se conoce con mucho detalle cómo la histona Hi agra- 
palos nucleosornas en una Bbra de 30 nen, el cambio de sentido del DNA parece ser crucial 
para el empaquetamiento del DMA nucleosómico, ya que se engrana y forma la fibra de 
30 non (Figuera 4-34). La mejoría de organismos eucariotas generan varias histones Hi, rela- 
clonadas pero que tienen secuencias de aminoácidos bastante distintas. 

Es posible que la eserucrura de 30 non encontrada en los cromosomas sea un mosaico 
fluido de diferentes variantes. Por ejemplo, en los conjuntos de nucleosornas estudiados en 
la Pigura 4-32 se presentaba una histona de la familia BL, que no aparecía en el tetranucie- 
osoma enla Figura 4-31, Además, vimos anteriormente que la longitud del DNA espaciador 
que conecta nucdeosomas vecinos puede ser variable; es probable que estas variaciones del 
espaciador introduzcan pertuebaciones locales en la estructura, Por último, seguramente la 
presencia de muchas otras proteínas que se unen al DNA, así como de proteínas que se nen 
de forma directa a las histonas, añadan importantes factores adicionales a cualquier con» 
junta de nucleosomas. 


Resumen 


Un genes una secuencia de nucleótidos de una molécula de DNA que acriía como una unidad fuayt- 
cional enla producción de tna proteína, una molécula de RA estrucutral o una molécula de RNA 
reguladoro catalítico. En los organismos eucariotas, los genes que codifican proteínas están forma- 
dos habitualmente por una tira de exones e intrones alternados, asocicdos a regiones de DINA regut- 
fador Un cromosoma está formado por una sola molécula de DNA lineal, muy larga, que contiene 
una serie lineal de muchos genes. El genoma haploide humano contiene 3,2 x 107 pares de mucleóti- 
dos de DIVA, distribuidos en 22 autosomas diferentes y 2 cromosomas sexuales. Únicamente una pe- 
queña parte de este DNA codifica proteínas o moléculas funcionales de RNA. Una molécula de DINA 
cromosómico también tiene otros tres tipos de secuencias de nucleótidos funcionalmente importan- 
ses: los orígenes de replicación y los telómeros, que permiten la replicación eficiente del DINA, y el 
centrómero, que es necesario para unir las moléculas de DNA hermanas al huso mitótica, asegu- 
rando su segregación precisa en las células híjas durante la fase M del ciclo celular 


(a) N histona H1 (8) 


Figura 4-33 Madeto especulativo sobre 
el papel de las colas de las histonás en 
la formación de la fibra de 30 na. 

(6) El esquerna rouestre la ubicación 


" aproximada de las proyecciones de las 


8 colas de histonas, una por cada histona, 
que sobresalen de cada nucleosorría. La 
estructura actual se muestra a su derecha. 
En la estructura de alta resolución del 
nudeosoma, las colas están muy 
desestructuradas, la que sugiere que son 
muy flexibles, (8) Modelo especulativo que 
reuestra cómo las colas de las histonas 
pueden ayudar a los nudeosomas a 
enpaquetarse formando una fibra de 30 nro. 
Este modelo está basado en (1) la evidencia 
experimental de que las colas de las historias 
ayudan a la formación de la fibra de 30 nm, y 
(A en la estructura de rayos X del cristal de 
nudeosomas, que muestra que las colas de 
las historias de un nucleosoma entran en 
contacto con el núcico de histonas del 
nudeosorma adyacente, 


Figura 4-34 Cómo se une al nucleosoma la 
histona espaciadora a puente. 5e muestra la 
posición y la esvuctura de la región globular 
de la histona HI. Corno se indica, esta región 
condiciona a los 24 pares de nucleótidos de 
ONA adicionales en el lugar en el que ésta 
sate del nudeosoma. Parece que este tipo 

de urián mediante Hl es importante para 
formar la fibra de 30 nen. La larga cola 
Crerminal de la histona H1 también es 
necesaria para la unión de alta efinidad 

de la Hi ala cromatina, pero se desconoce la 
función y la posición de la cola N-terminal. 
(A) Esquerna, (8) estructura. (B, de D. Brown, 
T lzard y Y Misteli, Mat. Struct. Mol, Biol. 
13:250-285, 2006, Con la autorización de 
Macmúlen Publishers Led) 
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REGULACIÓN DE LA ESTRUCTURA DE LA CROMATINA 


En las células eucariotas, el DINA se encuentra unido a na masa igual de histonas, formando 
un conjunto repetitivo de partículas de DNA y proteína denominadas nuedeosomas. El nucleosoma 
está formado por un núcleo octamérico de proteínas histonas alrededor del cial se enrolla la doble 
hélice de DNA Los nucleosomas están separados a intervalos de unos 200 pares de mecleótidos y se 
suelen empaquetar juntos ícon la ayuda de moléculas de la hístona H1) y adoptan disposiciones re- 
gulares que fornarnana fibra de cromatina de 30 nm. Pese al elevado grado de condensación que al- 
canza la cromatina, su estructura debe ser especialmente dinámica para permitir a la célula su 
acceso al DNA, Hay cierto grado de desenrollamiento y enrollamiento espontáneo del DNA en el pro- 
pío nucleosorna; sin embargo, la estrategía general para producir cambios locales reversibles en la 
estructura de la eromarína radica en los complejos remnodeladores de la cromatina dirigidos por ATR 
Las células contienen una gran cantidad de estos complejos que son dirigidos a regiones específicas 
de la cromatina en el momento adecuado. Los complejos remodeladores colaboran con las chapero- 
pas de las histonas permitiendo a los núcleos de los nucleosomas recolocarse, reconstiticidos con di- 
ferentes histonas, o ser completamente eliminados dejando expuesto el DNA subyacente. 


REGULACIÓN DE LA ESTRUCTURA 
DE LA CROMATINA 


Después de describir cómo se empaqueta el DNA en los nucleosomas dendo lugar a una 
fibra de crometina, ahora nos centraremos en los mecanismos que generan diferentes 
estructuras de cromatina en diferentes regiones del genoma celular Sabernos que para con- 
trolar muchos genes en los organismos eucariotas se utulizan mecanismos de este po. Más 
importante es que ciertos tipos de estruerura de la cromatina se pueden heredar, es decir, la 
estructura puede ser transmitida desde una célula a sus descendientes. Debido a que la me- 
moria celular resultante se basa en la herencia de una estructura proteica en vez de en un 
cambio en la secuencia de DNA, esto es un tipo de herencia epigenética. El prefijo epi signi- 
fica "sobre" en griego, lo cual resulta apropiado porque la epigenética representa un tipo de 
herencia que se superpone a la herencia genética basada en el DNA (Figura 4-35), 

En el Capítulo 7 introducieemos las múkipies maneras diferentes que existen de regular 
la expresión de un gen, analizaremos la herencia epigenética en detalle y presentaremos va- 
rios mecanismos distintos que la pueden producir Aqui sólo nos referimos a uno de ellos, 
basado en la estructura de la cromatina. Empezamos esta sección con una invoducción a las 
estructuras de cromatina heredadas y luego describiremos su base: la modificación cova- 
lente-de histonas en nucieosomas. Veremos que estas modificaciones actúan como lugares 
de reconocimiento para módulos proteicos que conducen complejos proteicos determina- 
dos alas regiones apropiadas de cromatina y producen efectos específicos en la expresión de 
genes o inducen otras funciones biológicas, A través de estos mecanismos, la estructura de la 
cromatina desempeña un papel central en el desarrollo, crecimiento y mantenimiento de 
los organismos eucariotas, incluidos nosotros mismos. . 
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Fiqura 4-35 Comparación entre la herencia 
genética y una herencía epigenéfica basada 
en las estructuras de la cromatina, 

La herencia genética se basa en la herencia 
directa de la secuencia de nucleótidas del 
DONA durante su replicación. Los cambios en 
la secuencia del DNA se transmiten de forma 
eficiente no sólo de una célula somática a 
toda su descendencia sino también a través 
de las células germinales, de una generación 
ala siguiente, El campo de la genética, 
revisada en el Capítulo 8, se basa en la 
herencia de estos cambios entre las sucesivas 
generaciones. La herencia epigenética 
mostrada se basa en otras moléculas unidas 
al DNA y, par lo tanta, es menos permanente 
qué un cambio en la secuencia del DNA, por 
lo general faunque ho sienpre] la 
información epigenética es eliminada 
durante la formación de los óvulos y los 
espermatozoides. 

En este capitulo sólo se analiza un 
mecanismo epigenético, basado en la 
herencia de las estructuras de la cromatina. 
En el Capitulo 7 se presentan otros 
mecanismos epigenéticos, centrados 
en el control de la expresión génica 
(véase la Figura 7-26). 
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Algunas incógnitas iniciales referentes a la estructura 
de la cromatina 


Hace treinta años, la hipótesis admitida exa que las histonas eran proteínas relativamente 
poco interesantes. Se sabía que los nucleosomas cubrían todo el DNA cromosómico y se 
creía que las hístonas permitían que la enorme cantidad de DNA de peuchas células euca- 
riotas se ermpaquetara fomiando cromosomas compactos. Extrapolando lo que se conocía 
en las bacterias, muchos científicos postulaban que la regulación génica en los eucariotas 
sizmaplemente se saltaba los nuecleosomas, tratándelos como meros espectadores. 

Pero aparecieron razones para cambiar este punto de vista. Así, por ejemplo, los bio- 
químicos determinaron que la cromatina de los mamiferos consistía en una masa aproxd- 
madamente igual de histonas y de proteínas no-histona. Esto implicaría que, de promedio, 


- tada 200 pares de nucleótidos de DINA de nuestras células está asociado con más de 1000 


arninoácidos de proteínas no-histona, esto es, una masa de proteína equivalente a la suma 


* del total de histonas del octámero más la histona H1. En la actualidad sabemos que muchas 


de estas proteínas se unen a los nucleosomas y su abundancia puede sugerir que son algo 
más que meras proteínas de empaguetamiento. 

Un segundo motivo para cambiar la visión respecto a la no implicación de las histonas 
en la regulación génica se basaba en la sorprendentemente baja tasa de cambios evolutivos 
en la secuencia de las cuatro histonas del núcieo nucleosómico. El hecho, mencionado con 
anterioridad, de que sólo existan dos aminoácidos diferentes entre la secuencia de la histo- 
nad en manuferos y la del guisante, implica que al raenos un cambio en cualquiera de los 
102 aminoácidos en la H4 debe ser deletéreo para estos organismos ¿Qué tipo de proceso 
puede hacer la vida de un organismo tan sensible a la estsctura exacta del núcleo del nu- 
cleosoma, que sólo hayan cambiado dos aminoácidos en más de 560 millones de años de va- 
rlaciones al azar seguidas de selección natural? 

Finalmente, pero o por último, la combinación entre genética y citología ha revelado que 
un tipo particular de cromatina silencia los genes que empagueta independientemente de 
cuál sea su secuencia de nucleótidos -y lo hace de tal manera que es heredada directamente 
por ambas células bijas cuando una célula se divide. Volveremos más adelante sobre este tema. 


La heterocromatina está muy organizada y habitualmente 
es resistente a la expresión génica 


Los estudios realizados en la década de 1930 con microscopía óptica permitieron distinguir 
dos tipos de cromatina en el núcleo interfásico de los organismos eucariotas superiores: una 
forma altamente condensada denominada heterocromatina y el resto, que está menos con- 
densada, denominada eucromatina. La heterocromatina representa un nivel especialmente 
compacto de cromatina (véase la Figura 4-9) y finalmente estamos empezando a entender 
aspectos importantes de sus propiedades moleculares, Aunque se encuentra en muchos Í1- 
gares de los cromosomas, también se encuentra concentrada en zonas especificas, muy 
especialmente en los centrómeros y en los telómeros, de los que hemos hablado previa- 
mente tvéase la Figura 4-21). En una célula normal de mamífero, más del 10% del genoma se 
encuentra empaquetado de este modo. 

La mayor parte del DNA que está empaquetado en forma de heterocromatina tiene 
muy pocos genes; los genes eucromáticos que están empaquetados en la heterocromatina 
resultan inactivados por este tipo de empaguetamiento. Sin embargo, sabemos que el tér- 
mino heterocromatina tackuye diferentes tipos de estructuras de la cromatina que compar- 
ten como característica coraún un grado de organización especialmente elevado. Así pues, la 


* heterocromatina no deber ser considerada como DNA “muerto” encapsulado, sino más bien 


corno diferentes tipos de cromatina conderisada con diversas funciones que la hacen alte- 
mente resistente a la expresión génica para la gran mayoría de genes. 

Siun gen que normalmente se expresa en la eucromatina es desplazado de forma expe- 
rfimental a una región de la heterocromatina, dejará de expresarse; se dice que el gen está si- 
lenciado. Estas diferencias en la expresión génica son ejemplos de los efectos de posición, 
según los cuales la expresión de un gen depende de su posición relativa a una región cerca- 
na de heterocromatina de un cromosoma. Estos efecios de posición primero se observaron 
en Drosophila pero actualmente se han observado en muchos organismos eucariotas 1n- 
chuidos levaduras, plantas y humanos. 
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Figura 4-36 Origen del efecto de variegación de posición en Drosophile, (A) Habimwalmente la expansión de la heterocromatina 
(verde) hacía regiones adyacentes ebcromarina (rojo) es evitada por secuencias especiales de DNA barrera, de las que hablaremos 
en breve. Sin embargo, en las moscas que heredan ciertas teorganizaciones cromosómicas esta barrera no se rrantiene durante 
mucho tiempo. (2) Durante las fases iniciales del desarrollo de estas moscas, la heteroromatina puede extenderse hacia el DNA 
cromosómico contiguo, procedente de diferentes distancias en diferentes células. Esta expansión se detiene rápidamente pero el 
patrón de heterocromatina establecido se hereda de tal forma que se originan grandes clones de progenies celulares en las cuales 
se hallan empaquetados en forma de heterocromatina los mismos genes colindantes, los cuales por lo tanto están inactivados (esta 
es la causa por la que aparece el “variegado”en algunas de estas moscas, véase Figura 4-37). Aunque la expansión es utilizada 
para explicar la formación de nueva heterocromatina en las proximidades de la heterocromatina preexistente, este 

término no es muy preciso, Existen evidencias de que durantela “expansión” la heterocromatina puede “saltar” por encima de 
algunas regiones de la cromatina y aumentar los genes que quedan dentro de los efectos represores. - 


Los efectos de posición asociados a la heterocromatina muestran una característica de- 
nominada efecto de posición de variegación, que retrospectivamente ha aportado claves acer- 
ca de la Función de la heterocromatina. En Drosopkhila la conexión directa de una región de 
heterocromatina con una región de eucromatina a causa de una rotura del cromosoma tien- 
de a inactivar los genes cercanos, La zona de inactivación se propaga a distencias diferentes 
en diferentes células primarias del embrión de la mosca, pero una vez se establece esta can- 
dición heterocrormática, tiende a ser estable hereditariamente en toda la progenie celular (Fl 
gura 4-36). Este fenómeno remarcable se observó por primera vez a través del análisis 
detallado de la pérdida moteada del pigmento rojo de los ojos de las moscas (Figura 4-37), 
pero comparte muchas características con la gran extensión de heterocrornatina que se inac- 
tiva en uno de los dos cromosomas X en las hembras de los mamiferos (véase la p. 473). 

Se llevó a cabo un cribaje genético masivo tanto en Drosophila come en hongos, en bus- 
ca delos productos génicos que tarito activan como reprimen el despliegue de la heterocro- 
imatina y su herencia estable,es decir, genes que una vez mutados, actúan de activadores o 
de represores del efecto de posición de variegación. De esta forma, se han identificado más 
de 50 genes que tienen un papel crítico en estos procesos. En los últimos años, la caracteri- 
zación detallada de las proteínas producidas por estos genes ha revelado que muchas de 
ellas son proteínas cromosómicas no histonas; el conjunto constituye un mecanismo desta- 
cable de contro! génica en eucariotas que requiere la secuencia precisa de aminoácidos de 
las histonas del nucleosoma. Adernás, este mecanisino de control génico ayuda a explicar la 
notable lentitud en los cambios de las histonas a do largo del tiempo. 
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Figura 4-37 Descubrimiento del efecto 
de posición en la expresión génica. El gen 
V/hite controta fa producción de pigmento 
ocular en la mosca de la fruta Drosophila 

y se denomina así por la mutación que 
permitió su identificación. Les moscas 


«salvajes con un gen White normal (White*) 


tienen una producción normal de pigmento 
que colorea sus ojos de rajo, pero siel gen 
White muta o es inactivado, la moscas 
mttantes (White) no fabrican pigrnento 

y tenen los ojos blancos. En moscas con 

un gen normal White? que se ha colocado 
ena proómidad de una región de la 
heterocromatina, tos ojos son moteados con 
zonas rojas y zonas blancas. Las zonas blancas 
están formadas por células en las que el gen 


- White? ha sido silenciado por efecto de la 


heterocromatina. En cambio, las zonas rojas 
son células que expresan el gen White”, ya 
que la heterocromatína no se ha extendido 
hacía este gen al inicio del desarrollo, 
raomento en el que se forma inicialmente la 
heterocromatina (véase Figura 4-36) La 
presencia de grandes zonas de células rojas y 
de cétutas blancas indica que se hereda el 
estado transcripcional del gen, una vez se ha 
detenminado el empaquetamiento de 


cromatina en un embrión temprano. 
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(6) LA ACETILACIÓN Y LA METILACIÓN DE LA LSINA SON REACCIONES QUE COMPITEN 
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Figura 4-38 Algunos tipos relevantes de modificaciones covalentes de las 
cadenas laterales de aminoácidos encontrados en las histonas. (A) Se muestran 
tres niveles diferentes de metilación de la isina; cada uno de ellos puede ser 
reconocido por una proteína de unión diferente y, por lo tanto, puede tener un 
significado diferente para la célula. La acetilación efienina la carga positiva de la 
lisina y, lo que todavía es más importante, lina fsina acetllada no puede ser 
metiada, y a la inversa. (8) La fosforilación de una serina añade una carga negativa 
ala histona. No se muestran modificaciones como la mono- a dirmetilación de la 
arginina, la fosforilación de la treanina, la adición de ADP-ribosa al ácido alutámico 
y la adición de un grupo ubiquitil, semaoil o biotina a la lisina. 


Las histonas del nucleosoma están modificadas covalentemente 
en muchos lugares . 


Las colas N-terminales de las cuatro histonas del núcleo del nucleosomna están sometidas a 
tna gran variedad de modificaciones covalentes, como la acetilación de hsinas, la mono-, 
di- y timetilación de lisinas y la fosforilación de serinas (Figura 4-38). Una gran parte de es- 
tas modificaciones en las cadenas laterales se produce en las ocho colas N-termínales de las 
histonas, relativamente desestritctradas, que sobresalen del nucleosoma (Figura 4-38). Sin 
embargo, también existen modificaciones específicas ex cadenas laterales en el nácieo idad 
hular del nucieosoma (Figura 4-48). 

Todas estas modificaciones son reversibles. La modificación de la cadena lateral de un 
aminoácido particular del nucleosoma está generada por una enzima especifica, de forma 
que la mayoría de esías enzimas actían en uno o en unos cuantos lugares. Una enzima dife- 
rente está encargada de eliminar cada una de las modificaciones en las cadenas laterales. 
Así, por ejemplo, los grupos acetil son añadidos a lisinas específicas por diferentes acetil 


. transferasas de las histonas (HAT: histone acetyl transferases) y son eliminados por comple- 


jos histona deacetilasas (HDAC; histone deacetylases). Del mismo mado, los grupos metilo 
son añadidos a las cadenas laterales de lisina por diferentes metil transferasas de las histonas 
y eliminados por desmetilasas de las histonas. En momentos concretos de la vida de cada cé- 
jula, cada una de estas enzimas es reclutada hacia 20nas especificas de la cromatina. Para la 
ioayoría de estas enzimas, el reclutamiento depende inicialmente de proteínas reguladoras 
dé genes que se unen a secuencias específicas de DNA a lo largo de los cromosomas, las cua- 
les se producen en diferentes momentos durante la vida de un organismo, como se describe 
en el Capítulo 7. Pero, al menos en algunos casos, las modificaciones covalentes de los nu- 
cleosomas pueden persistir durante mucho tiempo después de que las proteínas regulado- 
ras de genes que inicialmente las indujeron hayan-desaparecido, consutuyendo de este 
modo un recuerde del historial evolutivo de la célula. En diferentes grupos de nucleosormas 
se encuentran patrones muy diferentes de modificacianes covalentes, en función de su po- 
sición exacta en el cromosoma y del estado de la célula. 

Las modificaciones de las histonas están controladas cuidadosamente y fenen conse- 
cuencias importantes. La acetilación de las lisinas en las colas N-terminales Hende a desesta- 
bilizar la estructura de la cromatina, en parte debido a que al añadirun grupo acetil a la lisina 


(B) FOSFORILACIÓN DE LA SERINA 
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Flgura 4-39 Modificacianes covalentes de las colas de las histonas del núcdeo.(A) Estructora del nucleosoma resaltando la 
lacalización de los 30 primeros aminoácidos en cada una de las ocho cofas N-terminales de sus histonas (verde! (24 Se indican 
las modificaciones mejor conocidas de las 4 histonas del núcleo. Aunque sólo se utiliza un simbolo pera la metación (M4, 
cada lisina 49 o arginina (£) puede metllarse de diferentes modos. Obsérvese que algunas posiciones (p. ej. la lisina 9 de H3) 
pueden modificarse por metilación o acetilación, pero no por ambas a la vez. En la mayoría de las modificaciones mostradas 
se añaden moléculas relativamente pequeñas a las cotas de las histonas, con la excepción de la ubiquitina que es una proteína 
de 76 aminoácidos ttilizada en otros procesos celulares (véase Figura 6-93), (Adaptado de H. Santos-Rosa y €. Caldas, Eur dl 

| Cancer 41:2381-2402, 2005. Con la autorización de Elsevier] 
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Figura 4-40 Mapa de las modificaciones 
de las histonas en la superficie del núcleo del 
sudeosorna. Obsérvese que se han omitido 


(6 acetilación las colas de les histonas (compárese con la Figura 
€ metilación 4-391 La función de la mayoría de estas 
¿5 fosforilación modificaciones del núcleo nucteosómico todavía 
ubiquitinadión se desconoce [Adaptado de $A4.5, Cosgrave, 
vista Isteral £) acetilación o metilación 40. Boeke y E Wolberger, Nat. Struct. Mol, 
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¡ se elimina su carga positiva, reduciendo la afinidad de las colas por los nuclensornas adya- 
í centes (véase la Figura 4-33). Sin embargo, el efecto más importante de las histonas rodifi- 
i cadas, es su capacidad para atraer especificamente determinadas proteínas hacia la región 
| de la cromatina que ha sido modificada convenientemente. Estas nuevas proteínas determi- 
nan cómo y cuándo se van a expresar los genes, así corno otras funciones biológicas. En este 
¿ sentido, la estructura precisa de un dominio de crornatina determána la expresión de los ge- 
nes que tiene empaquetados y, por tanto, la estructura y la función de la cóhida eucariota, 


La cromatina adquiere variaciones adicionales a través 
E de la inserción de un pequeño grupo de variantes de histonas 
en lugares específicos 


| A pesar de que las secuencias de aminoácidos de las histonas del núcleo han sido altarmen- 
h te conservadas a lo larxgo de cientos de millones de años, los eucariotas también tiegen nas 
cuantas variantes de histonas que se ensambian en los nucleosornas. Estas histonas se en- 
Ñ cuentran en cantidades mucho menores que las histonas mayoritarias y se hen conservado 
peor alo largo de la evolución, Existen variantes de cada una de las histonas del nucleosoma, 
¡ excepto para la historia H4; algunos ejemplos se muestran en la Figura 4-41. ds 
¡ Las histonas mayoritarias se sintetizan principalmente durante la fase S del ciclo celular 
¿ (véase la Figura 17-4) y se ensamblen formando los nucteosomas en las hélices de DINA hi- 
po Jas, justo detrás de la horquilla de replicación (véase la Figura 5-38), En cambio, la mayorta 
| : de variantes de histonas se sintetizan durante toda la interfase. Con frecuencia están inser- 
] tadas en la cromatina ya formada, lo que requiere un proceso de intercambio de histonas 
catalizado por los complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATE que hemos 
descrito previamente. Estos complejos de remodelación tienen subunidades que los unen a 
sitios específicos de la cromatina y a chaperonas de histonas que transportan una variante 
concreta. Corno resultado de ello, cada variante de histona está insertada de forma alta- 
mente selectiva en la cromatina (véase la Figura 4-30). 


Las modificaciones covalentes y las variantes de histonas actúan 
conjuntamente produciendo un “código de histonas” que ayuda 
a determinar la función biológica 


El nuámero de posibles marcajes distintos en un nucleosoma es enorme. Íncluso recono- 
ciendo que algunas modificaciones son mutuamerte excluyentes (p. ef, una lisina no pue- 
de estar acetilada y metilada al mismo tiernpo), y que otras modificaciones son generadas 
simultáneamente corno un conjunto, está claro que pueden existir miles de modificaciones. 


A A A A A 


plegamiento de histona FUNCIÓN ESPECIAL 
F 1 
H3 . Figura 4-41 Estructura de algunas variantes 
de hístona coraparadas con fa historia 
H3,3 activación transerípclonal mayoritaria que sustituyen, Estas histonas 
: se insertan en los nucleosomas en lugares 
E función del centrómero y específicos de los cromosomas mediante 
ES TEN AOPRO ensamblaje del cinetocoro enzimas rernodeladores de cromatina 
asa insertadas dependientes de ATP que actúan de forma 
«coordinada con chaperonas de histonas 
(véase la Figura 4-30). Más adelante, en este 
H2A. mismo capítuto, tratamos de CENP-A, una 
3 milo _ variante de la histona H3 (véanse les Figuras 
-HRAX reparación del DNA 4484458 otras varfantes se presentar er 
Ñ y recombinación el Capítulo 7. Las secuencias coloreadas de 
expresióicinica un modo diferente en cada variante son 
H2AZ pe segregación cromosómica diferentes a las correspondientes en la 
histona mayoritaría. (Adaptado de K. Serma 
macroHi2A ] , Tepresión transcripdional, y O. Reinbero, Nat. Rev, Mol Cell, Biol, 6:139- 
AE inactivación del gen X 149, 2005. Con la autorización de Macmillan 
 plegarmiento de hisiohna : Publishers Ltd.) 
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8) (8) 


Además, existe una diversidad adicional debida a los nucleosomas que contienen variantes 
de bistonas. 

Muchas de las modificaciones perecen tener un significado partícular para la célula 
porque determinan cómo y cuándo es accesible el DNA empaquetado en los nueleosomas, 
la que lleva a la hipótesis del código de histonas. Por ejemplo, un tipo de marcaje señaliza 


que un trozo de cromatina se ha replicado recientemente, otro que el DNA de la cromatina | 


ha sido dañado y necesjta repararse, mientras que otros muchos señalizan cuándo y cómo 
debe tener lugar la expresión génica, Pequeños módulos de proteína se unen a fmarcajes es- 
pecíficos, coro por ejemplo e la timetilación de la Usina 4 en la histona M3 (Figura 4-42), Se 
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“ condudendo a la expresión génica, a su 
silenciamiento da otra función biológica 


225 


ba dn 
E 
RA hs Hertremo 
Gn5 po: pap E Neterminal 


A 


Mort 


Figura 4-42 Cómo es leído cada marcaje 

de un nucleosora, Se muestra la estructura 
de un móduta proteico que reconoce 
especificamente la histona H3 túmetilada en 
la lisina 4. (4) Modelo espacial de in dominio 
ING PHD unido a na cola de histona (verde, 
con el grupo timetil resaltado en amarillo), 
(8) Modelo en cinta que ritestra cómo 

son reconocidos tos sels aminoácidos 
N-termínales de la cota de H3, Las líneas 
punteadas representan enlaces de hidrógeno. 
Este es uno delos muchos dominios PHD que 
reconocen isinas metiladas en las histonas; 
diferentes dominios se unen fuertemente 
alisinas situadas en diferentes jugeres, y 
pueden discriminar entro Bsinas Miono-, 

di- o trimeridladas. De un modo similar, Otros 
pequeños módulos protelcos reconocen 
cadenas laterales específicas de histonas 

que han sido marcadas con grupos acetilo, 
fosfato etc. (Adaptado de PY, Pena et al, 
Nature 442:100-103, 2006. Con la autorización 
de Macraillan Publishers Ltd.) 


Figura 4-43 Esquema mostrando cómo 


' puede ser letdo el código de histonias 


por un complejo lector. $e Hustra de forma 
esquemática un gran complejo proteico 
(verde) que contiene une serie de meádutos, 
cada uno de los cuales reconoce un marcaje 


de histona específico. Este complejo lector 


de código sólo se unirá a ina región de 
crornatina que contenga algunas de las 
diferentes marcas de hístonas que puede 
reconacer, Porlo tanto, sólo una combinación 
específica de marcajes provocará que el 
cornplejo se una a la cromatina y que atraiga 
complejos proteicos adicionales (púrpura) 
que catalicen uba fención biotógica. 


ES 


e 


226 Capítulo 4: DNA, cromosornas y genornas 


(Aj 
Bo 
e s 
P 7 1 
A. AA ta 
ES K  RK K RES 
310 4 1718 23 262323 36 73 
(8) estado de modificación “significado” 
ee EA A o Formación de la heterocromatina, 
7% A A AY silenciación del gen 
A ¿ Ao 
$ e 
e A e expresión del gen 
E e p 9 
4 9 
E A A expresión del gen 
$ K 
40 14 
ce is Lo Aa apar o os slenciación de los genes Hox, 


inactivación del cromosoma X 


tree que estos módulos actúan conjuntamente con otros módulos como parte de un com- 
plejo de lectura de código, de formna que permite que una combinación concreta de marcajes 
enla cromatina atraiga complejos de proteínas adicionales que ejecuten la sjods biológi- 
ca apropiada en el momento correcto (Figura 4-43). 

Los marcajes en los nucleosomas debidos a las adiciones covalentes en las histonas son 
dinámicos, siendo eliminados y añadidos constantemente a una velocidad que depende de 
su localización cromosómica. Dado que las colas de las histonas se extienden hacia fuera 


desde el núcleo del nucleosoma y parece que son accesibles incluso cuando la cromatina se. 


condensa, se cree que constituyen una estructura especialmente indicada para generar mar- 
cajes de modo que pueda ser alterado fácilmente en función de los cambios necesarios pa- 
ra la célula. A pesar de que todavía queda mucho por aprender sobre el significado de las 
muchas combinaciones de códigos de las histonas, en la Figura 4-44 se enumeran algunos 
ejemplos bien estudiados de la información codificada en la cola de la histona 3. 


Un complejo dé proteínas lectoras y escritoras de código 
pueden distribuir modificaciones específicas en largas 
distancias de cromatina a lo largo de un cromosoma 


El fenórneno de los efectos de variegación descritos anteriormente, requiere que al menos 
algunas formnas modificadas de cromatina tengan la capacidad de extenderse a distancias 
sustanciales a lo largo de la molécula de DNA cromosémico (véase la Figura 4-36). ¿Cómo es 
posible esto? ó 

Las enzimas que modifican o eliminan las modificaciones de las histonas en los nu- 
cleosornas forman parte de complejos de muchas subunidades. Inicialmente, pueden ser 
transportadas a una región particular de la crormatina por una de las proteínas de tinión es- 
pecíficas de secuencia de DNA (proteínas reguladoras de genes) mostradas en los Capítu- 
los 6 y 7 (véase la Figura 7-87 para un ejemplo específico). Pero cuando ya han realizado la 
modificación, la enzima “escribe” su mercaje en uno o en varios nucleosomes vecinos, lo 
que puede generar una reacción en cadena. En este caso, la enzima “escritora de códigas” 
trabaja conjuntarnente con una proteína lectora de códigos localizada en el mismo cormple- 
jo proteico, Esta segunda proteína contiene un módulo lector de códigos que reconoce los 
mrercajes y se une fuertemente al nucieosoma recién modificado (véase Figura 4-42) y posi- 
ciona su enzima escritora adjunta cerca del nucleosoma adyacente. A través de muchos ci- 
elos de lecuura-escritura, la proteína lectora puede desplazar a la enzima escritora a lo largo 


Figura 4-44 Algunos significados 
específicos del código de histonas. 

(A) De nuevo se muestran, fepetidas de la 
Figura 4-39, las rmodificaciónes de la cola 


- Nixermminal de la histona M3, (8) La cota de 


i 


43 puede estar marcada por diferentes 
cormbinaciones de modificaciones que 
confieren un significado específico a la región 
de cromatina donde se producen. Sólo se 
conoce el significado de alguna de estas 
modificaciones, induidos los cuatro ejemplos 
mostradas. La rimetilación de tal Usina 9, por 
centrarnos en un ejemplo, atraeí la proteína 
HP 1 especifica de heterocromatina, la 

cual induce una anda expansiva de 
timetilaciones en lisinas 9 más lefanas, 


tal y como se muestra en el esquema general 
que se ilustrará en la Figura 4-46. No se 
muestra el hecha de que, como acabernos de 
Indicar (Figura 4-43), la lectura del código de 
historias generalmente implica la Unión tras 
el reconocimiento de marcajes en otros sitios 
del nudeosoma junto con el ya mencdonado 
en la cola de 3. Además, se requieren 
niveles especificos de metilación (Ímono-, 

di- o trimetitación) corro en la Figura 4-42, 


“seguida de la unión de más protelnas HPT, conca 


REGULACIÓN DE LA ESTRUCTURA DE LA CROMATINA 


proteína reguladora de genes 


enzima modificadora 
de histonas (“escritor”) ! 


modificación de la histana (marca) 


del DNA --expandiendo, como si se tratase de un mano a maxno, el marcaje a lo largo del cro- 
mosormna (Figura 4-45). : 

En realidad, el proceso es más complicado que este esquema, Tanto el lectox corno eles- 
critor son parte de un complejo proteica que probablemente contíene muchos lectores y es- 
critores, y para diseminarse requiere que sobre el nucleosoma haya muchas marcas. 
Adernás, muchos de estos complejos lectores-escrítores también henen una proteína remo- 


deladora de cromatina dependiente de ATP que trabaja conjuntamente con los lectores y" 


escritores tanto para condensar como para descondensar largas cadenas de cromatina a 


medida que el lector se desplaza E alo largo del DNA E en los 


nucleosoraas (Figura 4-46). 

La complejidad de este proceso se puede intuir a partir de los resultados de cribaje ge- 
nético de genes rutantes, que en análisis de efecto de variegación en Drosophila pueden 
tanto potenciar coro suprimir la diseminación y la estabilidad de la heterocromarina (véa- 


se la Figura 4-37). Como apurntábamos, se conocen más de 50 de estos genes y parece que 


muchos de ellos funcionan como subunidades en uno o más complejos ia de lectu- 
ra-escritura-remodelación, 


Secuencias de DNA barrera bloquean la expansión de los complejos 
lector-escritor y separan dominios de cromatina vecinos 


El mecanismo para exender las estructuras de la cromatina descrito anteriormente prósen- 


ta un problema potencial. Dado que cada cromosoma consiste en una molécula continua 
xouy larga de DNA, ¿qué es lo que evita una cacofonia confisa de comunicaciones cruzadas 
entre dominios adyacentes de cromatina con diferente estructuza y función? Los primeros 
estudios de efecto de posición variegada sugirieron una respuesta a está pregunta: la exis- 
tencia de secuencias especificas de DNA que separan los dorainios de cromatina fvéase la 
Figura 4-37). Actualmente se han identificado varias secuencias barrera de este tipo y se han 
caracterizado mediante técnicas de ingeniería genética que permiten id o elacias de 
los cromosomas secuencias específicas de regiones de DNA. 

Por ejemplo, en los eritrocitos, el dominio activo de cromatina que contiene el locus de 
la B-globina normalmente está separado por una secuencia Hamada HS4 de una región ad- 


a se 


Figura 4-45 Cómo el recutamiento de un 
complejo lector-escritor de código puede 
difundir cambios en la cromatina a lo largo 
del cromosoma, El escrítor de códigos esuna 
enzima que genera una modificación 
específica en una o vastas de las cuatro 
histonas del nucleosorsa, Después de su 
reclutamiento a tun jugar especifico del 
cromosoma mediante una proteína 
reguladora de genes, el escritor colabora 

con la proteína lectara de códigos 
difundiendo el marcaje, de nudecsorna en 
nucteosoma, mediante el indicado conpleja 
lectoreseritor. Para que este mecanisino 
funcione el lector ha de reconocer las 
modificaciones. de histonas que produce... 
el escritor (véase también la Figura 4-43). 


228 Capítulo 4: DNA, cromosomas y gerñomas 


complejo “lector-escritor” | 
r 


complejo 
remodelador 

de la oromatina 
dependiente de ATP 


ONDA EXPANSIVA DE 
(a) CONDENSACIÓN DE CROMATINA 


yacente de cromatina condensada silenciada (véase la Figura 7-61). Si esta secuencia HS4 se 
elimina, la estructura del locus de la B-globina resulta modificada formándose cromatina 
condensada. Esta cromatína slencia el gen que cubre y se disemina hasta una cierta distau- 
cia a diferentes células, causando un patrón de efecto de posición variegada similar al ob- 
servado en Drosophilg. Corno se describe en el Capítulo 7, esta invasión tiene consecuencias 
desastrosas: le expresión de los genes de la globina es pobre y los individuos portadores de 
este tipo de deleción padecen una anerníia severa. 

Experúmentalmente, la secuencia H54 se añade a menudo a ambos extremos de un gen 
que se ha insertado en el genoma de un mamífero para protegerlo de ser slienciado por la 
expansión de la heterocromatina. El análisis de esta secuencia barrera muestra que tiene un 
conjunto de lugares de unión para enzimas acetiladoras de histonas. Dado que la acetila- 
ción de la cadena lateral de una Jísina es incompatible con la metilación de la misma cade- 
na lateral, las acetilasas y las metílasas de las histonas son candidatas a formar barreras 
Ge DNA que bloqueen la expansión de diferentes formas de cromatina (Figura 4-47). Sin 
embargo, se sabe que otros tipos de modificaciones de la cromatina pueden proteger los ge- 
nes de ser silenciados. 


La cromatina de los centrómeros revela de qué forma las variantes 
de las histonas pueden generar estructuras especiales 


Parece que la presencia de nucleosomas que contienen variantes de histonas produce mar- 
cajes en la cromatina que rerereente son duraderos. Constdérese, por ejemplo, la formación 
y herencia de la cromatina que forma los centrómeros, la región requerida de DNA de cada 
cromosoma para la segregación ordenada de los cromosomas en las células hijas cada vez 


1 E 
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Figura 4-46 Cómo difunde los cambios en 
ta cromatina a lo largo del cromosorna un 
coraplejo formado por las proteínas lectora, 
escritora y remodeladora de cromatina 
dependiente de AT?. (4) Onda expansiva de 
condensación de cromatina. Este mecanismo 
es idéntico al de fa Figura 4-45, exceptuando 
que el complejo lector-escritor colabora con 
una proteína remodeladora dependiente de 
ATP (vésse la Figura 4-29) recolocando los 
nudeosomas y empaqueténdolos en una 
estructura altamente condensada, Este 

es un esquema muy simplificado del - 
mecanismo conocido capaz de difundir 

a grandes distancias en los crormosomás 

la forma mayoritaria de heterocromatina 
(véase la Figura 4-36). La proteína especifica 
de heterocromatina HP1 tiene un papel 
central en este proceso, HP1 se une a la lisina 
9 vimetilada de la histona H3 y permanece 
asociada ala cromatina condensada como 
una de las proteinas lectoras de tn complejo 
lector-escritorsemodelzador más complejo 
que el mostrado y que aún no se comprende 
del todo. (B) Estructura actual de un complejo 
fectorremodelador, mostrando cómo se cree 
que interacciona con tn nucleosoma. En gris 
el complejo RSC de la levadura, que contlene 
15 subunidades —incluida una proteína 
semodeladora dependiente de ATP y como 
roírámmo 4 subunidades con dominios lectores 
de códigos. (8, de A.E. Leschzlner et al, Proc. 
Natí Acad. Sc]. USA, 104:4913-4918, 2007. 
Con le autorización de National Academy 
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que tuna célula se divide (véase la Figura 4-21). En muchos organismos complejos, incluidos 


los humanos, cada contrómero está embebido en ua ramo central especial de heterocroma- . 


tína que persiste durante toda la interfase, a pesar de que el desplazamiento del DNA me- 
diado por el centrómero sólo se produce durane la mitosis, Esta cromatina contiene una 
variante de la histona 13 específica del centrómero, conocida corao CENP-A (véase la Figu- 
ta 441), acompañada de proteínas adicionales que empaquetan los nucteosomas ex una 
organización. especialmente densa que forma el cinetocoro, la estouctura especial necesaria 
para el anclaje del huso mitótico. 

En la levadura $. cerevisiae, una secuencia específica de DNA de e 
125 pares de nucleótidos es suficiente para actuar como centrómero. A pesar de su pequeño 
tamaño, sobre esta secuencia de DNA se ensamblan más de tina docena de proteínas dife- 
rentes, como la variante de la histona H3 CENP-A que, junto con las otras tres histonas del 
núcleo nucleosómico, forman un nucleosoma específico del centrórero. Las demás pro- 


teínas adicionales del centrómero de la levadura lo unen a un solo microtúbulo del huso mi- 
tótico (Flguora 4-48). 
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Figura 4-47 Algtnos mecanismos de acción 
de barrera. Estos teecanásmos proceden de 
diferentes análisis de lá acción de barrera; 
una combinación de varios de elios puede 
funcioner en cueiquies lugar. (4) El anclaje 
de tna región de heterocromatina a una 
estructura grande fija, como el compleja del 
pora nudear mostrado, puede formar una 
barrera que detiene la expansión de la 
heterocrornatina. (19 La unión fuerte de 
proteínas barrera a un grupo de nucleosomas 
puede competir con la expansión de la 
heterocramatina. (0) Las barreras pueden 
borrar andas histonas los marcajes necesarios 
para la difissión de la heterocrormmatina, 
mediante el reclutamiento de enzimas 
modificadoras de histonas altamente activas, 
Por ejeraplo, una potente acetilación de la 
lisina 9 de la historia H3 competirá con su 
metilación, previniendo de este moda la 
unión de la proteina HP? necesaria para 
formar algunos pos de heterocrormatina 
véase la Figura 4-46). (Basado en A.G. West 
y E Fraser, Hurn. Mol, Genet 14:RTORIT, 
2005, Conta autorización de Oxford 
University Press.) 


Figura 4-48 Madelo de estructura de un 
centrómeto sencillo, En la levadura 
Saccharomyces cerevisios, na secuencia 
especial de DMA centromérico ensarmbla un 
solo nucleosoma que contiene dos copias de 
una variante de la histona H3 (denominada 
CENP-A en la mayoría de organismos) que 
sustituye ala normal Las secuencias 
peptídicas únicas de esta varlante de histona 
brénse te Figura 4-49) facilitan el ensernblaje 
de otras proteínas, algunas de las cuales 
forman el cenvómero, Este cinetocoro es 
especial ya que se une a un solo microtóbulo; 
fos humanos tienen centrómeros mucho 
mayores y forman cinetocoros que capturan 


20 0 más microtúbulos fuéase la Figura 4-50), 


El cinetocoro se describe en detalle en el 
Capítulo 17, (Adaptado de A. Joglekar et al, 
Mat Cell Biol, 8:381-283, 2006, Con la 


autorización de Macmillan Publishers Ltd) 
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En los organismos más complejos, los centrómeros son considerablemente mayores 
que los de levadura. Por ejemplo, los centrómeros de las moscas y los de los humanos ocu. 
pan cientos de miles de pares de nucleótidos y no parecen contener ninguna secuencia 
específica de centrómero. Los centrómeros consisten fundamentalmente en secuencias 
cortas de DNA repetidas, que en los humanos se conocen como satélites alfa de DA. Sin 
embargo, estas mismas secuencias repetidas también se encuentran en otras posiciones 
(no centroméricas) de los cromosomas, lo cual indica que por sí mismas no son suficien- 
te para dirigir la formación del centrómero. Lo que aún es más sorprendente: en algunos 
casos poco comunes se ha observado la formación espontánea de nuevos centrómeros 
humanos (amados neocentrómeros) en fragmentos de cromosomas. Algunas de estas 
posiciones nuevas eran originariamente eucromatina y todas ellas carecían de DNA saté- 
bite alfa (Flgtera 4-48. j 

Así pues, parece que los centrámeros de los organismos complejos no están definidos 
por una secuencia específica de DNA sino por un ensamblaje de protefaas. Cuando se exa- 
mina el tramo de cromosoma de los centeómeros mediante anticuerpos que marcan nu- 
cleosomas modificados especificamente, se observa una sorprendente alternancia de dos 
formas modificadas de cromatina (Piguxra 4-50). Parece que esta organización permite a la 
heterocroraatina céntrica plegarse de tal modo que los nucieosomas que contienen la 
CENP-A se coloquen en el lado exterior del cromosoma mitótica, donde unirán el conjunto 
de proteínas que forman la placa de los cinetocoros. Á su vez, estas placas capturan un gri- 
po de microtúbulos del huso mitótico partiendo los cromosomas de forma precisa, como se 
describió en el Capítulo 17, 


Las estructuras de la cromatina se pueden heredar directamente - 


Para explicar el conjunto de las observaciones mencionadas, se ha propuesto que para que se 
forme un centrómero de noyo se requiere un suceso inicial de siembra, que implique de al- 
gún modo la formación de una estructura especializada de DNA-proteína que contenga nu- 
cleosormmas formados con la variante CENP-A de la histona H3. En humanos, este suceso de 
siembra se produce más Fácilmente en el DNA satélite alía que en otras secuencias de DNA, 
Los tetcámeros H3-H4 de cada nucleosoma de la hélice de DNA madre se heredan directa- 
mente por las hélices de DNA hijas enla horquilla de replicación (véase la Figura 5-38). Por lo 
tanto, cuendo un conjunto de nucleosomas que contiene CENP-A se ha ensamblado en un 
tramo de DINA, es fácil entender de qué forma puede generarse un nuevo centrómero en la 
misma posición en ambos cromosomas hijos después de cada ciclo de división celular (Fk- 
pura 45D). 

La plasticidad de los centrómetos puede proporcionar una importante ventaja evolu- 
tiva. Hemos visto que los cromosomas evolucionan en parte por sucesos de rotura y Ieera- 
palme (véase la Figura 4-18). Muchos de estos sucesos producen cromosomas con dos 
centrámeros o segmentos de cromosoraas sin centrómeros. áunque sea poco frecuente, 
tanto lá inactivación de centrómeros como su capacidad de ser activados de novo pueden 
ocasionalmente permitir que los nuevos centrómeros formados se mantengan estables, fa- 
cilitando así el proceso de evolución de los cromosomas. : 


peocentrómero farmado 
sio DNA satélite alía 


Figura 4-49 Plasticidad en la formación del 
centrámero humano. (A) En el certrómera 
humano (rojo) se encuentran. repetidas miles 
de veces las secuencias del DNA satélite alfa 
ficas en AT, rodeadas de heterocromatina 
periférica marrón). Sín embargo, a causa de 
las roturas y de su posterior unión 
experimentada por un antiguo cromosoma, 
algunos cromosomas humanos contienen 
dos bloques de DNA satélite alfa, los cuales 
probablemente actuaban como centrómeros 
entos cromosomas originales. Habitualmente 
estos cromosornas dicéntricos no se 
propagan de forma estable, ya que no se 
unen correctamente al huso y Se rompen en 
trozos durante la mitosis, En los cromosomas 
que perduran, uno de los centrómeros se 
inactiva de algún rmiodo aunque contenga 
tada la secuencia necesaria del DINA. Este 
hecho permite que el cromosoma sea 
propagado de forma estable. (8) En una 
pequeña proporción (1/2000) de los 
nacimientos humanos, se observan 
cromosomas extra endas cólulas de los 
descendientes. Algunos de estos 
cromosomas, originados por larotura de 
otros cromosomas, carecen de todo el DNA 
satéliza aífa, a pesar de lo cual forrnan nuevos 
centrómeros (neacentrámeros) a partir de 
OWA que originalmente era eucromatina. 
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Existen similitudes sorprendentes entre la formación y el mantenimiento de los cen- 
trómeros y la de otras regiones de heterocromatina. En particular, el centrórmero completo for- 
ma una entidad de tipo todo o nada, lo que sugiere que la adición de las proteinas después del 
suceso de síermbra es altamente cooperariva. Además, parece que una vez formada, la estrue- 
fura se hereda en el DNA como una parte de cada cicio de replicación del cromosoma * 


Las estructuras de la cromatina añaden características Únicas 
a la función de los cromosomas de los eucariotas 


A pesar de que atín queda mucho por conocer sobre las funciones de las diferentes estructuras 
de la cromatina, el empaquetamiento del DINA en el cromosoma probablemente fue crucial en 
la evolución de los eucariotas corno nosotros. Parecía que los organismos pluricelulares señan 
posibles únicamente si las células de diferentes linajes se podían especializar mediante carn- 
bios en la accesibilidad y en la respuesta a lalectura de muchos cientos de genes. Como se des- 


cribe en el Capítulo 22, cada célula ba almacenado una memoria de su historia reciente del. 


desarróllo en circuitos reguladores que controlan su gran cantidad de genes. 

Aunque las bacterias también requieren mecanismos de memoria celular, la compleji- 
dad de los circuitos de memoria necesarios en los eucariotas superiores no tiene preceden- 
tes. El empaquetamiento de regiones seleccionadas del genoma de los eucariotas en 
diferentes formas de cromatina hace posible un fipo de mecanismo de memoria celular que 
no está alalcance de las bacterias. La catacterística crucial de este modo de regulación géni- 


“ca, exclusivo de los eucariotas, es la capacidad de recordar el estado de un gen y de forma in- 


dividual gen a gen —en forma de estructuras locales de cromatina que pueden persistir 
durante varios periodos de tiempo. Por un lado tenemos las estructiras como la hetero- 


cromatina central que, una vez. se ha establecida, es estable heredándose de una generación | 


celular a la siguiente (véase la Figura 4-51). Parece que existen unos mecanismos estrecha- 
mente relacionados, también basados en la herencia directa de formas de cromatina paren- 
tal por parte de las hélices de DINA hijas situadas detrás de la horquilla de replicación, que 
son responsables de otros tipos de condensación de cromatina (Figura 4-52). Por ejemplo, 


“el clásico tipo de heterocromatina silenciado permanentemente contiene la proteína HP1, 
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Figura 4-59 Orgaalzación y función de la 
cromatina que forma el centrómero 
hurano. (A) El DNA satélite alfa que forma la 
heterocrómatina céntrica en humanos, 58 
observa mediante la tinción de segmentos de 
cromatina con anticuerpos marcados con 
fluorescencia, Uno de tos bloques se forma a 
partir de una larga cadena de nucteosormas 
que contienen la variante de histona H3 
CENP-A (verde); el atro bloque contiene 
nudeosomas marcados con dimetil lisina 4 
(rojo). Cada bloque tiene más de un millar de 
nucteosomas de largo. (B) Modelo de 
organización de dos dos pos de 
heterocromeatina céntrica, Como en la 
levadura, los nucieosomas que contienen la 
yariante de histone H3 forman el cinetocara, 
(() Organización de la heterocromatina 
céntrica y pericéntrica en Un cromosoma 
metafásico humano, determinada por 
microscopía fluorescente utilizando los 
mismos anticuerpos que en (A), (Adaptado 
de 8.4, Sullivan y GH. Karpen, Nat, Senuact, Mol, 
Bio! 11:1076-1083, 2004. Con la autorización 
de Macrnillan Publishers Ltd.) 
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Figura 4-51 Un modelo para la herencia directa de la heterocromatina centromérica. (A) El ensarnblaje normal 
de la cromatina en las dos hélices de DNA hijas generadas en la horquilla de replicación requiere ta deposición 
de dímeros H2A-H28 sobre los tetrámeros 53-44 directamente heredados, así como el ensamblaje de nuevos 
octámeros de histonas (véase la Figura 5-38 para más detalles). (B) En un centrómero, la herencia de tetrámeros 
formados por H4 y por la variante de H3 genera la formación de nuevos octámeros de histonas que también 
contienen la variante de H3. Un proceso similar puede causar la herencia de bloques adyacentes de 
heterocromatina céntrica (conteniendo H3 modificadas en lisina 4 por dimetllación; véase la Figura 4-50). 
Aunque se desconocen los detalles, parece que este proceso implicaa otras protelnas centroméricas quese 


heredan junto con los nucteocsomas (véase la Figura 4-52). 
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Figura 4-52 Cómo puede heredarse 

el empaquetamiento del DNA en 
heterocromatina durante la replicación 

del cromosoma. En este modelo, algunos de 
los componentes especializados que ene la 
heterocromatina son distribuidos entre cada 
uno de los cromosomas hgos después de 

ta duplicación del DNA, junto con los 
nucleosomas marcados especiafes que unen, 
Después de la replicación del DNA, los 
nucleosomas heredados modificados actúan 
de forma coordinada con los componentes 
de la cromatina heredada y cambian el 
patrón de modificación de las historias 
próximas de la nueva cadena hermana de 
nucleosomas. Esto origina nuevos lugares 
de unión para los mismos componentes, 

los cuales se ensamblan y completan la 
estructura. Este último proceso parece 
implicar complejos lecrtor-escritor- 


-- remodelador que actúan de un modo similar 


alitusuado previamente en la Figura 4-46, 
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mientras que la cromatina que cubre importantes genes de regulación del desarrollo se 
mantiene condensada mediante el grupo de proteínas polycomib. Este último tipo de hete- 
rocromatina silencia un gos número de genes que codifican proteínes reguladoras de genes 
en el desarcollo embrionario temprano, cubriendo un total de cerca del 2 por ciento del ge- 
noma humano, y sólo se eliminan cuando cada uno de los genes es requerido por el orga- 
nismo en desarrollo (se explica en el Capítulo 22). Aunque existen otros tipos de estructuras 
de cromatina heredable, todavía no está claro cuántos tipos diferentes hay: el número puede 
ser mayor de 10 (véase la p. 238). La importancia fundamental de este mecanismo para dis- 
finguir genes diferentes está esquematizada en la Figura 4-53. 

Otras formas de cromatina pueden tener una vida más corta, mucho menor que el 
tiernpo de división de la célula; sin embargo, muchas de ellas tenen una persistencia inhe- 
rente que ayuda a mediar las funciones biológicas. 


Resumen 


A pesar de que el DINA cromosómico se ensambla de forma uniforme formando rucleosomnas, en los 
organismos eucariotas es posible una gran variedad de estructuras de cromatina diferentes. Esta va» 
riedad se basa en una amplia gama de modificaciones covalentes reversibles sobre las cuatro histo- 
nas del núcleo nucleosómico. Estas modificaciones incluyen la mono-, di- y trimetilación de muchas 
cadenas laterales de diferentes lisinas, una reacción importante que es incompatible con la acetíla- 
ción en las mismas lisinas. Las combinaciones específicas de modificaciones marcan cada nucleo- 
soma con un código de histonas. El código de histonas es leído cuando los módulos proteicos que 
forman parte de tn complejo proteico mayor se une a los nucleosomas modificados en una región 
de cromatina. Estas proteínas lectoras de códigos anclan proteínas adicionales que catalizan fun- 
ciones biológicas relevantes. E 

Algunos complejos de proteínas lectoras de código contienen una enzima modificadora de 
khistonas, como una metilasa de histonas, que “escribe” la misma marca que reconoce la proteina 
lectora de códigos. Un complejo lector-escritor-remodelador de este tipo puede difundir tn tipo es- 
pecífico de heterocromatina a largas distancias del cromosoma, Concretamente, parece que de este 
modo se forman grandes regiones de heterocromatina condensada. La heterocromatina se suele en- 
contrar alrededor de los centrómeros y cerca de los telómeros, pero también está presente en muchos 
otros lugares de los cromosomas. El fuerte ernpaquetamiento del DIVA en la heterocromatina por lo 
general silencia los genes situados en su interior, ; 

El fenómeno de efecto de posición variegada ofrece una buena evidencia de la herencia directa 
de las formas de cromatina condensada por parte de las hélices de DNA hijas formadas en la hor- 
quiila de replicación, y parece que un mecanismo similar es el responsable de mantener la cromati- 
na especializada de los centrómeros. De modo más general, la copacidad de transmitir estructuras 
específicas de cromatina de una generación celular a la siguiente ofrece la base para un proceso epi- 
genético de memoria celular que parece ser crítico para mantener la compleja gama de estados ce- 
Hulares requerido por los complejos organismos pluricelulares. 
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Tras describir el DNA y las moléculas de proteína a partir de las que se organiza la fibra de 
30 nun de la cromatina, a continuación trataremos aspectos relacionados con la organiza- 
ción del cromosoma a una escala más global. Si tm cromosoma humano se estirara de forma 
que llegara a presenter en toda su longitud la estructura de fibra de 30 nena, alcanzaría aproxd- 
madamente 0,1 cm de longitud y podría rodear el núcleo celular más de 100 veces. Es evi- 
dente que debe existir un nivel de condensación superior que está presente incluso en los 
cromosornoas interfásicos. Aunque las bases moleculares de su organización aún constitu- 
yen un misterio, se sabe con certeza que este empaquetamiento de mayor orden conlleva la 
formación de bucles y enrollamientos. Este ermpaquetamiento de la crofMñatina es fluido y 
cambia frecuentemente en respuesta a las necesidades de la célula. 

Empezaremos con la descripción de algunos casos especiales de croraosomas interfási- 
<os que pueden ser visualizados con facilidad, ya"que ciertas coracterísticas de estos casos 
excepcionales podrían ser representativos de laestructura de todos los cromosomas interfá- 


“ sicos. Además, constituyen el único modo de que disponemos para investigar algunos as- 
pectos hindamentales de la estrúctura de la cromatina planteados en la sección anterior. 
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estructuras especificas 
de cromatina en los genes 


budes de retroalimentación 
que mantienen la estructura 
de la cromatina 


Figura 4-53 Esquema de la mernoria celular 
almacenada como información epigenética 
basada en cromatina, en los genes 
eucariotas. Los genes eucariotas pueden 
empaquetarse en una amplía variedad de 
diferentes estructuras de cromatina, 
indicadas aquí por diferentes colores. Como 
mínimo algunas de estas estructuras tienen 
afgún efecto espedal en la expresión génica 
que puede ser directamente heredada como 
información epigenética cuando una célula 
se divide, Esto permite que algunas proteínas 
reguladoras de genes generen diferentes 
estados génicos que actúan una sola vez, 

ya que este estado puede ser recordado 
después de que la proteína reguladora ya 

no esté presente. La información epigenética 
también puede almacenarse en redes de 
moléculas señalizadoras que controlan ta 
expresión génica tvéase la Figura 7-86), 


po 
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Luego veremos cómo se encuentra organizado en el mícleo celular un cromosoma interfási- 
co normal, centrándonos en las células humanás. Finalmente describitemos la condensa- 
ción adicional que experimentan los cromosomas interfágicos durante el proceso de mitosis. 


Los cromosomas están plegados formando largos bucles 
de cromatina 


A partir de estudios sobre la condensación y expansión de los cromosomas meióticos aparea- 
«dos en cocitos de anfibios en crecimiento (huevos inmaduros), se ha obtenido una imagen de 
la estructura de los cromosomas interfásicos en las células, Estos cromosomas plurmulados, 
muy poco usuales dos cromosomas más grandes conocidos) son claramente visibles, incluso 
al microscopio óptico, con el que se puede ver que están organizados en una serie de grandes 
bucles de cromatina que se expande a partir de un eje cromosómico lineal (Figura 4-54). 
Ena Figura 4-55 30 representa la organización de ua cromosoma plumulado. Cada bla- 
cle contiene siempre la misma secuencia de DNA y permanece extendido de la ruisma forma 
durante el crecimiento del oocito, Estos cromosomas producen grandes cantidades de RNA 
para el vocito y la mayoría de los genes presentes en el DINA del bucle se está expresando 
activamente. Sin embargo, la mayor parte del DNA no se encuentra en dos bucles sino que 
permanece muy condensado en los cromómeros situados en el eje, donde generalmente los 
genes no se están expresando. : . 
Parece que los cromosomas interfásicos de todos los eucariotas están organizados de 
un modo similar. es decir, en forma de bucles. Aunque normalmente estos bucles son de- 
maásiado pequeños y frágiles para ser observados con facilidad mediante un microscopio 
Óptico, se pueden usar otros métodos para iuferir su presencia. Por ejemplo, ha sido posible 
calcular la frecuencia con la que cualquier laci está apareado con su pareja en ua cromoso- 
ma interfásico, revelándose así candidatos probables para constituir los lugares de la 


Figura 4-54 Cromosones plurmdados, 

(A) Micrografía de cromosomas plumulados 
de un codito de anfibio. En una fase inicial de 
la diferenciación, cada crornosoma se replica 
al empezar la melosís y los cromosomas 
homéálogos replicados $e aparean formando 
esta estructura mey extendida que contiene 
tr total de cuatro moléculas de DINA 
replicadas o cromátidas. El estado de 
cromosomas plumulados puedé persistir 
durante meses a años mientrasibl oocita 
elabora el aprovisionamiento dé matertales 
que serán utilizados para st desarrolla dando 
lugar a un nuevo individuo, (8) Una región 
ampliada de un cromosoma sirúflar, teñido 
con un reactivo fluorescente que hace que 
fos bucles activos durante fa síntesis dle ANA 
sean claramente visibles. (Por cortesía de . 
Joseph G, Gall) 
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Figura 4-55 Modeto de la estructura de un 
cromosoma plumulado. El conjunto de 
cromosomas plumulados en muchos anfibios 
contiene un total de aproximadamente 
10.000 bucles de cromatina diferentes, a 
pesar de que la mayor parte del DNA de cada 
cromosoma está muy condensado en los 
comémeros Cada bude corresponde a una 
determinada secuencia de DNA. Cada cóhda 
contiene cuetro copias de cada bucle, dada 
que cada una de las dos unidades principales 
consiste en dos cromátidas hermanas muy 
iuntas, como se muestra en la parte superñor 
del esquema. Esta estructura en cuatro 
hebras es caracteríttica de esta fase del 
desarrollo del cocíto, la fase de diploteno 

de la meiosis; véase Figura 21-49, 


ELIMINACIÓN 
DE LOS ENLACES ARÁUSIS POR POR 
MEDIANTE TRATAMIENTO DE LOS SEGMENTOS 
POR CALOR Y PROTEOLSIS UNIDOS 


al DMA producto sdlo se obtiene 
si las proteínas mantienen 
unidos las dos secuencias 
de DNA en la célula” 


Figura 4-56 Método para determinar la posición de los bucles en el cromosoma interfásico, En esta técnica, conocida como captura 
de la conformación del cromosoma (30), las células están tratadas con formaldehído para generarlos enlaces de unión covalentes 
ONA-DNA y DNA-proteína indicados. Después, el DNA se trata con una nucleasa que corta el DNA en muchos trozos, exactamente en 
secuencias definidas de nucleótidos y que generan un conjunto de extremos cohesivos idénticos (véase la Figura 8-34). Los exaremnos 
cohesivos se unen mediante la complementarledad de sus bases, Antes del paso de unión mostrado, es importante diluir el DNA 

de modo que los fragmentos que estaban unidos (a través de los enlaces de entrecruzamiento] sean los que se unan con más 
probabilidad. Finalmente, los enlaces son revertidos y el nuevo fragmento de DNA ligado es identificado y amplíficado por PCR (la 
reacción en cadena de la polimerasa descrita en el Capítulo 8L Combinando la información de la frecuencia de asociación generada 
mediante ta técnica de 3C con la información de la secuencia de DNA, se pueden generar modelos estructurales para la conformación 


de los cromosomas interfásicos, 
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Figura 4-57 Modelo de la estructura de un cromosoma interfásico, e muestra ena sección de un cromosoma interfásico plegado 
formando una señe de dominios en bucle, cada uno de los cuales probablemente contiene entre 50,000 y 200.000 pares de 
nucleótidos de DNA de doble cadena empaquetados en la fibra de cromatina de 30 ne. La cromatina de cada bucle se condensa 
mediante un proceso de plegarmiento poco conocido que revierte cuando la céhda necesita disponer de un acceso directo al DNA 
que se halla ermpaquetado en estos bucdes, No se conoce de qué forma le fibra de 30 nm plegada se aricla sobre el esqueleto del 
cromosoma, Sin embargo, en cromosomas mitóticos la base de los bucles cromosómicos están enriquecidos en condensinas y en 
DNA topolsomerasa E, dos protelnas enzimáticas que deben formar aran parte del eje en la metafase (véase la Figura 4-74), 


cromatina que forman la estructura de bases íntimamente superpuestas en los bucles (Fi- 
gtra 4-56). Estos y otros experimentos sugieren que el DINA. de los cromosoraas htenanos 
está organizado en bucles de diferente longitud. Un bucle normal debe contener entre 
50.000 y 200.000 pares de nucleótidos de DNA, aunque se han llegado a sugerir bucles de 
hasta un millón de pares de nucleótidos (Ripura 4-57). 


Los cromosomas politénicos sólo son útiles para visualizar 
las estructuras de la cromatina 


Las céhulas gigantes de algunos insectos han alcanzado su enorme tamaño después de repe- 
tidos ciclos de síntesis de DNA que no van acompañados de ninguna división celular Estas 
células, que tienen una dotación de DNA mayor de la normal, se denominan poliploides 
cuando tienen un reómero de cromosomas superior al normal. Sin embargo, en algunos d- 
pos de células secretoras de la larva de la mosca, todas las copias de los cromosomas homó- 
logos se disponen asociándose lateralmente, como botellas de vine en una caja, formando 
un único cromosora pollténico. Dado que los cromosomas politénicos se pueden disper- 
sar formando células poliploides convencionales en algunos casos, estos dos estados cro- 
rmnosóraicos están esttechamente relacionados. La estructura básica de los cromosomas 
politénicos tiene que ser similar a la de los cromosomas normales. 

La golitenia se ha estudiado especialmente en las células de las glándulos salivares de la 
larva Drosophila. Cuando se observen estos cromosomas politénicos con el microscopio 
óptico, se pueden ver bandas oscuras e interbandas claras (Figura 4-58), cada una de ellas 
formada por miles de secuencias idénticas de DNA en paralelo. Alrededor del 95% del DNA 
de los cromosomas politénicos está en las bandas mientras que el 5% restante está en las in- 
terbandas. Una banda muy fina puede contener 3000 pares de nucleótidos y una banda an- 
cha, unos 200.000 pares de nucleótidos por fibra de cromatina. La cromatina de las bandas 
es oscura debido a que el DNA presenta un mayor grado de empaquetamiento que en las in- 
terbandas; además puede contener mayor proporción de proteínas (Figura 4-59), 

En todo el conjunto de cromosomas politénicos de Drosopkila hay aproximadamente 
3700 bandas y 3700 interbandas. Cada una de las bandas puede reconocerse por su tamaño 
y su posición, y se les ha asignado un rámero generando un “mapa” del cromosoma que se 
ha indexado en la secuencia del genoma de esta mosca. 

Los cromosomas politénicos de Drosophila constituyen un buen punto de partida pa- 
rá examinar de qué modo se organiza la crormatína a gran escala. En la sección anterior, 
se constató que existen muchas forraas de cromatina, cada usa de las cuales contiene 


-aucleosomas con diferente corabinación de histonas modificadas. Leyendo este código de , 
- histonas, unos conjuntos específicos de proteínas no-histona se ensambian exndos nucleo- 


somas afectando a las funciones biológicas de dHerentes modos. Algunas de estas proteínas 
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Figura 4-58 Conjunto completo de 
cromosomas pollténicos de una aléndulo 
calival de Lrosophila. Erveste esquerna 
realizado a partir de una micrografía 
obtenida en campo claro, estos cromosomas 
gigantes han sido escendidos para su 
visualización, aplastándolos contra un 
portaobjetos. Drosophilo tiene cuatro pares 
de cromosomas y en el esquema se 
encuentran cuatro parejas de cromosomas. 
Pero cada cromosoma está intimamente 
apareado con su homólogo (de modo que 
aparece como una sola estructura), lo cual 
no oqure en la mayor parte de los núcleos 
fexcepto en la mejosis.. Cada cromosoma 
ha sufrido varias rondas de replicación 


: y los homálogos y sus duplicados han 


permanecido perfectamente alineados los 
unos con dos otros, resultando un grueso 
cable de cromatina de muchas cadenas 


de DIVA de grosor, 


Normalmente los custro crermosomas 
politénicos se encuentren unidos por | 
reglopes de heterocromatina cercanas e los 
centrómeros que se agregan formando un 

“erornocentro” Único de gran tamaño (región 
ros). Sin embargo, en esta preparación el 
cromecentro se ha roto en dos partes por 
efecto del proceso de extensión utilizado, 
(Adaptado de T.5. Paíntez, ) Hered, 15: 465- 
476, 1934, Con la autorización de Oxford 
Univentty Press. ) 


Figura 4-59 Micrografías de los . 
cromosomas politénicos de la glánduta 
satival de Drosophila. (A) Micrografía de una 
porción de un cromosoma obtenida con el 
microscopio óptico, ERONA se ha teñido 

con tunectinción fuorescente, pero aquí se 
presenta le imagen en negativo de modo 
que el DNA se ve oscuro en vez de claro; se 
pueden apreciar con claridad que las bandas 
son regiones de elevada concentración de 
DIA, Este cromosoma ha sido procesado 


. mediante un tratamiento de alta presión para 


mostrer más claramente el patrón distinto de 
bandas e interbandas. (8) Electromicrografía 


- de tina pequeña porción de un cromosoma 


politénico de Drosophila mostrado en esta 
sección. Se pueden distinguír daramente 
bandas de distinto grosor separadas por 
interbandas que están formadas por 


"| cromatina menos condensada. (A, adaptada 
de DW. MNovikow, |, Kireev y AS. Belmont, Mat. 


Methods 4482-485, 2007. Con la aurorización 
de Macmillan Publishers Ltd, B, por cortesía 
de Veíkko Sorsa.) 
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no-histona pueden dispersarse a largas distancias por el DINA, transoitiendo tuna estructu- 
ra similer de cromatina a regiones contiguas del genoma (véase la Figura 4-46). Así, en al- 
gunas regiones toda la cromatina tiene una estructura similar y está separada de los 
dombrlos vecinos mediante proteínas barrera (véase la Figura 4-47). A baja resolución, el 
cromosoma jnterfésico puede considerarse corno un mosaico de esuucturas de cromatina, 
cada una de ellas conteniendo modificaciones nucieosómicas particulares asociadas a con- 
juntos particulares de proteínas no-histona. (A mayor nivel de resolución también se puede 
resaltar la gran cantidad de proteínas de unión al DNA específicas de secuencia que se des- 
criben en el Capítulo 7) : 

Esta visión del cromosoma interfásico sirve para interpretar los resultados obtenidos 
en los estudios sobre cromosomas politénicos. Mediante la tinción con anticuerpos alta- 
mente específicos, se puede observar que las histonas modificadas de diferentes modos 
(Figura 4-60), así como los distintos grupos de proteínas po-histona, se sinían en diferentes 
bandas del cromosoma politénico, Este hecho sugiere una potente estrategia general, Utili- 
zando combinaciones de anticuerpos que se unen fuertemente a cada una de las diferentes 
modificaciones que crea el código de histonas (véase la Figura 4-39), es posible determinar 
qué combinaciones de modificaciones determinan de forma específica cada tipo particular 
de dominio de cromatina. Mediante la realización de experimentos similares con antícuer- 
pos que reconocen cada una de los centenares de diferentes proteínas no-histona de la 


cromatina, se puede intentar descitrar los diferentes significados codificados en las modiB- . 


caciones de las histonas, 


Existen muchas formas de heterocromatina 


Los estudios rmoleculeres han conducido a reevaluar nuestra visión sobre la heterocromati- 
na. Durante muchas décadas, la heterocromatina era considerada como una entidad ínica 
definida por su estructura altamente condensada y su capacidad de silenciar genes de mo- 
do permanente. Pero si definimos la heterocromatina como una forma compacta de crorma- 


tina que puede silenciar genes, heredarse epigenéticamente y difundir a lo largo de los. 


cromosomas causando efectos de posición variegada tuéase la Figura 4-38), está claro que 
existen diferentes tipos de heterocromarina. En realidad, ya hemos considerado tres de estos 
tipOs cuando hemos hablado del centrómero humano (véase la Figura 4-S0). 

Se cree que cada dominio de heterocromatina está formado por el ensambiaje coope- 
rativo de un conjunto de proteínas no-histona. Por ejemplo, la clásica heterocromatina pe- 
ricentromérica contiene más de seis de estas proteínas, incluyendo la proteína de la 
heterocromatina 1 (HP1: heterochrornatin protein ID), riientras que la Bamada forma poly- 
comb de heterocromatina contiene un número similar de proteínas lonmando un conjunto 
no solapado (proteínas PcG). Existen centenares de pequeños bloques de heterocromatina 
dispersos porlos brazos de los cromosomas politénicos de Drosophila que se identifican por 
su replicación tardía (descrito en el Capítulo 5). La tinción con anticuerpos de estas regiones 
de heterocromatina sugieren que las formas conocidas de heterocromatina pueden expli- 
car no más de la mitad de las bandas politénicas (Figura 4-61). Así, tenen que existir otros 
tipos de hererocromatina cuya composición proteica es desconocida. Parece ser que cada 


Figura 4-60 Patrón de modificación 

de histonas en cromosomas politénicos 

de Drosaphilla. Los anticuerpos que 
reconocen especificamente diferentes 
modificaciones de histonas pueden revelar 
dónde se encuentra cada modificación 
respecto a las muchas bandas e interbandas 
de estos cromosomas. En fas dos 
preperaciones mostradas, se compara la 
posición de dos marcajes diferentes en 

la cota de la histona H3. En arnbos casos, el 
anticuerpo que marca la histona modificada 
es verde y el DNA se ha teñido de rojo. Sáto 
se rauestra una pequeña región que rodea 
cada cromocentro. (8) La dimetitación enla 
fisina 9 trerde) es una modificación de histona 
asociada a la heterocromatina pericéntrica, 
Se observa asociada al cromocentro, 

(8) La acetilación de la Usina 9 (verde) es 

una modificación concentrada en histanas 
asociadas a genes activos, Se observa en 
numerosas bandas en los brazos de los 
cromosomas, pero no en el cromocentro 
heterocroméática, Experimentos similares se 
pueden llevar a cabo para situar muchas 
otras modificaciones de bistonas y proteínas 
no histonas véase p, ej, la Figura 22-43 
para cromosomas teñidos para Polycormb). 
[Adaptado de A. Ebert, S, Lein, G. Schotte y G. 
Reuter, Chromosome Res, 14:377-392, 2006. 
Con la autorización de Springer) 
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Figura 4-57 Evidencias de muchas formas 
de heterocromatina. En este estudio se 
examiná la presencia de dos proteínas no 
histonas en 240 lugares de replicación tardía 
en los brazos de los cromosomas politénicos 
de Drosophila, $e sabe que estas proteínas 
ayudan a compactar dos formas diferentes 
de hererocromatina fvéase el textoj. Como 
se indica, la tinción por anticuerpos suglere 
que aproximadamente la mitad de los 

sidos están empaquetadós en formas de 
heterocromatina que son diferentes a 

estos dos tipos. Experimentos como este 
demuestran que todavía queda mucho 

que aprender sobre el ermpaquetamiento 
del ONA en los eucariotas. (Datos de 

LE Zhimutey y ES. Belyaeva, BloEssays 
25:1640-1051, 2003. Con la autorización 

de John Wiley £ Sons.) 
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uno de estos tipos de heterocroraatina se regula de mado diferente y deserapeñan papeles 
diferentes en la célula. 

La estructura de la cromatina en cada dominio depende en Último térnaino de las pro- 
teínas que se nen a secuencias específicas de DNA; enn organismo pluricelular varían 
dependiendo del tipo celular y su estado de desarrollo. De este modo, tanto el parón de do- 
púnios de heterocromatina como su composición iadhadual (modificaciones nucleosómi- 
cas más proteínas no-bistona) puede variar entre tejidos. Estás diferencias hacen que los 
genes accesibles a la expresión génica sean diferentes, ayudando a explicar la diversificación 
cebular que acompaña el desarrollo embrionario (descrito en el Capítlo 22), La compara- 
ción de los genes politénicos de dos tejidos diferentes de la mosca respaldan esta idea gene- 
ral: aunque el patrón de bandas e interbandas sea mayoritariamente el mismo, existen 
diferencias reproducibies, 


Los bucles de cromatina se descondensan cuando se expresan 
los genes que contienen 


A roedída que un insecto pasa a través de las distintas fases del desarrolla, aparecen nuevos 
cromosomas puffy desaparecen los anteriores en sus cromosormas politénicos al ser activa- 
da la expresión de nuevos genes y desactivada la de genes anteriores (Figuera 4-62). Del es- 
tudio de los “puffs”, especialmente cuando son reladvamente pequeños y aún se pueden 
distinguir las bandas de los cromosomas, parece deducirse que la mayoría de “puffs” proce- 
den de la descondensación de una sola banda cromosómica. 

Las fibras individuales de cromatina que forman un “puff” pueden visualizarse con el 
microscopio electrónico. En condiciones favorables, los bucles se ven con más facilidad en 
los cromosomas plumulados de los anfibios, descritos anteriormente, Cuando un bucle de 
DNA no se expresa, adopta una estructura más gruesa, formada posiblemente por tna fibra 
de 30 nm plegada, pero cuando se activa la expresión génica el bucle adopta una configura 
ción más extendida En las electromicrografías, la cromatina situada a ambos lados de un 
bucle descondensado aparece bastante más compacta, lo cual sugiere que un bucle consti- 
tuye un dominio funcional independiente de la estructura de la cromatina, 

Observaciones realizadas en células humanas también sugieren que los bucles de cro- 
matina altamente plegados se expanden, ocupando un volumen mayor, cuando $e expresa 
alguno de los genes que contiene el bucle. Por ejeraplo, en un cromosoma quiescente, lasre- 
giones de 0,4 a 2 milliones de pares de mucleótidos de longitud aparecen como manchas 
compactas en el núcleo interfásico cuando son observadas mediante un microscopio de 
fnorescencia utilizando FISH u otras tecnologías. Sin embargo, cuando se expresan sus ge- 
nes, se observa que el mismo DNA ocupa un mayor tenitorio, con estructuras alargadas y 
punteadas que sustituyen la mancha original. 0 


La cromatina se puede desplazar. a lugares específicos 
dentro del núcleo y madificar la expresión de los genes 


La visualización de cromosomas individuales mediante muevas metodologías ha mostrado 


que cada uno de los 48 cromosomas interfásicos de una célula humana tiende a ocupar Su 


propio territorio en el núcleo (Figura 4-63). Sin embargo, imágenes de este tipo sólo pre- 
sentan una visión parcial del DINA en cada cromosoma. Los experimentos en los que se lo- 
calizan especificamente las regiones de heterocromatina de lin cromosoma revelan que con 
frecuencia se encuentran estrechamente asociadas a la lámina nuclear, con independencia 
del cromosoraa que se examine. Las sondas de DNA que tiñen sobre todo regiones, xicas 


a 


Eiqura 4-63 Wisunlización sipnultánea de territorios cromosómicos de todos los 
cromosomas humanos en un solo núcleo interfásico. Un análisis tipo FISH mediante 
la utilización de una mezcla de diferentes fluoracromos para marcar el ONA de cada 
cromosoma, détectados con siete canales de color en un microscopio de fuorescencia, 
permite distinguir cada cromosoma en reconstrucciones tridimensionales, Debajo de ta 
micrografía, cada cromosorna se identifica en un esquema de la imagen, Obsérvese que 


generalmente los dos cromosomas homólogos (p, ej. las dos copias del cromosoma Y. 


no colocatizan. (De MR. Speicher y N.P. Carter, Nat. Rev. Genet 6:732-792, 2005, 
Con la autorización de Macmillan Publishers Ltd.) , 
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Fiaura 4-62 Sintesis de RNA en un “put” de 
cromosoma politénico. Auzorradiografía de 
un “puff” aistado de un crornosoma pollténico 
de glándulas salivares del insecto E tentans. 
La primera etapa en la expresión génica, 
como se indica en el Capítulo 1 y se describe 
con detalle en el Capitulo 6, es la síntesis de 
RIVA utilizando el DNA corno molde. En la 
porción del cromosorna que se destaca se 
está produciendo sintesis de ANA, porto cual 
presenta marcaje con uridina-H (véase la 

p. 603), un precursor de ta molécula de ANA 
que se incorpora a la cadena creciente de 
ANA, (Por cortesía de José Bonner) 
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Figura 4-64 Distribución en un núcleo interfásico de las regiones del genoma 
bumanño ricas en genes. $e han visuslizado regiones ricas en genes con una 
sonda fiuorestente que hibrida con la repetición Alu, la cual está presente con más 
de un millón de copias en el genoma humano (vésse la Figura 5-75). Por razones 
desconocidas, estas secuencias se agrupan en regiones cromosómicas ricas en 
genes. En esta representación, las regiones ticas en peticiones de la secuencia 
Alu se han rrarcado en verde, las regiones sin estas secuencias se han mercado en 
rolo y las regiones intermedias se han inarcado en amarillo, Las regiones cas en 
genes no presentan DNA cerca de la envoltura núucdear. (De A, Bolzer et al, PLoS 
Biol 3:226-842, 2005. Con la autorización de Publio Library of Science] 


en genes de los crormosornas bumanos producen vga bnegen de los aúcleos interfési- 
cos que probablemente refleja las dilerentes posiciones de los genes activos e inactivos 
tigaera 4-64). 

Diversos pos de experimentos han Hevado a concluir que la posición de un gen en el 
interior del núcleo carabla cuando se expresa intensamente Ási, una región que se branseri- 
be de forma muy activa, con Frecuencia se encuentra extendida fuera de su territorio cro- 
mosómico y forma un bucle extenso (Figura 4-65). Veremos en el Capítulo 6 que el inicio de 
la transcripción —el primer paso de la expresión de ua gen- requiere el ensamblaje de cerca 
de 100 proteínas y tiene sentido que esto ocurra en regiones del núcieo particularmente ri- 
cas en estes proteínas, 

De modo más general, está claro que el núcleo es muy heterogéneo, con diferentes re- 
giones funcionales a las que pueden desplazarse las porciones de cromaosornas mientras es- 
tán sujetas a diferentes procesos bioquímicos como cuando cambia la expresión de sus 
genes (Figura 4-66). Existen evidencias de que algunas de estas regiones nucleares están 
marcadas con diferentes fosfolípidos de inositol, recordando el modo en que estos mismos 
fosfolípidos se usan para distinguir las membranas en el citoplasma (véase la Figura 13-11), 
Pero todavía constituye un misterio qué es lo que hacen estos fostolípidos unidos en el inte- 
or del núcleo, ya que el único entorno rico en lípidos conocido es la bicapa lipídica de la 
envoltura nuclear, : 


“cromosomas homélagos 
"detectados por técnicas 
¡de hibridación...” 


gen marcado 
de modo 
especial 
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GEN INACTIVO 
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Figura 4-65 Un efecto de los elevados 
niveles de expresión génica en la 
localización intranuclear de la cromatina. 
(4) Micografías fluorescentes del núdeo 
humano mostuvando cómo cambia la posición 
de un gen cuando pasa a ser altamente 
transcrito. Se observa que la región del 
cromosoma adyacente al gen frojo) sólo 
abandona su territorio tvende) cuando 

es muy activo. (8) Representación: 
esquemática de un bude grande de 
cromatina que se expande tuando el gen 


está activo y se contrae cuando se inactiva, 


Por el mismo método, se puede ver 
que otros genes quese expresah menos 


activemente permatecen dentro de su 


territoño cromosómico cuando se 
transcriben. (De JA. Chubb y LA, Bickenora, 
Cell 112:403-406, 2003. Conlda autorización de 
Elsevier) 


ESTRUCTURA GLOBAL DE LOS CROMOSOMAS 


región ntuctear para 


región nuclear para 
expresión de genes 


slenciodo de genes 


Br 

LA, CÉLULA, 
$ CAMBIA EN 
RESPUESTA, 
ASEÑALES 


desplazamiento a diferentes 
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pasa a ser silenciado en heterocromatina 


envoltura nuclear 


Unas redes de macromoléculas forman un conjunto de diferentes 
ambientes bioquímicos en el interior del núcleo : 


En el Capítulo 6 se describe la función de una variedad de subcompartimientos presentes en 
el núcleo celular, El mayor y más obvio de ellos es el nuclecio, una estructura bien conocida 
por los microscopistas desde el siglo ax fvéase la Figura 4-93. Las regiones nucleolares con- 
sisten en redes de RNA y proteínas circundantes que transcriben los genes del RNA riboso- 
mal, presentándose a menudo como múltiples nucleolos. El nueleolo es el lugar de la célula 
donde se ensamblan y maduran los ribosornas, así como el lugar donde suceden muchas 
otras reacciones especializadas. 

En el núcleo también están presentes una gran variedad de orgánulos menos obvios, 
Por ejemplo, en la mayoría de células animales y vegerales se encuentran unas estructuras 
esféricas Bamadas corpúsculos de Cajal y también conjuntos de gránulos de intercromatina 
(Figura 4-67). Como el nucleolo, estos orgánulos se componen de determinadas proteínas y 
moléculas de RNA. gue se unen dando lugar a redes altamente permeables a otras proteínas 
y moléculas de RNA del nucleoplasma circundante (Figura 4-68). 

Estructuras como estas pueden generar diferentes ambientes bioquímicos mediante la 
inmovilización de grupos de macromoléculas seleccionados, como pueden hacerlo otras re- 
des de proteínas y moléculas de RNA asociadas a los poros nucleares y a la envoltura nu- 
clear. En principio, esto permite que las moléculas que entran en estos espacios sean proce- 
sadas con una gran eficiencia a través de complejas vías de reacciones. De este modo, las re- 
des fíbrosas altamente permeables de este tipo pueden suponer, para las reacciones que 
tienen iugar en el núcleo, muchas de les ventajas cinéticas que representa la compartimen- 
tación (véase la p. 186) (Figura 4-69A). Sin embargo, a diferencia de los compartimientos 
menmbranosos del citoplasma [descritos en el Capítulo 12), estos subcompartimientos nu- 
dleares —siín vna membrana de bicapa lipídica- no pueden ni excluir ni concentrar molécu- 
las específicas pequeñas. 7 

La célula tiene una habilidad destacable construyendo diferentes entomos bioquímicos 
en. el interior del núcleo, los cuales facilitan varios aspectos de la expresión génica que se 
describirán en el Capitulo 6 (véase la Figura 6-49). Como ocurre con el nucleolo, parece que 
estos subcompartimientos sólo se forman cuando se necesitan y generan localmente una 
alta concentración de muchas enzimas diferentes y moléculas de RNA necesarias para un 
proceso particular, De un modo análogo, cuando el DNA es dañado por irradiación, el con- 
junto de enzimas necesarias para llevar a cebo la reparación del DNA se concentra en sitios 
concretos dentro del núcleo y genera “factorías de reparación” (véase la Figura 5-60). Con 
frecuencia el núcleo presenta cientos de hugares discretos de factorías para la síntesis de 
DNA o de RNA. 

Parece como si todas estas entidades utilizaran el tipo de enganche ilustrado en la Figu- 

ra 4-69B, en la que se ve que larges cadenas flexibles de polipéptidos (o algún otro polímero) 


Ñ 24% 


Figura 4-66 Desplazamiento de los genes 
a diferentes regiones nudeares cuando 
cambia su expresión. El interior del núcleo 
es muy heterogéneo; se sabe que diferentes 
regiones vecinas tienen efectos diferentes 
sobre la expresión génica, Probablemente 


. desplazamientos corno los que se indican 


reflejan cambios en tas afinidades de nión 
que tienen la cromatina y las moléculas de 
RENA alrededor del gen por las diferentes 
regiones nucleares. Parece que este 
desplazarniento se dirige por difusión y no 
requiere de un proceso de desplazamiento 
dirigido, ya que se puede ver que cada 
región del cromosoma está sometida a un 
movisniento constante al azar de tal modo 
que, cuendo se merca, su posición se puede 
seguir en una célula viva. 


Figura 4-67 Electromicrografía en la que 
se muestran dos subcompartimientos 
ntcieares fíbrosos muy comunes. La 
esfera grande es un corpúsculo de Cajal. 

La pequeña y más oscura es un gránulo 

de intercromatina, también conocido como 


. mancha (sprecide) (véase también la 
Figura 6-49), Estos “orgánulos subnurdesres” 


"son del núcleo del vocto de Xenopus. 
- (DeK E Handwerger y 16. Gall, Trends 

Cel Biol. 16-19-26, 2006, Con la autorización - 
" de Elsevier] 


dt 
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peso molecular de los dextranos fluorescentes en el núcioo 


E_IÁ4ÁKá«AAAA mM OA pi 


rmicrografías corpúsculo nucleolo 
de campo clara de Cajal con Sum 
“menchas” 
adfuntas , 


están envemezcladas con lugares de unión que concentran muchas proteínas y/o molécu- 
las de RNA necesarias para catalizar un proceso en concreto. No resulta sorprendente que 
los enganches se utilicen de an modo similer para ayudar a acelerar procesos biológicos en 
el citoplasma, incrementando la velocidad de reacciones determinadas (véase p. ej. la Figu- 
ra 16-38). 

¿Existe también un marco intranuclear, análogo al citoesqueleto, en el cual los cromo- 
somas y otros componentes del núcleo se encuentran organizados? La matriz nuclear, 0 an- 
damiaje, se ha definido como el material insoluble restante en el núcleo después de una 
serie de extracciones bioquímicas. Muckas de las proteínas y moléculas de RNA que forman 
este material insoluble son parecidas a las derivadas de los subcompartimientos fibroses del 
núcleo ya descritos, mientras que otros parecen ser proteínas que ayudan a formar la base 
de los bucles cromosómicos o a unirlos cromosomas a otras estructuras del múcleo. Todavía 
no sabemos si el núcleo también contiene o no largos filamentos que forman rutas organi- 
zadas a través de las cuales se pueden desplazar los componentes nucleares, análogas a al- 
gunos de los filamentos del citoplasma, 


envoltura 
nucear 


Figura 4-68 Experimento que muestra que 
los orgánutos subrnurciesres son altamente 


permeables alas macromoléculas. En estas 


micrografías del núcleo de un cocito vivo, 

ta hilera de la parte superior compara la 
fisorescencia del interior de los nuclectos, de 
los corpúsculos de Cajal y de las manchas con 
la Fuorescencia del nucdleoplasma que los 
radea, 12 horas después de haber inyectada 
al nucleoplasma los destranos fluorescentes 
de los tamaños indicados. £b-brilio de cada 
orgácuio refleja su permenbilidad, siendo 

el más permeable el más brillante. 

Por comparación, las hileras de la parte 
inferior presentan micrograflas nommales 

de las risraos campos microscópicos con 

el nucleolo marcado en marrón para 

poder distinguirlo. 5e puede ver que los 
corpúscutos de Cajal son más permeables 
que los nucdeolos. Sin embargo, la 
cuantificación muestra que úna gran 
cantidad de dextranos entrá a cada orgánulo, 
incluso en el caso del dextrano mayor de los 
utiizados. (De KE Handwerger, LA. Cordero y 
16. Gall, 1401 Biol Cell 16:202-214, 2005, Con 
fa autorización de American Society 

of Cell Biology) 


Figura 4-49 Compartimentación eficiente 
sin bicapas membranosas. (A) Hustración 
esquemática de la organización de un 
orgémuio subnuclear esférico izquierda) 

y de un subcompartimiento postulado de 
organización similar justo debajo de la 
envoltura nuclear tderecha). En ambos casos, 
se asocian RNA y/o proteinas (gris) formando 
estructuras de tipo gel altamente porosas” 
que contienen lugares de unión para otras 
proteínas y moléculas de RNA fobjetos 
coloreados). (8) El anclaje 2 cadenas 
pofiméricas largas y flexibles, de un conjunta 
seleccionado de proteínas y moléculas de 
RNA, puede generar “¿reas de organización” 
que aceleran las velocidades de las 
reacciones en los subcormpartimmientos del 
núcleo, Las reacciones catelizadas dependen 
de las macromoléculas particulares que se 
localizan mediante el anclaje. Evidentemente, 
cabe esperar los mismo tipos de aceleración 
de las velocidades de reacción en 
subcompartimientos similares establecidos 
por cualquier parte de la célula (uéase 
también la Figura 3-807) 
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Figura 4-70 Un cromosoma mitótico en la metafase. Cada cromátida hija contiene 
tsna de las dos moléculas hijes idénticas de DNA gue se han generado previzmente 
en el dicto celulor por la replicación del DNA (véase también la Hgura 17-28) 


Los cromosomas mitóticos están constituidos por cromatina 
en su forma más condensada 


fras describir la estructura dinámica de los cromosornes interfásicos, fjeremos nuestra 
atención en los cromosomas Imitóticos. Los cromosomas de casi todas las células pasan a 
ser perfectarmenxe visibles con el microscopio óptico durante la mitosis, cuando se entpa- 
guetan formando unas estructuras mucho más condensadas. Este ermpaguetamiento sólo 
reduce unas 10 veces la longitud de un cromosoma interfásico típico, pero produce un cana 
bio extraordinario en la apariencia de los cromosomas. 

En la Figura 4-70 se muestra un cromosoma rmiiótico típico durante la metafase de la 
mitosis (paca las fases de la mitosis véase la Figura 17-3). Las dos molécidas de DNA bas 
producidas por replicación del DNA durauze la interfase del ciclo celular están plegadas por 
separado, formando dos cromosomas hermanos o cromátidas hermanas que se menteniar 
unidas por sus centrómeros (véase también la Figura 4-50). Normalmente, estos cromo- 
somas mitóticos están cubiertos por diversas moléculas, entre las que se cuentan grandes 
cantidades de complejos de proteína-RNA, Una vez eliminada esta envoltura, en las electro- 
microgiafías se puede observar que cada cromátida está organizada en bucles de cromatina 
que proceden de un esqueleto central (Figura 4-71). Los experimentos de hibridación de 
DNA para detectar secuencias especificas, demuestran que el orden en el que aparecen de- 
terminadas características visibles de 1in cromosoma mitótico refleja, aproximadamente, el 

orden de los genes a lo largo de la molécula de DNA. La condensación de los cromosornas 
mitóticos puede ser considerada como el último nivel en la jerarquía del a 
del cromosorna (Pigura 4-72). 

El empaquetamiento de la crormatina durante la mitosis es un proceso altamente orga- 
nizado y dinámico que como ménireo tiene dos hunciones. Primero, cuando la condensa- 
ción es completa (metafase), las cromátidas hermanas se han desenredado unas de otras y 
se sitúan una al lado de la otra. De esta forma las cromátidas hermanas pueden individual 
zarse fácilmente cuando el aparato mitótico empieza a separarlas. Segundo, el empaqueta- 
miento de los cromosomas protege las frágiles moléculas de DNA de que se rorapan a 
medida que se van separando de las cromátidas hermanas. 

La condensación de los cromosomas interfésicos para convertirse en cromosomas mi- 
tóticos empieza en los estadios tempranos de la fase M y es un proceso íntimamente asocia- 
do a la progresión de la célula a través del ciclo, como se describirá con más detalle en el 
Capítulo 17. Durante la fase M, la expresión génica se detiene y se realizan modificaciones 
específicas en las histonas que ayudan a reorganizar la cromatina a medida que se compac- 
ta. El empaquetamiento es asistido por un tipo de proteínas denominadas condensinas, las 
cuales utilizan la energía procedente de la hidrólisis del ATP y colaboran en el plegado de 
las dos moléculas de DNA de cada uno de los eroraosomas interfásicos, conviriéndolas en las 
dos cromátidas de un cromosoma mitótico. Las condensinas son grandes complejos protei- 
cos que contienen dímeros de proteína SMC: estos dímeros se forman cuando dos mon. 
rueros rígidos y largos se unen por sus extremos dando lugar a una bisagra, dejando dos 
dominios globulares en los oros dos extremos a través de los cuales se unen al DNA e hi- 
drolizan ATP (Figura 4-73). Cuando se añaden condensinas al DNA purificado, se pueden 
generar largos bucles dextrógiros en las moléculas de DNA utilizando la energía procedente 
de la hidrólisis del ATP Atmque no está muy claro cómo actúan sobre la cromatina, el mo» 
delo de enrollamiento mostrado en la Figura 4-73C se basa en el hecho de que las conden- 
sinas son los componentes estructurales mayoritarios que terminan en el eje de los 
cromosornas metafásicos, con cerca de tna molécula de condensina por cada 10.000 xu- 


Flaura 4-71 Electromicrografía de barrido de una región cercana a un extremo de 
tn cromosoma mitótico Uípico. Parece que cada protuberancia representa la parte 
superior de un dominio en farma de bucle, Hay que destacar que es posible 
diferenciar dararmnente las das cromátidas hermanas (dibujadas en fa Figura 4-70). (De 
M.P Marsden y UK. Laemmná, Cel W7: 849-858, 1979. Con la autorización de Elsevier) 
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RESULTADO NETO: CADA MOLÉCULA DE DNA HA SIDO 
EMPAQUETADA EN UN CROMOSOMA MITÓTICO QUE ES 
10.000 VECES MÁS CORTO QUE SU FORMA EXTENDIDA 


Figura 4-73 Proteínas SMC en les condensinas. (4) Hectromicrografía de un dimero 
SMC purificado, (B) Estructura de un dimero SiC. Su larga reglón central está 
formeda por dos cadenas entiparalelas y está sobreenrollada (véase la Figura 3-9), 
con un dominío central que actúa como una bisagra flexible. (() Modelo sobre cómo 
podrían compactar la cromatina las proteínas SMC de las condensinas. En realidad, 
las prozeírias SMC son componentes de un complejo mayor de condensina. Se ha 
propuesto gue en la célula las condensinas enrollan una larga ristra de dominios de 

- bucles de cromatina (yéase la Figura 4-57). Así, las condensinas formarían una red 
que mantendría el DNA en un estado altamente organizado durante la metafase del 
ciclo celular (A, por cortesía de H.P Erfckson; E y €, adaptadas de T. Hirano. Nat Rev. 
Mol Celi Blol, 7311-3227, 2006, Con la autorización de Macealilan Publishers L1d) 


Figura 4-72 Modelo del empaguetamiento 
de la cromatina. Este raodelo muestra 
afgunos de los richos grados de 
erapaquetaemiento de la cromatina que se 
han postulado para explicar el elevado grado 
de empaguetamienta del cromosoma 
mitóco. 
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CÓMO EVOLUCIONAN LOS GENOMAS 


Figura 4-74 Localización de la tondensina en cromosomas rmitóticos condensados. 
(Ay Micrograíía fluorescente de un cromosoma hurmarño en mitosis, teñido con un anticuerpo 
que reconoce la condensina, En los cromosornas altarnente condensados, la condensina ve 
observa concentrada en estructuras punteadas a lo largo de su eje Experimentos similares 
a éste muestran una localización similar para la topolsomerasa ll del DNA, una enzima que 
hace reversibles las roturas de la doble hélice de DNA que permiten que tana doble hélice 
de DNA pase a través de la ova (véase la Figura 5-23). (B) La microscopía electrónica con 
anticuerpos marcados con oro coloidal revela la localización de la condensina (bmanchos 

- negras). Se misestra una cromátida en sección transversal, con el eje del crornesona 
perpendicular al plano de la hoja (A, de £. Maeshima y UK Laernrali, Dev. Cell 4:467-480, 
2003. Con la autorización de Elsevier. B, por cortesía de UL Laerarall, de K. Maeshima, 
34, Elisow y UL Laernrall, Chromosorna 114:365-375, 2005. Con la autorización de Springer) 


cleótidos de DNA. Figuxa 4-74), Cuando las condensinas se efíminan experimentalmente 


de una célula, la condensación cromosómica sigue produciéndose, pero el proceso no se 
desarrolla con normalidad. 


Resumen 


Los cromosorias se descondensan generalmente durante la inverfase, de forma que es difícil visuali- 
zar los detalles de su estructura. Existen notables excepciones como los especializados crornosomas 
plumulados de los ovocitos de vertebrados o los cromosoraas pollténicos de células secretoras giganr 
tes de insectos. Los estudios de ambos tipos de cromosomas interfásicos sugieren que cada una de las 
largas moléculas de DINA de tun cromosoma está dividida en un gran nánero de dorninios discretos 
organizados en bucles de cromatina y cada bucle está constituido por un fragmento de fibra de cro- 
inatina plegada de 30 nn. Cuando los genes contenidos en ten bucle se expresan, el bucle se desem- 
paqueta permitiendo que la maquinaria celular tenga unacceso fácil al DINA. 

Los cromosomas interfásicos ocupan territorios discretos en el núcleo celular, es decir, por lo ges 
neral no están entrelazados. La eucromatina constituye la mayor parte de los cromosomas interfás 
sicos y, cuando no se está transcribiendo, probablemente se encuentea en forma de fibras de 30 nm 
fuertemente plegadas, Sin embargo, la eucromatina está interrumpida por extensiones de hetero- 
cromatina, en las cuales las fibras de cromatina de 30 nin están someridas a plegarnientos adício- 
nales de empaqueramiento que generalmente hacen que estas regiones sean resistentes a la 
expresión de sus genes. La hererocromatina se encuentra en formas distintas, algunas de las cuales 
son como grandes bloques dentro y alrededor de los censrómeros y de los telómeros. Pero la hetero- 
cromatina también está presente en muchas otras posiciones de los cromosomas y puede regular ges 
nes importantes del desarrolla. 

El interior del núcleo es uy dinámico, con la heterocromatina situada con frecuencia cerca de 
la envoltura nuclear y con los bucles de cromatina desplazándose tds allá de su territorio cromosó- 
mico cuando los genes están siendo expresados. Este hecho refleja la existencia de subcompartimien- 
tos nucleares que facilitan diferentes conjuntos de reacciones bioquirnicas debido al incrernento en la 
concentración de determinadas proteínas y RNA. Los componentes implicados en la formación de 
subcompartimientos pueden autoensamblarse y formar orgánulos discretos como los corpúsculos de 
Cajal; también pueden estar enganchados a estructuras como la envoltura nuclear. 

Durante la mitosis, la expresión génica se detiene y todos los crornosomas adeuleren 14na Con» 
formación altamente condensada, a través de un proceso que empieza al printipio de la fase M y que 
empaqueta las dos moléculas de DNA, de cada cromosoma replicado, como dos cromátidas plega- 
das por separado. Este proceso se acompaña de la modificación de histonas que facilita el emp 
guetamiento de la cromatina. Sin embargo, para completar satisfactoriamente este proceso 
ordenado, que reduce en diez veces la distancia entre los.extremos de cada molécula de DNA inter- 
fásico, se requiere la participación de las condensinas. 
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En este capítulo hemos descrito la estructura de los genes y cómo se ermpaquetan y orde- 
¿Ban en los cromosomas, En esta última sección describimos algunas de las formas en las 
"que los genes y los genomas ban evolucionado a lo largo del tiempo, dando higar a la ara- 
plía diversidad de formas de vida actuales de nuestro planeta, La secuenciación de los ge- 
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formas ha revolucionado nuestra visión de la evolución molecular, desvelado una enoras 
riqueza de información sobre las relaciones de parentesco ente organismos y mecanismos 
de evolución. 

Probablemente no sea sorprendente que puedan encontrarse genes con funciones si- 
milares enima arnplia variedad de seres vivos. No abstante, la gran revelación de los últimos 
25 años ha sido el descubrimiento de que la secuencia de nucleótidos actual de rauchos ge- 
nes se halla lo suficientemente bien conservada como para que a lo largo de grandes distan. 
cias Blogenéticas se puedan reconocer genes homélogos, €s decix, genes cuya función y 
secuencia de nucleótidos es similar debido a que proceden de un ancestro común. Por ejern- 
plo, resulta fácil detectar genes homólogos inequívocos de rmuchos genes humanos, en 0r- 
ganismos como nematodos, moscas de la fruta, levaduras e incluso bacterias. En rauchos 
cásos el parecido es tan grande, que la parte de un gen de la levadura que codifica la proteí- 
ña puede ser sustituida por su homóloga humana incluso cuendo nosotros y las levaduras 
estamos separados por más de mil múllones de años de historia evolutiva. 

Coro se describe en el Capítulo 3, la identificación de homologías de secuencia se ha 
converddo en una herramienta inmportante pare inferirla función de un gen o de una pro- 
teína. Pese a que hallar dicha hornología de secuencia no garantiza que la función sea simi- 
lar, se ha derostrado que proporciona un excelente indicio. Así, a menudo $e puede prede- 
cicla función de los genes en humanos de los que no se dispone de información bioquímica 
o genética, sencillamente comparando sus secuencias con las de otro organismo. 

Por lo general las secuencias de los genes están mucho más conservadas que la estruc- 
tuwa global del genoma. Como ya indicamos las características de la organización del geno- 
ma, como son su tamaño, su número de cromosomas, el orden de los genes dentro de los 
cromosomas, la abundancia y el tamaño de los intrones y la cantidad de DINA repetitivo, 
pueden ser muy distintos entre organismos, como de hecha lo es el número de genes que 
contienen. y , 

El número de genes se correlaciona sólo de farma muy aproxirnada con la complejidad 
fenotípica de un organismo (véase la Table 1-1). Una gran parte del aumento del número de 
genes que se produce con el aumento de la complejidad biológica se debe a la expansión de 
familias de genes estrechamente relacionados entre sí, observación que establece que la du- 
plicación génica y la divergencia han sido procesos evolutivos importantes, Así, es probable 
que todos los genes actuales sean descendientes --vía procesos de duplicación, divergencia y 
reagrupación de segmentos de genes- de unos cuantos genes ancestrales que existieron en 
las formas de vida primitivas. 


Errores en los mecanismos normales de copia y mantenimiento 
del DNA provocan alteraciones del genoma 


Las células germinales no tienen mecanismos especializados para der lugar a cambios en 
la estructura de'sus genomas; la evolución depende de accidentes y de errores seguidos de la 
supervivencia no aleatoria, Muchos de los cambios genéticos que denen lugar son simple- 
raente el resultado de errores en los mecanismos normales mediante los cuales los genomas 
se copian o se reparan cuando se han dañado, aunque el desplazamiento de DNA transpo- 
nible también desempeña un papel importante, Como se describirá en el Capítulo 5, los me- 
canismos que mantienen las secuencias de DNA son muy precisos —pero no son perfectos. 
Por ejemplo, debido a los elaborados raecanismos de replicación y de reparación del DINA 
que permiten que se hereden las secuencias del DNA con extraordinaria fidelidad, alo largo 
de una línea de descendencia sólo cambian al azar aprodmadamente un par de nucleótidos 
de cada mil nucleótidos, ceda millón de años. Aún más, enuna población de unos 10.000 in- 
dividuos diploides, cada posible sustitución de nucleótidos habrá sido “probada” unas 
20 veces a lo largo de un millón de años 41m corto periodo de tiempo en relación con la evo- 
lución de las especies. 

Los errores en la replicación, recombinación o reparación del DNA pueden llevar sim- 
plemente a cambios en la secuencia del DNA —<como la sustitución de un par de bases por 
otra oa reorganizaciones a gran escala de genomas como eliminaciones, duplicaciones, ha- 
versiones y translocaciones de DNA de un cromosoma a otro. Además de estos errores en la 
maquinaria genética, los diversos elementos de DNA móvil que se describirán en el Capí 
tulo $ son tna fuente importante de cambio del genoma [véase la Tabla 5-3, p. 318) Los 
elementos transponibles de DNA (iransposones) son secuencias de DMA parásito que colo- 
nizan un genora y que se propagan dentro de él, Durante este proceso, a menudo alteran la 
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función o la regulación de genes existentes, Algunas veces incluso dan lugar a nuevos genes 
mediante fusiones entre secuencias de los transposones y segmentos de genes existentes, 
Durante largos periodos de tiempo en la evolución, estas transposones han afectado pro- 
fundamente la estructura de los genomas. En realidad, cerca de la mitad del DNA del geno- 
me hunrnano tieñs similivides de secuencia reconocibles en transposones conocidos, lo cual 
indica que estas secuencias son remanentes de antiguos episodios de transposición (véase la 
Figura 4-17). Adernás, no hay duda de que nuestro genoma deriva de sucesos de transposi- 
ción que ocurrieron hace tanto tiempo (más de 105 años) que las secuencias no se pueden 
trazar hasta los transposones que las originaron. 


Las secuencias de los genomas de dos especies difieren de forma 
proporcional al tiermpo durante el cual han evolucionado 
por separado 


Las diferencias entre los genomas de las especies actuales se han acumulado durante más de 
3000 millones de años. A falta de información directa sobre los carmbios que se han praduci- 
do alo largo del tiempo, podemos reconstruir el proceso de evolución de los genomas com- 
parando detalladamente el genoma de los organismos contemporáneos. 

La herramienta básica de la genómica comparativa es el árbol filogenético. Un ejemplo 
sencillo es el árbol que describe la divergencia de las humanos a partir de los primates supe- 
riores Figura 4-75). La evidencia primaria para este árbol procede de la comparación de se- 
cuencias de genes o de proteínas. Por ejemplo, las comparaciones entre secuencias de genes 
o proteínas de humanos y de primates superiores revelan que las diferencias más pequeñas 
se dan entre humanos y chimpancés y las más grandes entre humanos y orangutanes, 

Para organismos estrechamente relacionados como humanos y chimpancés, es relati- 
vamente fácil reconstruár las secuencias génicas del aricestro común, ya extinguido, de ama- 
bas especies (Pigura 4-76). La gran similitud entre los genes de humanos y de chimpancés 
se debe principalmente al poco tiempo durante el cual se han ido acumulando muteciones 
entos dos linajes divergentes, más que a limitaciones funcionales que hayan mantenido las 
secuencias iguales. Esta tesis se apoya en la observación de que incluso las secuencias de 
DNA cuyo orden en nucleótidos no tiene ninguna limitación funcional como las secuencias 
que codifican los fibrinopéptidos (véase la p. 264) o de la tercera posición de cadones “sinó- 
nimos” (codanes que especifican un mismo arvinoácido; véase la Figura 4-76)- son aproxi- 
madamente idénticas en kumanos y chimpancés. 

Para organismos relacionados menos estrechamente, como los humanos y los pollos 
(que han evolucionado de forma separada durante unos 300 millones de años), la conser- 
vación de secuencia hallada en los genes se debe principalmente a una selección purificar 
dara tes decir, la selección que elimina a los individuos portadores de mutaciones que 
interfieren con funciones genéticas importantes) más que a la falta de tiempo suficiente 
para que se den mutaciones. En consecuencia, las secuencias codificantes de proteínas, las 
codificantes de RNA y las secuencias reguladoras del DNA se hallan fuertemente conserva- 
das, Por el contrario, la mayoría de secuencias de DNA de los genomas hurnano y de pollo 
han divergido tanto debido a muchas mutaciones que a menudo es imposible alinearlas 
tina con la otra. ¡ 
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Figura 4-75 Árbol filogenético que muestra 
ta relación entre los humanos y los grandes 
simios basada en la secuencia de los 
nucleótidos. Como se indica, se considera 
que las secuencias de los genomas de las 
cuatro especies difieren de la secuencia de su 
último ancestro común en poco más de un 
1,5%, Debido a que los cambios se producen 
de forma independiente en las dos neas 
divergentes, las comparaciones entre dos 
especies muestran el doble de divergencia 
de secuencia que la mostrada respecto 
atancestro común. Por ejermplo, las 
comparaciones humano-orangután 


" rauestran una divergeñdz dé paco más 


del 39% mientras que las comparaciones 
humano-chimpancé muestran una 
divergencia de aproximadamente el 1,2%, 
(Madificado de EC. Chen y W.H Ll, 

Am.4. Hur. Genet. 68: 444-456, 2001. Con la 
autorización de University of Chicago Press) 
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Los árboles filogenéticos construidos a partir de la comparación de 
secuencias de DNA trazan las relaciones entre los organismos 


La integración de los árboles filogenéricos basados en comparaciones de secuencia con el 
registro fósil ha dado lugaz a la mejor imagen de que disponemos sobre la evolución de las 
formas actuales de vida. El registro fósil sigue siendo importante como fuente de datos ab- 
solutos basados en el decaimiento de radioisótopos en les formaciones rocosas en que son 
hallados los fósiles. No obstante, los tiempos precisos de divergencia entre especies son diff 
cilles de establecer a partir del registro fósil incluso para especies que dejan buenos fósiles 
con morfología distintiva. 

Los árboles flogenéticos biregrados sugieren que los cambios en la secuencia de deter- 
minados genes o proteínas tienden a ocurrir a una velocidad constante, aunque en linajes 


-. Coneretos se observan velocidades que difieren hasta en más del doble. Como se describe en 
- €l Capítulo 5, este "reloj molecular” va más deprisa en secuencias que no están sujetas a se- 


lección purificadora como regiones intergénicas, partes de los ntrones que carecen de se- 
ñales de procesamiento o de regulación y genes que han sido inactivados hreversiblemente 
debido a mutaciones (los denominados pseudogenes). El reloj va más despacio para se- 
cuencias que están sujetas a fuertes limitaciones funcionales -por ejemplo, las secuencias de 
aminoácidos de proteínas como la actina que están involucradas en interacciones especifi- 
cas con gran número de otras proteínas y cuya estructura, por tanto, está condicionada en 
gran medida (véase, p. ej. la Figura 16-18). 

' En ocasiones, en una secuencia muy conservada se observa un cambio rápido. Lomo se 
explicará más adelante en este capítulo, estos episodios son especialmente interesantes por- 
que parece que reflejan periodos de fuerte selección positiva para mutaciones que confieren 
tna ventaja selectiva en el Enaje concreto en el que se produce el cambio rápido. 

Los relojes moleculares corren a velocidades que están determinadas tanto por la velo- 
cidad de mutación como por el grado de selección purificadora de una secuencia particular. 
Pox tanto, se requiere una calibración distinta para genes que se replican O se reparan me- 
diante sistemas celulares distintos. Cabe destacar que en antmales, pero no en plantas, los 


- relojes basados en secuencias de nucleótidos del DNA mitocondrial sin condicionantes f- 


cionales van mucho más deprisa que los relojes basados en secuencias mucleares sin condi- 


Figura 4-76 Deducción de la secuencia 
ancestral a partir de la comparación de 
secuencias de la región codificante de los 
genes de la leptina en humanos y en 
chimpancés. La leptina es ene hormona 
que regula la ingestión de alimentos y la 
utización de energía en respuesta a los 
niveles de reserva de gresa. Como se indica 
mediante los codones sombreados en verde, 
sólo hay 5 nucleótidos (de un total de 441 
que difieren entre estas dos secuencias. 
Adernás, cuendo se expeninan las seciencias 
de aminoácidos codificados por ambas 
secuencias en huenanos y en chirapancés, 
sólo existen diferencias de arminoácidos en 
una de las 5 posiciones. Tarobién se nuestra 
lá secuencia correspondiente del gorila para 
cada una de las 5 posiciones de nudeótidos 
que verían. En dos casos, la secuencia del 
gorila es igual a la de humanos, mientras 
que en tres casos coincide con la del 
chimpancé : 
¿Cuál era la secuencia de la leptina en el 
ancestro cormán? Un medelo evolutivo que 
intente minimizar el número de reutaciones 
que deberfan haber sucedido durante la 
evolución de los genes de humanos y 
chimpancés asueniria que la secuencia de 
la leptina del úitimo ancestro común es la 
misma que actualmente denen humanos y 
chimpancés cuando esta coincide; cuando na 
coincide utilizará la secuencia del gorila para 
el desermpate. Para simplificar, sólo se 
muestran dos primeros 309 nucleótidos de las 
secuencias codificantes de la leptina. Los 
otros 141 son idénticos entre humanas y 
chimpencés, 
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cionantes funcionales, debido a la elevada velocidad de mutación en la mitocondria de los 
animales, 

Los relojes moleculares tienen una resolución temporal mejor que el registro fósil y son 
ana guía más fiable para establecer con detalle la estructura de los árboles Blogenéticos, que 
los métodos clásicos de construcciones de árboles basados en la comparación de morfología 
y desarrollo en especies distintas. Por ejeraplo, la relación precisa enve las líneas de los pri- 
mates superiores y los humanos no fue establecida hasta que en la década de 1989 se acu- 
mularon suficientes datos moleculares de secuencia como para establecer el árbol mostrado 
en la Figura 4-75. En la acualidad con las enormes cantidades de secuencias de DNA deter- 
minadas de una variedad de mamiferos, se han obtenido mejores estimaciones de nuestra 
relación con ellos (Bigura 4-77). 


Comparando los cromosomas de humanos y de ratones se observa 
de qué manera divergen las estructuras de los genomas 


Como era previsible, el genoma humano y el del chimpancé son mucho más parecidos en- 
tre sí que el genoma hurnano y el de ratón. Pese a que el tamaño del genoma del ratón es 
aprodimadamente igual y contiene casi los mismos conjuntos de genes, ha transcurrido mia- 
cho más tiempo durante el cual se han podido ir acumulando cambios-cerca de 89 millones 
de años respecto a 6 millones de años. Además, como se indica en la Figura 4-77, los Enajes 
de roedores (representados por la rata y el ratón) Bienen relojes moleculares muy rápidos. 
Por lo tanto, estos linajes han divergido del humano más rápidamente de lo que sería de es- 
perar. 

Como se muestra en la comparación de secuencia del DNA de la Figura 4-78, pe muta- 
ción ha dado lugar a una extensa divergencia de secuencia entre humanos y ratones en 
todos los sitios que no se hallan afectados por la selección —como las secuencias de nucleó- 
tidos de los intrones. Por el contrario, en las comparaciones ente humanos y chimpancés, 
casi todas las posiciones de las secuencias son las mismas, simplemente porque no ha pasa- 
do suficiente tiempo, desde el último antecesor común, para producirse muchos cambios. 

A diferencia de lo que sucede entre humenos y chimpancés, el orden local de los genes 
y el conjunto de la organización del cromosoma han divergido mucho entre humano? y ra- 
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Figura 4-77 Árbol! filogenético resaltando 
algunos de los genomas de mamiferos que 
están siendo estudiados extensamente. 
La longitud de cada línea es proporcional 
al número de sustituciones neutras” 
representan los cambios de nudeótidos 
observados en ausencia de selección 
purificadora. (Adaptado de G.M. Cooper 

et al, Genome Res. 15:901-913, 2005, 

Con la autorización de Cold Spring 

Harbor Laboratory Press.) 


Figura 4-72 Comparación de un fragmento 
del gen de la leprina en ratén y en 
humanos, Las posiciones en las que las 
secuencias difieren en un solo nucleórido 

se muestran en verde; las posiciones que 
difieren debido a la adición o deleción de 
nucleótidos se muestran en amarillo. Nótese 
que ta secuencia codificante del exón está 
mucho mejor conservada que la secuencia 
del intrón A 


El intrón 
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tones. Según estimaciones aproximadas, en las líneas de humanos y ratones han tenido la- 


- gar un total de unos 180 sucesos de rotura y unión desde que arubas especies compartieron 


por última vez un ancestro común. Durante este proceso, pese a que el número de cromo- 
sormas es similar en las dos especies (23 por genoma haploide en humanos respecto a 20 en 
el ratón) su estructura global difiere considerablemente. No obstante, pese al extenso reor- 
denariento de los genomas, existen grandes bloques de DNA en los que el orden de los ge- 
nes es el mismo en humanos y ratones. Estas regiones de conservación del orden de los 
genes en los cromosornas son denominados bloques de sintenia. 

Una conclusión inesperada que aparece de la comparación detallada entre la secuencia 
completa del genoma humano y el del ratón, y confirmada por las comparaciones posterio- 
res realizadas entre genomas de otros vertebrados, es que se han eliminado y añadido pe- 
queños bloques de secuencias a los genomas a una velocidad sorprendentemente rápida. 
De este modo, si asumimos que nuestro antecesor común tenía un genoma del tamaño hu- 
mano (unos tres mil millones de pares de nucleóridos), los ratones tienen que haber perdi- 
do en total cerca del 45 por ciento de este genoma por la acurnulación de eliminaciones 
durante los últivaos $9 millones de años, mientras que los humanos tienen que haber perdi- 
do un 25 por ciento. Sin embargo, estas pérdidas se hen compensado mediante las ganían- 
cias sustanciales de muchas secuencias de pequeñas duplicaciones cromosórnicas y de la 
multiplicación de transposones. Como resultado de ello, el tamaño de nuestro genoma no 
ha cambiado en comparación con el del último antecesor coraún pare humanos y ratones, 
mientras que el genoma del ratón es menor en sólo 300 millones de nucleótidos, 

La comparación detallada entre el genoma humano y el de ratón de la mayoría de re- 
giones de sintenia ofrece buenas evidencias de la pérdida de secuencias de DNA en peque- 
ños bloques durante la evohución. En estas comparaciones se observa claramente la 
reducción del genoma del ratón, con la pérdida neta de regiones a lo largo de largas regiones 
de DNA que por otro fado son homólogas (Figura 4-79), 

El DNA se añade a los genomas mediante la duplicación espontánea de segmentos de 
cromosoma, que contienen decenas de miles de pares de nucleótidos (como se verá en se- 
guida), y mediante la transposición activa (la mayoría de transposiciones son duplicativas, 
porque la copia original del transposón sigue estando donde estaba cuando la copia se in- 
sertó otro lugar; para un ejemplo, véase la Figura 5-74). Así, la comparación de secuencias 
derivadas de los transposones en humanos y ratones revela fácilmente algunas de las se- 
cuencias añadidas (Figura 4-80). 

Por motivos desconocidos, todos los mamiferos tienen tamaños de genornas de unos 
tres mil millones de pares de nucleótidos que contienen conjuntos de genes prácticamente 


- idénticos, aunque parece que únicamente unos 150 millones de pares de nucleótidos están 


bajo restricciones funcionales específicas de secuencia. 
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Figura 4-79 Comperación de una porción 
sinténica del genoma humano y de ratón, 
Alrededor de un 90 por ciento de los dos 
genes puede alinearse de este modo. 
Obsérvese que mientras que exíste un orden 
idéntico de las secuencias marcadas frajo!, 
en el inaje del ratón ha habido una pérdida 
neta de DNA alo largo de toda la región. Este 
tipo de pérdida neta es típica de este tipo 

de regiones y explica por qué el genoma del 
DNA que el de humanos. (Adaptado de 
Mouse Sequencing Consortiura, Nature 
420:520-573, 2002. Con la autorización 

de Macmillan Publisters Ltd.) 


Flgura 4-89 Cormparación del grupo de 
genes de ta B-globina entre los genomas 
de humanos y de ratones, mostrando, la 
localización de elementos transponibles, 
Esta región del genoma humano contiene 


. ínco genes funcionales del tipo de la 


B-globina (naranja); la región cormparable 

en el genoma de ratón sólo ene cuatro. Las 
posiciones de la secuencia Alu se indican 
con circulos verdes, y las secuencias L1 con 
círculos rojos. El genoma de ratón contiene 
elementos tansponibles distintos pero 
relacionados: las posiciones de los elementos 
B1 relacionados con las secuencias Alu 
humanas) se indican mediante triángulos 
azules y las Secuencias de los elementos 

Li de ratón (relacionados con tas secuencias 
13 humanas) se indican mediante trióngulos 
noranja. La ausencia de elernentos 
transponibles en los genes estructurales 

de la globina puede atribuirse a la selección 
purificadora, que habría eliminado cualquier 
inserción que pusiera en peligro la función 
génica. (Cortesia de Ross Hardison 

y Webb Miller) 
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El tamaño del genoma de un vertebrado refleja las velocidades 
relativas de adición y perdida de DNA de un linaje 


Ahora que conocemos la secuencia completa del genorna de numerosos vertebrados, vemos 
que el tarmaño del genoma puede variar en gran medida, aparenteraente sin un efecto drás- 
tico sobre el organismo o sobre su número de genes. De este modo, mientras que los geno- 
mas del ratón y del perro están en el rango típico de tamaño de los mamiferos, el pollo tiene 
un genoma que tiene un tamaño que solamente es de cerca de un tercio del tamaño del ge- 
nora humano (un millón de pares de nucleótidos). Un ejemplo notable de un organismo 
con un genoma de tanaño anómalo es el pez globo (Fugu nabripes, Figura 4-81), que es ex- 
traordinariamente pequeño para ser un vertebrado (400 millones de pares de nucleótidos 
en comparación con los 1006 millones o más de muchos otros peces). El pegueño tamaño 
del genoma del Fugu se debe casi por completo al pequeño tamaño de sus intrones. En con» 
creto, los intrones del Fugu así como otros segmentos no codificantes de su genoma carecen 
del DINA repetitivo que constituye la mayor parte de los genomas de los vertebrados mejor 
estudiados. No obstante, las posiciones de los intrones del Fugu están conservadas de forma 
prácticamente idéntica respecto a su posición en los genomas del resto de los mamiferos 
(Figura 4-82). 

A pesar de que inicialmente constituyó un enigma, ahora disponemos de tina sencilla 
explicación para estas grandes diferencias en el tamaño del genoma entre organiscoos siral- 
lares: debido a que todos los vertebrados experimentan un proceso contínuo de pérdida y 
adición de DNA, el tamaño de un genoma depende del balance entre estos dos procesos 
opuestos actuando durante millones de años. Supongamos, por ejeraplo, que en el pez Fu- 
gu la velocidad de adición de DNA sucedió muy lentamente. Durante largos periodos de 
tiempo, esto resultaría en una mayor “limpieza” de su genoma de secuencias de DNA cuya 
pérdida pudiera ser tolerada. En retrospectiva, el proceso de purificación selectiva que se ha 
producido en el linaje del pez Fugu ha recogido las secuencias de DNA de los vertebrados 
que es más probable que sean hincionales, en un DNA de sólo 400 millones de pares de nu- 
cdeórdos, proporcionando a los científicos un. importante recurso de estudio. 


Podemos reconstruir la secuencia de algunos genomas antiguos 


Los genomas de los organismos ancestrales se pueden inferir pero nunca observar directa- 
mente: no existen organismos ancestrales vivos en la actualidad. Pese a que un organismo 
actual corno el cangrejo de herradura se parece muchísimo a sus ancestros fósiles que vivié- 
ron hace 2006 millones de años, todo indica que el genoma del cangrejo de herradura debe 
haber evolucionado a lo largo de todo este tiempo a un ritmo similar al de otras líneas evo- 
lutivas, Determinados condicionarmientos selecúvos deben haber mantenido propiedades 
funcionales clave del genoma del cangrejo de herradura que expliquen la estabilidad mor- 
fológica de toda la línea. Sin embargo, las secuencias genómicas indican que la fracción del 
genoma sujeta a selección purificadora es pequeña; por tanto el genoma de un cangrejo de 
herradura acr1al debe ser rmuy distinto al de sus ancestros ya extinguidos y que conocemos 
sálo gracias al registro fósil. 


gen humano 


gen de Fugu 
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Figura 4-91 El pez globo Fugu rubripes, 
(Cortesía de Byrappa Venkatesh.) 


Figura 4-82 Comparación de tas secuencias 
de los genes que codifican ta huntingtina 
en humanos y en Fugu. Ambos genes 
(indicados en rajo) contienen 67 exones 
cortos que se alinean (:1 uno respecto al 
otro; estos exones están conectados 
mediante líneas curvas, El gen humano es 7,5 
veces más grande que el gen Fugu (180.000 
respecto a 27.000 pares de nucleótidos). La 
diferencia se debe a que los intrones del 
genorna humano son más grandes. El 
temaño más grande de los intrones humanos 
se debe a la presencia de retrotransposones, 
cuyas posiciones se representan mediante 
líneas verdes verticales; los intrones de Fugu, 
en cambio, carecen de retrotransposones, 

En humanos, la mutación del gen de la 
huntingtina causa la denominada 
enfermedad de Huntington, una enfermedad 
neurodegenerativa hereditaria. [Adaptado de 
S. Bexendale et al Mor Genet 10: 67-76, 1998. 
Con la autorización de Macrnállan 
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¿Exdste algún modo de abordar con éxito este problema? ¿Podemos esperar llegar a des- 
cifrar grandes secciones del genoma de los antecesores extinguidos de los organismos vivos 
actuales? Para organismos estrechamente relacionados como los humanos y los chimpan- 
cés, hermnos visto que este objetivo no debería resultar difícil de obtener. En este caso, se pue- 
de utilizar la referencia a la secuencia de gorila para clasificar cuáles de las pocas diferencias 
entre la secuencia de DNA de humanos y de chimpancés fueron heredadas de nuestro ante- 
cesor común hace unos 6 millones de años (véase la Figura 4-76). En el caso de un antecesor 

que haya generado tun gran número de organismos vivos actuales diferentes, se pueden 
comparar las secuencias de DNA de muchas especies simultáneamente pera descifrar la se- 
cuencia ancestral; este método permite a los científicos trazar secuencias de DINA más leja- 
nas en el tiermpo. Por ejemplo, de la secuencia completa del genoma de 20 mamileros + 
modernos que pronto serán obtenidas, será posible descifrar la mayoría de secuencias ge- 
nómicas de los mamiferos Boreoeuterianos, de 100 millones de años de edad, que han dado 
pie a especies tan diversas como el perro, el ratón, el conejo, el armadillo y los humanos 
(véase la Figura 4-77). * 


La comparación de secuencias de muchas especies identifica 
secuencias importantes de DNA de función desconocida 


La carrtldad masiva de secuencias de DINA que existen actualmente en bases de datos (más 
de cien mil millones de pares de nucleótidos) constituyen una fuente de información muy 
importante que los científicos pueden aprovechar con muchos propósitos. Ya hemos mos- 
trado de qué forma puede utilizarse esta información para descifrar los caminos evolutivos 
que han conducido hasta los organismos modernos. Pero la comparación de secuencias 
también proporciona muchas pistas sobre cómo funcionan las células y los Organismos. 
Quizás, el descubrimiento más destacable ha sido que, a pesar de que sólo un 1,5% del ge- 
noma humano codifica proteínas, cerca del triple de esta cantidad (un total del 5% del geno- 
ma véase la Tabla 4-1, p. 206) se ha conservado en alto grado durante la evolución de los 
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menileros. Esta cantidad de secuencias conservadas se hace més evidentecuando alinez. 
mos y compararaos los bloques de DINA, sinténico de muchas especies diferentes, De este 
modo se pueden identificar las denominadas secuercios conservadas en rauchas especies 
(Figura 4-83), La meyoría de las secuencias conservadas no codificantes descubiertas de es- 
te modo resultan ser relauvamente cortas, ya que contienen entre 50 y 200 pares de mucleó- 
tidos. La conservación estricta implica que tienen importantes fanciones que se han 
mantenido mediante selección purificadora. El rompecabezas consiste en desvelar cuáles 
son estas funciones. Algunas de las secuencias que no codifican proteína, codífican molécu- 
las de RNA que no son traducidas pero que Genen inaportantes fivciones, Como veremos 
en capítulos posteriores. Otra fracción de DNA no codificante conservado está implicado en 
la regulación de la transcripción de genes adyacentes, como se describe en el Capítulo 7. Pe- 
ro ata xo sabemos qué cantidad de este DNA. conservado responde a estas funciones, lo 
cual sigue constituyendo un gran misterio. La solución a este misterio está ligada a profun- 
das consecuencias para la medicina y revela cuánto necesitamos aprender sobre la biología. 
delos vertebrados. 

¿Cómo pueden abordar este problema los biólogos moleculares? El prirner paso con- 
siste en distinguir entre las regiones conservadas que codifican proteínas y las que no y 
luego, de entze estas últimas, centrarse en les que todavía ño tienen ninguna función identi- 
ficada, coro podría ser por ejemplo la codificación de moléculas de RNA estructural, La si- 
guiente taxes consiste en descubrir qué proteínas o moléculas de RNA están bigadas a estas 
secuencias misteriosas de DNA, cómo se empaquetan en la cromatina y si alguna vez se utl- 
hiza coro molde para la síntesis de RNA. La mayoría de estas tareas todavía están por acabar, 
pero ya se han empezado y se han obtenido algunos datos relevantes. Uno de los más intri- 
gantes se refiere a los cambios evolutivos que nos han convertido en hunanos diferenciados 
del resto de los animales esto es, cambios de secuencias que han sido conservadas entre 
nuestros parientes más cercanos pero que han conllevado cambios súbitamente rápidos en 
el sublinaje humano. 


Los cambios acelerados producidos en secuencias que previamente 
eran conservadas pueden ayudar a descifrar los pasos críticos 
de la evolución humana 


En ctianto estuvieron disponibles las secuencias del genoma humano y de chimpance, los 
científicos empezaron a buscar los cambios de la secuencia de DNA que pudieran dar res- 
puesta a las sorprendentes diferencias entre nosotros y ellos, Con tres mil millones de pares 
de nucleótidos para comparar en ambas especies, parecería una tarea imposible. Pero el tra- 
bajo se realizó limitando la búsqueda a 35.000 secuencias conservadas entre especies, clara- 
rente definidas (Un total de 5 millones de pares de nucleótidos), que representan zonas del 
genomala mayoría de las cuales parecen ser funcionalmente importantes. Aunque estas se- 
cuencias están fuertemente conservadas, no están conservadas de forma perfecta, y cuando 
se comparada versión de una especie con la de etra, por lo general se observa que se han di- 
ferenciado en una pequeña cantidad de nucleótidos correspondiente simplemente al tiemn- 
po transcurrido desde que ambas especies se han separado del último antecesor común. Sín 
embargo, en una pequeña proporción de casos, se pueden ver señales de evolución súbita. 
Por ejeroplo, algunas secuencias de DINA altamente conservadas en otros mamiferos han 
cambiado de tna forma muy rápida durante los seis millones de años de evolución humana 
desde que divergimos: los chimpancés. Parece que estas regiones humanas aceleradas (RLAR: 
human accelerated regions) reflejan funciones que han sido especialmente importantes, de 
. un riado útil, en el hecho de hacernos diferentes. : 

En un estudio centrado en este tema, se identificaron unos 50 sitios de estas caracteris- 
ticas, uma cuarta parte de los cuales se localizaron cerca de genes que se asocia al desarrollo 
neuronal, La secuencia que muestra el cambio más rápido (18 cambios entre los humanos y 
los chimpancés, en comparación a los sólo 2 cambios que bay entre el chimpancé y el pollo) 
fue examinada más a fondo y se encontró que codifica un RNA no codificante de 118 pu- 
cleótidos que se produte en el córtex cerebral humano durante un momento crítico del de- 

.. sarrollo del cerebro (Figura 4-94). Aunque la función de este RNA HARIE todavía no se co- 

- noce con claridad, este extraordinario descubrimiento está provocando Ja realización de 
estadios de los que se espera que aporten una información esclarecedora sobre las caracte- 
rísticas cruciales del cerebro humano. 
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La duplicación génica constituye una importante lid 
de novedad genética durante la evolución 


La evolución depende de la generación de nuevos genes, así como de la modificación de los 


ya existentes. ¿Cómo se produce este proceso? Al comparar organismos que parecen. muy 
distintos por ejemplo, un primate con un roedor, O Un ratón con ua pez- raramente en- 
contramos genes de una especie que no tengan ningún homólogo en la otra. Los genes sin 
pareja homóloga son bastante escasos incluso al comparar organismos ten divergentes co- 
mo uh mamifero y un gusano. Por otro lado, Trecuentemente encontramos familias de genes 
que en diferentes especies tienea un número diferente de rulembros. Para generar estas fa- 
milias, los genes han tenido que ser repetidamente duplicados y las copias han tenida que 
divergt asumiendo nuevas funciones que con frecuencia varían de una especie a atra. 

Este punto queda lustrado con los genes que codifican receptores nucleares de hormo- 
nas, en humanos, en un nematodo o en la mosca de la bruta (Figura 4-85). Muchos de los 
subtipos de estos receptores nucleares (también denominados receptores intracelulares) tie- 
nea homéólogos muy parecidos en los tres organismos, los cuales son mucho más similares 
entre sí que respecto a otros subtipos presentes dentro de las mismas especies. En conse- 
cuencia, la mayor parte de la divergencia en esta farnilía génica debe haber precedido a la di- 
vergencia de estas tres líneas evolutivas. Además, una de las ramas principales de esta 
familia génica tuvo una enorme expansión sólo en la nea del nematedo. Expansiones es- 
pecíficas de Hinaje similares, amaque no tan mastvas, de subtipos particulares son evidentes 
alo largo de todo el árbol de la farnilia génica, 

La duplicación génica parece darse a tun rirmo elevado en todas Jas líneas evolutivas, 
contribuyendo al vigoroso proceso de adición de DNA. En un estudio detallado de duplica- 
ciones espontáneas en levadura, se observaron deplicaciones de 50.000 a 250.000 pares de 
nucledtidos, la mayoría de los cuales estaban repetidos en tándern. Esto parecía ser restlta- 
do de errores cometidos durante la replicación del DNA que llevaron a la reparación inexac- 
ta de roturas en la doble cadena. La comparación de los genomas de humano y de 
chimpancé revela que desde el momento en que divergleron, la duplicación de segmentos 
ha añadido unos 5 rúllones de pares de nucleótidos a cada genoma cada millón de años, 
con un promedio de tamaño de duplicación de unos 50.000 pares de pucleótidos (sin em- 
bargo, hay duplicaciones cinco veces mayores como en la levadura). De hecho, sí uno cuen- 
ta los nucleótidos, las duplicaciones han generado más diferencias entre nuestras dos 
especies que las sustituciones puntuales de nucleótidos. 


Figura 4-84 Caracterización inrácial de 

10 gen nuevo detectado preedlamente 
corno secuencia de ONA conservada que 
evolucionó rápidamente en humanos. 

(Aj Dibujo de Ramón y Cajal de la superficia 
eterna del neocórtex humano, resaltando 
las nesronas de Cajal-Betzlus. (8) Cortes de 
tejido de un cerebro de embrión humano 
mostrando parte del córtex con la región 
que contiene las neuronas de CajolBecius 
resaltada en amarillo. Wicrocgrafla superior 
tinción qon cresil violeza. Micrografía ofertar: 
hibridación la sito. Las flechas rojos indican 
las cáledes que producen RNA de HARTE 
detectado por la hibridación in situ lazub, 
HASTE es un nuevo RNA na codificante que 
ha evolucionado rápidamente en el linaje 
humano desde los grandes simios. Las 
neuronas de CajabRerrlus febrican este RNA, 
en el mismo momento en que se desarrolla 
el neocórtex. Los resultados son enigrnéricos, 
porque es característico de los humanos el 
poseer un gran neocórtex; véase la Figura 
22-99 para el commportarniento celular al 
formar este córtex. (Adaptado de K.S. Pollard 
et al, Moture 4432167172, 2006. Con la 
autorización de Macmillan Publishers Ltd] 
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Los genes duplicados divergen 


Úna importante cuestión en la evolución de los genomas es la que trata del destino de los ge- 
nes duplicados recientemente. En la mayoría de los casos parece que, al menos inicialmen- 
te, es necesaria muy poca (o ninguna) selección para mantener el estado duplicado, ya que 
cada copia da lugar a una función equivalente. Así, se cree que muchos de los sucesos de 
duplicación van seguidos de mutaciones de pérdida de función en uno o en el otro gen. Es- 
te ciclo restauraría la situación de un solo gen, que precedía a la duplicación. Además existen 
muchos ejemplos de genomas contemporáneos en los que puede observarse que una copia 
del gen duplicado ha sido inactvada irreversiblemente mediante varias rautaciones. Á lo lar- 
go det tierapo, sería esperable que fuera disminuyendo la similitud de secuencias entre este 
pseudogén y el gen funcional cuya duplicación lo generó, debido a la acarnulación de varios 
carnbios mutacionales en el pseudogén -pudiendo incluso legar a ser indetectable. 

Un destino alternativo de las duplicaciones génicas es que ambas copias se mantengan 
funcionales, mientras que sus secuencias y su patrón de expresión vayan divergiendo y ad- 
quieran funciones distintas. Este proceso de “duplicación y divergencia” explica, con toda 
seguridad, la existencia de amplias familias de genes con funciones relacionadas en orga- 
nismos complejos y parece que desempeña un papel crucial en la evolución que implica el 
incremento de la complejidad biológica, El análisis de muchos genomas eucariotas diferen- 
tes sugiere que la probabilidad de que cualquier gen concreto pueda sufrir una duplicación, 
que se extienda a la mayoría o a todos los individuos de la especie, es de aprodmadamente 
un 1% cada millón de años. 

Las duplicaciones de todo el genoma ofrecen ejemplos impresionantes del ciclo dupli- 
cación-divergencia. Una duplicación del genoma corapleto puede ocurrir de forma relativa- 
mente sencilla: todo lo que se requiere es tun ciclo de replicación del genoma en la línea 
germinal sin la correspondiente división celular. Al inicio, el número de cromosomas au- 
raenta al doble, Estos aumentos súbitos en la ploidía de un organismo son frecuentes, espe- 
cialmente en hongos y en plantas. Tras una duplicación de todo el genoma, todos los genes 
existen corno copias duplicadas. No obstante, a menos que la duplicación se haya dado tan 
recientemente que no haya habido Berapo para alteraciones posteriores de la estructura del 
genoma, el resultado de tuna serie de duplicaciones de segmentos -sucedidas en distintos 
momentos es muy difícil de distinguir del resultado final de una duplicación de todo el ge- 
norma, Ea los mamiferos, por ejemplo, es dudoso el papel que han tenido las duplicaciones 
del genoma completo respecto a series de duplicaciones parciales de segmentos del DNA. 
No obstante, es evidente que en el pasado lejano tuvo lugar un elevado nivel de duplicación 
génica. . 

El análisis del genoma del pez cebra, que experimentó hace cientos de millones de años 
una duplicación del genoma completo o un conjunto de duplicaciones parciales más laca- 
tes, ha proporcionado información adicional sobre los procesos de duplicación y divergen- * 
cia génicas. Pese 2 que muchas duplicaciones de genes del pez cebra se han perdido debido 
a mutaciones, una fracción significativa probablemente del orden de un 30-50%-ha diver- 
gido funcionalmente manteniéndose ambas copias activas. En muchos casos, la diferencia 
funcional más obvia entre los genes duplicados es que se expresan en distintos tejidos o en 
distintos estadios del desarrollo (véase la Figura 22-46). Una teoría atractiva para explicar 
este final supone que se acumulan con rapidez mutaciones ligeramente deletéreas en ambas 
copías de los genes dupiicados. Par ejemplo, una copia puede perdex su expresión en un te- 
jido concreto debido a una mutación en un elemento de regulación mientras que la otra co-. 
pia pierde su expresión en otro tejido. Tras estos sucesos, ambas. copias génicas serían 
necesarias para proporcionar todo el coajunto de funciones que eran cubiertas anterior- 


Ea humanos 
xn gusano 


sei 


del gusano 


3 genes más 30 genes más 


A 
=7  másde 200 genes 


255 


Figura 4-85 Árbol filogenético basado en 


las secuencias de proteinas inferidas para 
tados los receptores nucleares codificados 
por las genomas de humanos tH. sapiens), 
de un gusano nematodo (€, elegans) y de 
la mosca de la fruta (0, melemogaster). Los 
triángulos representan sublarnilias proteicas 
gue se han expandido dentro de las líneas 
evolutivas individuales; la anchura de estos 
triángulos indica el número de genes que 
codifican miembros de estas subfamilias, 
Las barras coloreadas verticales representan 


- un soto gen. No exíste ningún patrón sencillo 


de las duplicaciones históricas y de las 
divergendas que han dado lugar a las 
familias génicas que codifican receptores 
nucleares en los tres organismos 
contemporáneos. En la Figura 15-14 58. 
describe ta familia de receptores nucleares de 
hormonas. Estas proteínas tenen funciones 
en la señalización celular y en laregulación * 
génica. (Adaptado del International Hurnan 


* Genome Sequencing Consortium, Nature 


409, 260-921, 2001. Con la autorización de 
Macmillan Publishers Lid.) 
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Figura 4-86 Comparación de la estructura de las gícbinas de una cadena y de 
cuatro cadenas. La globina de custra cadenas que se muestra es la hemoglobina, 
que es un complejo de dos cadena de a-globina y dos de P-alobina. En algunos 
vertebrados primitivos, la gicbina de cadena sendiila forma un dinero que se 
disocia cuando se une al oxfgeno, representando una etapa intermedia en la 
evolución de la globina de cuatro cadenas. 


mente por un solo gen, de forma que arabas copias no podrían perderse debido a mutacio- 
nes inactivadoras. Durante largos periodos de leznpo, cada copia puede sufrir cambios pos- 
teriores mediante los cuales puede adquirir nuevas funciones especializadas. 


La evolución de la familia génica de la globina muestra 
cómo las duplicaciones del DNA contribuyen a la evolución 
de los organismos 


La familia génica de la globina proporciona un buen ejemplo de cómo la duplicación del 
DNA da lugar a nuevas proteínas, debido a que su historia evolutiva ha sido bien estudiada. 


Las inequívocas homologías entre las secuencias de aminoácidos y las estructuras de las glo-. 


binas actuales indican que todas ellas tienen que derivar de un gen ancestral común, aun- 
que en la actualidad algunas de ellas están codificadas por genes diferentes del genoma de 
los mamiferos. 

Podemos reconstruir algunos de los sucesos pasados que dieron fugar alos diferentes ti- 
pos de moléculas de hemoglobina transportadoras de oxígeno, mediante el estudio de las 
distintas formas de esta proteína en organismos situados en distintes posiciones en los ár- 
boles Blogenéticos. Una molécula como la hemoglobina ha sido necesaria para permitir a 
los animaies pluricelulares adquirir un pran temanño, ya que los animales grandes no pueden 
depender de la simple difusión de oxígeno a través de la superficie del cuerpo para oxigenar 
sus tejidos de forma adecuada. Por lo tanto, en tados los verrebrados y en muchos inverte- 
brados 358 encuentran moléculas del tipo de la bemoglobína. La molécula transportadora 
de oxigeno más primitiva en los animales es una cadena polipeptídica de globinea de unos 
159 artnoácidos que se encuentra en muchos gusanos marinos, insectos y peces primirivos. 
No obstante, la molécula de hernoglobina de los vertebrados superiores está compuesta por 
dos tipos de cadenas de globina. Parece ser que hace unos 500 millones de años, durante la 
evolución de los peces superiores, se dieron una serie de duplicaciones y mutaciones géni- 
cas. Estos acontecimientos dieron lugar a dos tipos ligeramente distintos de genes de la glo- 
bína que, en. el genoma de cada individuo, codifican las cadenas a y B de la globina. En los 
vertebrados superiores actuales cada molécula de hemoglobina está compuesta por dos ta- 
denas q y dos caderas P [Figura 4-86). Los cuatro sitios de urdón para el oxgeno en la ma- 
lécula 0782 interaccionan entre sí, permitiendo que en la molécula se presente un cambio 
alostérico cooperativo al unir y liberar oxígeno, lo cual permite a la hemoglobina captar y Hi- 
berar oxígeno de forma más eficiente que la versión de cadena única. 

Más tarde, durante la evolución de los maralferos el gén de la cadena $ aparentemente 
sufrió duplicación y mutación, dando lugar a una segunda cadena $ de la globina que se sin- 
teliza exclusivamente en el feto, La molécula resultante de hemoglobina tiene mayor afini- 
dad por el oxígeno que la hemoglobina de los adultos y favorece así la transferencia de 
oxígeno de la madre al feto. A continuación, el gen de la nueva cadena de tipo fi de la herno- 
globina, mutó y se duplicó, dando lugar a dos nuevos genes, e y y, de forma que la cadena £ 
se produce antes durante el desarrollo (formando 082) que la cadena y fetal que forma az. 
Más texde duranze la evolución de los primates se produjo una duplicación del gen de la ca- 
dena f de adulto dando lugar a la globína $ y así a una forma minoritaria de la hemoglobina 
(0252) presente sólo en los primates adultos (Pigtuea 4-87). 

Cada uno de los genes duplicados ha sufrido modificaciones debido a mutaciones pun- 
tales que afectan tanto a las propiedades de la.molécula final de hemoglobina, como a 


Figuea 4-27 Esquema evolutivo de las cadenas de globina trensporiadoras de 
oxigeno en la sangre de los animales, El esquema destaca la familia génica de la 
f-globina Una duplicación génica relativamente reciente del gen de la cadena y 
dio lugar a Y* y f*, que son cadenas del tipo f fetal con una función idéntica. La 
localización de tos genes de la globina en el genoma humano se muestra en fa 
parte superior de la figura (véase también la Figura 7-64) 
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cambios en las regiones reguladoras que determinan cuándo y a qué nivel se expresará el 
geo. En consecuencia, cada globina se sintetiza en distinta cantidad en las distintas etapas 
del desarrollo humano (véase la Figura 7-64B). 

El resultado final de los procesos de duplicación génica que han dado lugar a la diversi- 
dad de las cadenas de la hemoglobina se ve claramente en los genes humanos que aparecie- 
ron a partir del gen fi original, los cuales se encuentran como una serie de secuencias de 
DINA homólogas situadas unas de otras a unos 50.000 pares de nucleótidos de distancia. Un 
agrupamiento similar de genes de la o-globina está situado en un cromosoma humano dis- 
tinto, Debido a que los agrupamientos de los genes de la o-giobina y de la B-glabina se hallan 
en cromosomas distintos en aves y en mamiferos, pero están juntos en el sapo Xenopus, se 
considera que un suceso de translocación cromosómica separó a los dos agrupamientos de 
genes hace unos 300 millones de años (véase la Figura 4-87). 

Existen varias secuencias de DINA de la globina duplicadas dentro de los agrupamientos 
génicos de las globiñas a y B pero que no constituyen genes funcionales sino pseudogenes. Tie- 
nen una gran homología con los genes funcionales pero han sido inactivados por mutaciones 
que evitan su expresión. La existencia de estos pseudogenes muestra que, como era de esperar, 
no todas las duplicaciones del DIVA dan lugar a un nuevo gen, También sabernos que las se- 
cuencias de DINA no funcionales no son eliminadas rápidamente tal y como lo demuestra la 
gran cantidad de DNA no codificante presente en el genoma de los marfferos. 


La recombinación de exones puede dar lugar a genes 
que codifiquen nuevas proteínas 


El papel de la duplicación del DNA en la evolución no está restringido a la expansión de fa- 
milias génicas. También puede actuar a menor escala generando nuevos genes y colocar 
juntos cortos segmentos duplicados de DNA. Las proteínas codificadas por genes genera- 
dos de esta forma pueden serreconocidos por la presencia de dominios proteicos similares, 
repetidos, que $e encuentran unidos en serie de forma covalente unos a Otros. Por ejemplo, 
las inmunoglobulinas (Figura 4-88) y las albúminas, así como la mayoría de proteínas fi- 
brosas (como las colágenas) están codificadas por genes que han evolucionado mediante 
duplicaciones repetidas de una secuencia de DNA primordial. 

En los genes que evolucionaron úe esta fornoa, así como en muchos oros genes, a me- 
nudo cada exón codifica una unidad individual de plegamiento de la proteina, llamada do- 
aminio. Se considera que la organización de las secuencias codificantes del DINA en series de 
exones separados por largos Íntrones ha facilitado mucho la evobución de nuevas proteínas, 
Por ejemplo, las duplicaciones necesarias para formar un solo gen que codifique una pro- 
teína con dominios repetidos pueden darse por rotura y unión posterior en cualquier lugar 
de los lergos intrones a cada lado de un exón; si no hubiese intrones, en el gen original sólo 
habría unos cuantos sitios en los que el intercambio recombinante entre moléculas de 
DNA podría duplicar el dominio, 41 permitir que se produzca la-duplicación mediante re- 
combinación ea muchos sitios potenciales y no en unos cuantos, los Íintrones aumentan la 
probabilidad de que se dé un suceso de duplicación favorable. 

De forma más general, a partir de las secuencias de los genomas sabernos que las partes 
que componen los genes tanto cada uno de los exones individuales como sus elementos de 
regulación han actuado como elementos modulares que se han duplicado y se han despla- 
zado a lo largo del genoma generando una gran diversidad de seres vivos. Así, muchas pro- 
tefnas actuales están formadas por un mosaico de dominios a partir de distintas famplias de 
dominios, lo que refleja su larga historia evolutiva (véase la Figura 3-19). 


Para que las mutaciones neutras lleguen a ser fijadas, ó 
es frecuente que se diseminen por la población; 
la probabilidad depende del tamaño de la población 


Cuando se realizan comparaciones entre dos especies que han divergido una de la otra du- 
rante millones de años, resulta poco importante qué individuos de cada especie se compa- 
rán. Por ejemplo, las secuencias típicas del DNA de humanos y de chimpancés difieren unas 
de otras alrededor de un 1%. Por el contrario, cuando la misma región del genoma se anali- 


za eu dos humanos distintos, las diferencias acostumbran a ser menores de un 0,1%. Para * 


organismos menos relacionados entre sí, las diferencias entre especies ocultan aún imás las 
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Figura 4-88 Esquema de una molécula 

de anticuerpo finmunogicbulina), 

Esta molécula es un complejo formado por 
dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas 
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cuatro dominios similares, unidos de forma 
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está codificado por un exón distinto, 
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diferencias demro de tuna especie. No obstante, cada “diferencia fijada” entre los humanos y 
el chimpancé tes decir, cada diferencia que actualmente es una característica de todos a de 
casi todos los individuos de una especie) empezó como una mutación nueve en un indivi- 
due concreto, Si el tamaño de la población que se puede entrecruzar en la cual se produce 
una mutación es N, la frecuencia dlélica inicial para una mutación nueva sería 1/2N para un 
organismo dipicide. ¿De qué forma una mutación tan poco habitual acaba fijada en la po- 
blación y pasa a convertirse en una característica de la especie en lugar de una característi- 
ca particular de un genoma individual? 

La respuesta a esta preguinta depende de las consecuencias funcionales de esa muta. 
ción. Sila mutación tiene un efecto deletéreo significativo, simplemente será eliminada de- 
bido a la acción de la selección purificadora y no será fijada (en el caso más exuetno, el 
individuo portador de la mutación morirá sin dar lugar a progenie). Por el contrario las mu- 
taciones extraordinarias que confieren una importante ventaja reproductiva alos individuos 
que las heredan, se extenderán rápidamente dentro de la población. Debido a que los hu- 
manos se reproducen sexualmente y a que cada vez, que se forma un gameto se produce re- 
combinación (descrito en el Capítulo 5), el genoma de cada individuo que ha heredado la 
mutación será un mosaico recombinatorio Único de fragrnnentos heredados de un gran nu- 
mero de ancestros, La mutación seleccionada junto con una pequeña cantidad de secuen- 
cias flangueantes heredadas en ditima instancia del individuo en el que se produjo la 
nuitación— simplemente serán una pieza más de este enorme mosaico. 

La gran mayoría de las mutaciones que no son perjudiciales, tampoco son ventajosas. 
Estas mutaciones selectivamente neutras también pueden diseminarse y Bjarse en una 
población y constituyen una gran contribución al cambio evolutivo de los genomas. Su 
diseminación no es tan rápida como la de las poco habituales mutaciones fuertemente ven- 


tajosas. El proceso reediante el cual se transmite esta variación genética neutra, a lo largo de . 


una población ideal que se entrecruza, puede describirse de forma matemárdca mediante 
ecuaciones sorprendentemente sencillas. El modelo ideal quese ha mostrado más útl para 
el análisis de la variación genética humana asume un temeño constante de la población, un 
cruzarmiento al azar y la neutralidad selectiva para la reutación. Ninguna de las dos primeras 
asunciones es una buena descripción de la historia de la población humana, pero propor- 
cionan un punto de partida útil para el análisis de la variación intraespecíBica. 

Cuando aparece una nueva mutación neutra en una población constante de tamaño N 
en que $e da entrecruzamiento al azax, la probabilidad de que sea Rnalmiente estabilizada es 
aproximadamente 1/2N, Para aquellas mutaciones que finalmente sean fijadas, el fierapo 
promedio de estabilización es aprodrmadamente 4N generaciones. El análisis detallado de los 
datos de variación genética en humanos sugiere la existencia de una población ancestral 
con un tamaño de unos 10.000 iadividuos en la época en que se estableció el patrón de va- 
riación genética actual. Con una población de este tamaño, existe una pequeña probabilidad 
(5 x 10% de que una mutación nueva, selectivamente neutra, sea fijada, mientras que el 
tiempo medio de esta estabilización sería del orden de 800.000 años (asumiendo un periodo 
de 20 años por generación). Así, mientras que sabersos que la población humana ha atunen- 
tado enormemente desde el desarrollo de la agrícultura hace unos 15.000 años, la mayor parte 
de la variación genética apareció y se estabilizó en la población humana mucho antes, cuando 


* la población humana era aún demasiado pequeña para permitir su diseminación general. . 


Se pueden aprender muchas cosas a partir del análisis 
de la variación entre los humanos 


Pese a que la mayor parte de la variación existente en los hhimanos actuales procede de la va- 
riación presente en un grupo ancestral relativamente pequeño, el grado de variación encon- 
trado es muy elevado. Una fuerte importante de variación que fue olvidada durante muchas 
años es la presencia de muchas duplicaciones y deleciones de grandes bloques de DNA, Se- 
glín las estimaciones, cuando se compara cualquier genoroa de uniodividuo humano con el 
genoma estándar de referencia en una base de datos, se puede esperar encontrar aproxdima- 
damente 100 diferencias que involucran grandes bloques de secuencias. Algunas de estas 
*vartaciones del número de copias” serán muy corames (Figura 4-89), mientras que otras 
sólo estarán presentes en tuna minoría de humanos (Figura 4-90). De una muestra joicial, 
cerca de la mitad contendrán genes conocidos. Retrospectivamente, este tipo de variación 


no es sorprendente, dada la larga historia de adición y pérdida de DINA en los genomas delos * 


vertebrados (véase p. ej. la Figura 4-79). 


E 
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Figura 4-89 Visualización de un po de variación frecuente entre los humanos. Cerca de la 
mitad de los humanas analizados tenen nueve coplas del gen de la arrúlasa Urquierda), que 
produce una irmportante enzima que digiere los azúcares. En otros humanos, ha ocurrido 

o bien la pérdida o bien la adición de DNA dando lugar a un cromosorna alterado como 
tesuitado de la deleción (pérdida) o de la duplicación (edición) de parte de esta región. Para 
obtener estás imágenes, los fibras extendidas de cromatina se han hibridado con sondas de 
los dos extremos del gen de la amilasa coloreadas de modo diferente. Las líneas azules 
indican la disposición general de la cromatina, Han sido determinadas mediante una 
segunda tinción y desplazadas a un lado para mayor daridad, (Adaprado de AJ. lafrate et al, 
Na? Genet 36:049-951, 2004, Con la autorización de Macreillan Publishers Loud) 


La mayor parte de la variación intraespecifica que ha sido caracterizada raás extegsa- 
mente son los polimorfismos de un solo nucleótida (SINP: single mucleoride polymor- 
phisma). Consisten en puntos simples de secuencia genórnica en los que una gran parte de 
la población posee un nuciedtido mientras que otra gran parte tiene otro. Dos genomas hu- 
menos tomados como muestras al azar en la población mundial actual diferirán en aproxi- 
madamente 2,5 x< 106 sitios ( de cada 1300 paxes de nucleótidos). Como se describirá en la 
revisión penética del Capítulo 8, establecer los sitios del genoma humano que son polimár- 
ficos lo que significa que exaste una probabilidad razonable (generalmente de más del 1%) 


de quelos genomas de dos individuos difieran en ese sitio es muy útl para el análisis gené- - 


tico en el cual se pretenda asocíar caracteres específicos (fenotipos) a secuencias específicas 
del DNA, con finalidades médicas o científicas (véase p. 550). 

En contraste con la base general de SNP habituales heredados de nuestros ancestros 
prehistóricos, existen secuencias con velocidades de mutación extraordinadamente eleva» 
das. Un ejeraplo destacable es el caso de las repeticiones CA, ubicuas en el genoma humano 
y de otras especies eucariotas. Las secuencias que tienen. el motivo (CA), se replican con una 
fidelidad relacivamente baja debido al deslizamiento que existe entre el molde y las cadenas 
nuevas sintetizadas durante la replicación del DNA; asi el valor de n puede variar en un gra 
do considerable de Un genoma a otro, Estas repeticiones constituyen áptimos marcadores 
genéticos basados en DNA, ya que la mayoría de humanos son heterocigotos —tienen dos 
valores de n para cada repetición CA concreta, habiendo heredado una longitud de la repe- 
tición (1) de la madre y una longitud distinta de la repetición del padre. Mientras que el va- 
lor n cambia suficientemente, la mayor parte de transmisiones padres-hijo raramente 
transmiten con facilidad las repeticiones CA y los cambios son lo bastante frecuentes como 
para maxuener la heterozigocidad en la población humana. Estas y otras repeticiones senci- 
llas que muestran una variabilidad excepcionalmente elevada proporcionan las bases de la 
identificación de individuos por análisis de DNA en investigaciones criminales, investiga- 
ciones de paternidad y otrás investigaciones forenses (véase la Figura 8-47). 

$e considera que la mayor parte de los SNP y de otras variaciones habituales de la se- 


cuencia del genoma humano no tienen consecuencias sobre el fenotipo, pero um subgrapo 
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Figura 4-90 Detección del número de 
copias variantes del romosoma 17, 

Se analizaron 100 individuos mediante 

un análisis tipo microchip, que detecta el 
número de copias de secuencias de DNA 
entado el cromosoma 17 y se observó la 
distribución de las adiciones (barras verdes) 
y las pérdidas ibarras rojas] de DNA que se 
iidicans, comparadas con una secuencia 
humana arbitraria de referencia. Las barras 
verdes y rojas más cortas representan un 
solo suceso entre los 200 cromosomas 
examinados, mientras que las barras mayores 
indican que la adición o pérdida fue más 
frecuente. Los resultados rsestran 
regiones en les que las variaciones ocurren 
preferentemente, lo cual tiene tendencia 3 
suceder en fegiones o cerca de regiones 
que ya contienen bloques de segmentos 
de duplicaciones. Muchos de los cambios 
incluyen genes conocidos. (Adaptado de 
¿L. Feeeman ez al, Genome fes. 16:049-961, 
2006. Con la autorización de Cold Spring 
Harbor Laboratory Press) 
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de ellas puede ser responsable de casi todos los aspectos de la individualidad bumana here- 
dable. Sebernos que incluso el cambio de un solo nucteótido que altere el tipo de arminoáci- 
de de una proteína puede generar una enfermedad prave, coro por ejemplo en la anemia 
falcifórme, que causa una matación en la hemoglobina <TTTT>. Texnbién saberios que la 
' dosis génica —el doble o la mitad del número de copias de algunos genes- puede tener un 
efecto profundo en el desarrollo humano alterando el nivel del producto géndico, Por lo tan- 
to, existen razones para suponer que algunas de las ouchas diferencias que existen entre 
dos burmmanos cualesquiera tendrán efectos sustanciales en la salud, la Eistología y el corn- 
- porterdiento, si son SNP o variación en el número de copias. El mayor desafío de la genética 
humana consiste en llegar a reconocer las relativamente pocas vacaciones que son funcio- 
nalmente importantes en contraste con la araplia base de variación neutra que distingue los 
“genornas de diferentes seres humanos. 


Resumen 


Las comparaciones entre las secuencias de nucleótidos de los genomas actuales har revolucionado 
nuestra comprensión de los genes y de la evolución de los genomas. Debido a la fidelidad extrema. 
damente elevada de la replicación y reparación del DIA, los errores al azar en el mantenimiento de 
las secuencias de nucleótidos en los genomas se dan tan roramente que cada millón de años sólo se 
modifican unos 5 nucleótidos de cada 1000 en un linaje particular. Por lo tanto na es sorprendente 
gue la comparación entre los cromosomas de humanos y de chimpancés que se hallan separados 
por unos 6 millones de años de evolución revele muy pocos cambios. Mo sólo ocurre que los genes 
son esencialmente los mismos, síno que el orden de los genes dentro de cada cromosoma también es 
casi idéntico. A pesas de que en los pasados 6 millones de años se han producido un número sustan- 
cial de duplicaciones y deleciones de segrientos, incluso las posiciones de los elernentos transpord- 
blas que forman la major parte de nuestro DIA no codificante se hallan inalteradas. 

Cuando se comparan los genomas de dos organismos menos relacionados como el de huma» 
nos y el del ratón, separados por unos 80 millones de años. se encuentran muchos más cambios. En 
este caso se pueden observar claramente tos efectos de la selección natural: mediante la selección ¡nu» 

_ ríficadora, tas secuencias de nucleótidos esenciales tanto en regiones reguladoras como en regiones 
codificantes (secuencias exónicas)- se han conservado. Por el contrario, secuencias no esenciales 

(p.ej, la mayoria del DNA intrónico) se han alterado hasta tal extrero que a menudo es imposible 
un alineamiento preciso de ellas, 

: Debido a la selección purificadora, la comparación de las secuencias genóriicas de muchas es- 
pecies relacionadas constituye una herramiento potente para encontrar secuencias de DINA con fun 
ciones importantes. Aunque cerca del 5% del genoma humano se ha tonservado como resultado de la 
selección purificadora, la función de la mayoría de este DINA (decenas de miles de secuencias conser 
vadas en muchas especies) sigue siendo un misterio. Los feturos experimentos que se realizardn para + 
caracterizar estas funciones descubrirán muchos cosas sobre la biología de los vertebrados. 

Otras comparaciones de secuencias muestran que una gran parte de ja complejidad genérica de 
los organismos actuales se debe a la expansión de antiguos familias génicas. La duplicación del DNA 
seguida de la divergencia de las secuencias ha sido una fsente importante de novedad genética du- 
rante la euplución. Los genomas de dos individuos humanos cualesquiera se diferenciarar. runuos 
mente por las sustituciones de nucleótidos (polimorfismo de un solo nucteótido o ENP) y por las. 
pérdidas y ganancias de DINA heredados que causan variaciones en el námero de copias. Entender ' 
estas diferencias mejorará la medicina y nuestre comprensión de la biología humana. 
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PROBLE M AS 4-3 Las cuatro histones del núcleo del nuecleosoma son pro- 


teínas relativamente pequeñas que presentan una proporción 

¿Qué afirmaciones son ciertas? Explicar por qué sío por qué no muy alta de aminoácidos cargados positivamente; la carga posíti- 

. va ayuda a que las histonas se unaa con fuerza al DINA con lude- 
44 Las mujeres llenen 23 cromosomas diferentes mientras pendencia de su secuencia de nucleótidos. 


que los hombres Henen 24. 4-4 Los muceosornas se unen tan faertenente al DINA que no 


42 Alcomp el DNA de organismos relacionados entre sí, se pueden mover de la posición donde han sido ensamblados, 


como los humanos y los ratones, la identificación de secuencias 4-5" "Parece que la duplicación y la divergencia génicas han de- 
" de DNA conservadas facilita la búsqueda de regiones funcional- sermpeñado un papel clave en la evolución creciente de la eora- 
mente importantes. plejidad biológica. " 


PROBLEMAS 


figura P4-1 Tres nucleótidos del interior de una 
cadena sencilla de DINA (Problema 4-7). Las lechos 
de los extrernos de la cadena de DNA indican que 
la estructura continúa en ambos sentidos, 


Resolver los siguientes problemas 


46 ELDMA ajslado del virus bacteriano 
MI13 contiene un 25% de A, un 33% de T, un 
22% de C y un 20% de G. ¿Resultan sorpren- 
dentes estos resultados? ¿Por qué sí o por qué 
no? ¿Cómo explicar estos valores? 


2-7 La Figura P4-1 muestra in segruento 
del interior de una cadena sencilla de DINA. 
¿Cuál es la polaridad de este DNA de arriba a 
abajo? 


4-8 — ELDNA humano contiene un 20% de 
C.¿Qué proporciones molares corresponden 
aA, GyT? 


4-9 — Elcromosoma 3 de los orangutanes 
difiere del de los humanos a causa de dos su- 
cesos de inversión (Figura P4-2). Dibujar el 
cromosoma hutermedio que resultó de la pri- 
mera inversión e indicar explícitamente los 
segmentos incluidos en cada inversión. 


ES E 
dos inversiones 


Figura P4-2 El cromosoma 3 de 
orangutanes y de humanos 
(Problema 4-9). Los diferentes 
bloques coloreados indican los 
segraentos del cromosoma que 
derivaron de fusiones previas. 


orangután humano 


410 Asumiendo que la fibra de cromatina de 30 nm contiene 
unos 20 nucleosomas (200 pb/nucleosoma) por cada 50 nm de 
longitud, calcula el grado de compactación del DNA asociado a 
este nivel de la estructura de croraatina. ¿Qué fracción del plega- 
miento condensado 10.000 veces que ocurre durante la mitosis 
representa este nivel de ermpaguetamiento del DINA? 


4-11, A diferencia de lo que oeurre con la acetilación de las his- 
tonas, que siempre se correlaciona con la activación génica, la 
metilación puede conducír tanto a la activación como a la repre- 
sión. ¿Cómo una misma modificación -la metilación— puede me- 
díar diferentes respuestas biológicas? 


4-12 ¿Por qué es inestable un cromosoma con dos centró- 
meros (cromosoma dicéntrico)? ¿No sería algo positivo para un. 
cromosoma tener dos centrámeros, que proporcionan dos opar- 
tunidades para formar un Cinetocoro y unixse a los microtúbulos 
durante la mitosis? ¿No ayudaría esto-a asegurarse que el cromo- 
soma no quedara atrás durante la mitosis? 


4-13 Las proteínas HP1, una familía de proteínas presentes en . 


la heterocromatina, están implicadas en la sdenciación de genes y 
en la estructura de la cromatina. Las tres proteínas humanas 
«HPLa, HP18 y HP comparten un eromodominio altamente 
conservado, que parece que vebiculiza su localización en la cra- 
inatiaa. Para determinar si estas proteínas se pueden unir al extre- 
mo N-teominal de la hístona H3, se han unido covalentemente 
varias versiones del péptido de la cola N-terminal de H3, a esferas 


e 
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Ha _ HA Figura P4-3 Ensayo para 
normo- K9-Me SIP nomo- determinar la especificidad de 
dificada dificada — unión de las proteínas HP? 
y ua usnioa. Problema 4-13). Cada proteina 


148 1 
. fue detectada mediante análisis 
Pax3 dida 


SN Dodo al veo 
¿ 


, , : inrnunológico utilizando 
Pa no A A anticuerpos especificos tras la 
Suv39h1 + oa.- ma. e ma mw senaración por electroforesis en 
Hala He e PA gel de pofiacrilamida en SOS, 
SS ara cada péptido N-terminal de 
HRIp in e o ea j 
: ¿ ¿ histona se indica la proteína total 
EPiy O E 


cargada dle inpun), la proteína no 
unida (Ue unbound y la proteína 
unida (8: bound). (Adaptado de 

M. Lachneret al, Nature 470: 
116-120, 2003. Con autorización de 
Macmillan Publishers Ltd) 


diferentes —el péptido sin modificar, péptido dimetilado en Lys-9 
(X3-Me) y péptido fosforílado en Ser-10 ($10P)- junto con la cola 
no modificada de la histona H4. Este montaje permite incubar las 
esferas con varias proteínas, lavar para descartar las proteínas no 
unidas y luego eluirlas proteínas que se han unido para analizaslas 
mediante análisis de po Western. Los resultados del experimento 
para las proteínas HP] se muestran en la Figura P2-3 junto con 
los resultados de varias proteínas control, incluyendo Pax5, una 
proteína reguladora de genes, la proteína polycormb Pel, que se 
une a histonas, y Suv39h1, una metiltransferasa de histonas. 
Basándose en estos resultados, ¿cuál de las proteínas $e une a 
las coles no modificadas de las histonas? ¿Se unen selectivamer- 
te a los péptidos N-rerminales modificados de la histona alguna 
de las proteínas HP1 o alguna de las controles? ¿Cuál de las modi- 
fcaciones de la bistona se encontrará en la heterocromatina? 


£-14 Más del 40% del genoma humano lo constituyen frag- 
inentos móviles de DNA —elementos transponibles- que se inser- 
tan en los cromosomas y se acumulan durante la evolución. 
Cuatro tipos de elementos transponibles —elementos intercalados 
grandes (LENE: long interspersed elernents), elernentos intercala- 
dos cortos (SINE: short interspersed elernents), retrotransposones 
LER y transposones de DNA” están insertados al azar en el geno- 
ma humano. Estos elementos se encuentran muuy poce represen- 
tados en los cuatro grupos de genes homebox, HoxA, HoxB, HoxC 
y HoxD, como se ilustra para HoxD en la Figura P4-4, junto con 
una región equivalente del cromosoma 22, el cual na tiene un 
grupo Hox. Cada grupo Hox es de unas 100 kb de longitud y con- 
tiene de 9 a 11 genes, cuya expresión diferencial a lo largo del eje 
anteroposterior del embrión en desarrollo establece el esquema 
básico del cuerpo humano (y de otros animales). ¿Por qué los ele- 
mentos transponibles son tan raros en los grupos Hox? 


cramosoma 22 


cromosomarz 
EIITNTAE 
100 kb grupo HoxD 


Figura P44 Genes y elementos transponibles en regiones de 1 Mb de 
los cromosomas 2 y 22 (Problema 4-14) Las líneas que se proyectan 
hacia arriba indican los exones conocidos y hacia abajo, los etermentos 

-transponibles; son tan nimerosos (más del 40% del genorna humano) 
que se solapan en una mancha, excepto en los grupos Hox. (Adaptado de 
E Lander et al, Nature 409:£60-971, 2001. Con autorización de Macmillan 
Pubiishers Ltd) 
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Replicación, reparación 
y recombinación del DNA 


La capacidad de las células para martener un alto grado de organización en un universo 
caótico depende de la duplicación fiel de grandes cantidades de información genética al- 
macenada en forma química como DNA. Este proceso, que se denomina replicación del 
DNA, debe tener lugar antes de que la célula produzca dos células hijas genéticamente idén- 
ticas. Mantener el orden también requiere la constante supervisión y reparación de esta in- 
formación genética porgue el DNA de las células es alterado constantemente por productos 
químicos y radiaciones del entorno, así corno por accidentes térmicos y moléculas reactivas 
generadas en el interior de la célula. + 

En este capítulo, describimos la maquinaria proteica que replica y repara el DNA de las 
células. Esta maquinaria cataliza algunos de los procesos más precisos y más rápidos que 
tienen lugar en las células, y sus mecanismos demuestran claramente la elegancia y la efi- 
ctencia de la química celular, 

Mieatras que la supervivencia de uma célula a corto plazo puede depender de que se 
eviten los cambios de su DNA, la supervivencia a large plazo de una especie requiere que las 
secuencias de DNA cambien a lo largo de rauchas generaciones, Á pesar del gran esfuerzo 
que las células hacen para proteger su DNA, se pueden producir cambios ocasionales en sus 
secuencias, Con el dempo, estos cambios aportan la variabilidad genética sabre la que actúa 
ta presión de la selección durante la evolución de los organismos. 

Empezamos este capítalo con una breve exposición de los cambios que tienen lugar en 
el DNA a medida que se transmite de generación en generación. Á continuación, se descri- 
ben los mecanismos de la célula (replicación y reparación del DINA) responsables de mini- 
rmizar estos cambios. Finalmente, consideramos algunas de las vías más interesantes que 
alteran las secuencias de DNA: las vías de recombinación del DNA, incluyendo el desplaza- 
miento de secuencias especiales de DNA llamadas elementos genéticos transponibles. 


El MANTENIMIENTO DE LAS SECUENCIAS 
DEDNA 


Aunque, como acabamos de mencionar, los cambios genéticos ocasionales favorecen la su- 
pervivencia de una especie a lergo plazo, la supervivencia de un individuo requiere una es- 
tabilidad genética elevada. Los procesos de mantenimiento del DNA de una célula sólo 
fallan raramente dando lugar a un cambio permanente en el DNA. Este cambio se denomi- 
na tautación y puede legez a provocar la muerte del organismo sí tiene lugar en una posi- 
ción vital enla secuencia de DNA, 


Las frecuencias de mutación son extremadamente bajas * 


La frecuencia de mutación, la tasa a la que $e producen cambios estables en las secuencias 
de DNA, se puede determinar directamente de forma experimental uslizando bacterias co- 
meo Escherichia colí, un residente de nuesto tracto intestinal y un organismo muy utilizado 
en el laboratorio (véase Capítulo 1). Bajo condiciones de laboratorio, E. coli se divide aproxi- 
madamente una vez cada 40 mónutos, de forma que una sola célula puede generar una gran 
población (varios miles de millones de células) en menos de un día. En esta población es po- 
sible detectar la pequeña fracción de bacterias que han sufrido una mutación perjudicial en 
ln gen particular, sí este gen no es indispensable para la supervivencia de la bacteria. Por 
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Replicación, reparación 
y recombinación del DNA 


La capacidad de las células para martener un alto grado de organización en un universo 
caótico depende de la duplicación fiel de grandes cantidades de información genética al- 
macenada en forma química como DNA. Este proceso, que se denomina replicación del 
DNA, debe tener lugar antes de que la célula produzca dos células hijas genéticamente idén- 
ticas. Mantener el orden también requiere la constante supervisión y reparación de esta in- 
formación genética porgue el DNA de las células es alterado constantemente por productos 
químicos y radiaciones del entorno, así corno por accidentes térmicos y moléculas reactivas 
generadas en el interior de la célula. + 

En este capítulo, describimos la maquinaria proteica que replica y repara el DNA de las 
células. Esta maquinaria cataliza algunos de los procesos más precisos y más rápidos que 
tienen lugar en las células, y sus mecanismos demuestran claramente la elegancia y la efi- 
ctencia de la química celular, 

Mieatras que la supervivencia de uma célula a corto plazo puede depender de que se 
eviten los cambios de su DNA, la supervivencia a large plazo de una especie requiere que las 
secuencias de DNA cambien a lo largo de rauchas generaciones, Á pesar del gran esfuerzo 
que las células hacen para proteger su DNA, se pueden producir cambios ocasionales en sus 
secuencias, Con el dempo, estos cambios aportan la variabilidad genética sabre la que actúa 
ta presión de la selección durante la evolución de los organismos. 

Empezamos este capítalo con una breve exposición de los cambios que tienen lugar en 
el DNA a medida que se transmite de generación en generación. Á continuación, se descri- 
ben los mecanismos de la célula (replicación y reparación del DINA) responsables de mini- 
rmizar estos cambios. Finalmente, consideramos algunas de las vías más interesantes que 
alteran las secuencias de DNA: las vías de recombinación del DNA, incluyendo el desplaza- 
miento de secuencias especiales de DNA llamadas elementos genéticos transponibles. 


El MANTENIMIENTO DE LAS SECUENCIAS 
DEDNA 


Aunque, como acabamos de mencionar, los cambios genéticos ocasionales favorecen la su- 
pervivencia de una especie a lergo plazo, la supervivencia de un individuo requiere una es- 
tabilidad genética elevada. Los procesos de mantenimiento del DNA de una célula sólo 
fallan raramente dando lugar a un cambio permanente en el DNA. Este cambio se denomi- 
na tautación y puede legez a provocar la muerte del organismo sí tiene lugar en una posi- 
ción vital enla secuencia de DNA, 


Las frecuencias de mutación son extremadamente bajas * 


La frecuencia de mutación, la tasa a la que $e producen cambios estables en las secuencias 
de DNA, se puede determinar directamente de forma experimental uslizando bacterias co- 
meo Escherichia colí, un residente de nuesto tracto intestinal y un organismo muy utilizado 
en el laboratorio (véase Capítulo 1). Bajo condiciones de laboratorio, E. coli se divide aproxi- 
madamente una vez cada 40 mónutos, de forma que una sola célula puede generar una gran 
población (varios miles de millones de células) en menos de un día. En esta población es po- 
sible detectar la pequeña fracción de bacterias que han sufrido una mutación perjudicial en 
ln gen particular, sí este gen no es indispensable para la supervivencia de la bacteria. Por 
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ejemplo, se puede determinar la tecuencia de mutación de un gen que las células necesitan 
para utilizar el azúcar lactosa, como fuente de energía, cuando las células crecen en presen- 
cia de un azúcar distinto, como la glucosa. La fracción de genes alterados subestima la fre- 
cuencia de mutación real porque muchas mutaciones son silenciosas (p. ej.. aquellas que 
cambian un codón pero no el armninoácido que especifica, o aquellas que cambian un arni- 
noácido sin afectar la actividad de la proteína codificada por el gen). Después de corregir es- 
tas mutaciones silenciosas, se observa que un gen que codifica una proteína de tamaño 
medio (-10% pares de nucleótidos codificantes) acumula una rautación (no necesariamente 
una que inactive la proteína) aproximadamente una vez cada 106 generaciones celulares 
bacterianas. Explicado de otro modo, las bacterias tienen una frecuencia de mutación alre- 
dedor de 1 cambio de nucleótido por cada 10% nucleótidos en cada una de las generaciones 
celulares, 

Recientemente ha sido posible medir la frecuencia de mutación de la línea germinal en 
Organismos más complejos desde un puato de vista reproductivo, como por ejeraplo €. ele- 
gans. Estos gusanos, cuyo tiempo de generación es de 4 días, fueron criados durante nu- 
chas generaciones utilizando su propio sistema de reproducción (véase Capítulo 22). En 
muchos de los gusanos descendientes se determinó la secuencia de DNA de una gran re- 
gión del genoma y se comparó con la del gusano progenitor. Este análisis mostró, por térmi- 
ko medio, la aparición en el genoma haploide de dos nuevas mutaciones (la mayoría de ellas 
pequeñas inserciones y deleciones) en cada generación. Cuando se tiene en cuenta el mú- 
mero de divisiones celulares necesario para producir espermatozoides y óvulos, la frecuen- 
cia de mutación es aproximadamente de l mutación por cada 10% nucleóridos por división 
celular, una frecuencia remarcablemente similar a la descrita anteriormente para E. colí, cu- 
ya reproducción es asexual. 

La medición dixecta de la frecuencia de mutación en la línea germinal de mamiferos es 
más difícil, pero se pueden obterier estimaciones indirectas. Uno de los sistemas consiste en 
comparar las secuencias de aminoácidos de uma proteína determinada procedente de varias 
especies distintas. El porcentaje de aminoácidos que difñere entre dos especies cualesquiera 
se puede comperar con el número estimado de años transcurridos desde que las dos espe- 
cies se separaron de su antepasado cormíí,, tal como se determina a partir de registros fósi- 
les. De esta manera se puede calcular el promedio de años que se necesitan para que un 
cambio genético se fe corzo una alteración en un aminoácido de uba proteína. Debido a 
que cada uno de los cambios de este tipo reflejará probablementze la alteración de un solo 
nucleótido en la secuencia del DNA que codifica esta proteína, podemos utilizar este valor 
para estimar el promedio del número de años que deben transcundr para que se produzca 
una mutación estable en el gen. 

Cálculos como éstos siempre subestiman la Hecuencía real de mutación, ya que D1u- 
chas mutaciones afectan a la función de la proteína y desaparecen de la población por se- 
lección natural, es decir, se produce la muerte preferencial delos organismos que las sufren, 
Sín embargo, la secuencia de una familia de fragmentos proteicos no parece ser tan impor- 
tante, por lo que los genes que la codifican pueden acumular mutaciones sia sufrir ningún 
tipo de selección én contra. 

Estas proteínas son los fibrinopéptidos, fragmentos de veinte aminoácidos que son eli- 
minados cuando la proteína fibrinógeno es activada dando lugar a fibrina duxante el proce- 
so de la coagulación de la sangre. Dado que aparentemente la función de los Sbrinopéptidos 
no depende de su secuencia de aminoácidos, pueden tolerar cualquier cambio que se pro- 
duzca en su secuencia. Así pues, se puede utibizar el análisis de la secuencia de los Bbrino- 
péptidos para estimar la frecuencia de mutación en la línea germinal Como se ha 
determinado. en este tipo de estudios, una proteína de tatrmaño medio de 400 aminoácidos 
puede sufrir una variación en un aminoácido cada 200.000 años. 

Otre modo de estimar las frecuencias de mutación en humanos es utilizar la secuen- 
ciación del DNA para comparar las correspondientes secuencias de nucleótidos directa- 
mente entre especies cercanas en regiones del genoma que en principio no codifiquen 
información crítica, Corao era de esperar, tales comparaciones dan estimaciones de la fre- 
cuencia de mutación que concuerdan con las obtenidas a partir de los estudios con fbri-* 
nopéptidos. 

E. coli, los gusanos y los humanos diferen enormemente en sus modos específicos de 
reproducción y en sus tiempos de generación. Aun así, cuando la frecuencia de mutación 
de cada uno se normaliza a un solo ciclo de replicación del DNA, encontramos valores simi- 
lares: aproximadamente 1 canibío de nucleótido por cada 10% nucleótidos cada vez que se 
replica el DINA. 
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Dado que la mayoría de las mutaciones son perjudiciales, ninguna especie puede permitix 
que se acumulen en gran rÚúmero en sus células germinales. A pesar de que la frecuencia de 
mutación observada es ta baja, parece que limita a unas 50.000 el número de proteínas 
esenciales que cualquier organisrao puede codificar en su línea germinal. Como extensión, 
de este mismo srgumento, a frecuencia de mutación diez veces superior Hmnitaría a un or- 
ganismo a unas 5.000 protelnas esenciales, En este caso, la evolución se habría limitado a 
organismos considerablernente menos complejos que la mosca de la fouza, 

Las células de un organismo que tiene reproducción sexual, son de dos tipos: germina- 
les y somáticas. Las células germinales transmiten la información genética de padres a hijos; 
les somáticas forman el cuerpo del organismo (Figura 5-1). Hernos visto que las células ger- 
minales tienen que estar protegidas contra elevadas frecuencias de mutación para mantener 
la especie. Sin embargo, las otras células de un organismo pluricelular (sus células sornáti- 
Sas) también tienen que estar protegidas contra cernbios genéticos para poder salvaguardar 
cada individuo. Los carmbios de nucleótidos en las células somáticas pueden dar lugar a cé- 
Julas variantes algunas de las cuales, a través del proceso de selección natural, proliferan rá- 
pidamente a expensas del resto del organismo. En el caso extremo, el resultado es una 
proliferación celulaz descontrolada conocida como cáncer, una enfermedad que es la causa 
de más del 20% de las muertes en humanos en Europa y Norteamérica, Estas rauertes son 
debidas mayoritariamente a la acuanulación de cambios en la secuencia del DNA de las cé- 
hhulas somáticas [véase Capítulo 23). Probablemente, un incremento significativo de la fre- 
cuencia de mutación causaría un aumento desastroso de la incidencia de cáncer al acelerar 
la velocidad a la que aparecerían variantes de las células somáticas. Así pues, los organismos 
pluricelulares como nosotros dependen de la extraordinaria fidelidad con la que se repli- 
quen y mantengan ss secuencias de DNA, tanto para la perpetuación de especies con un 
gran níynero de genes (estabilidad de las células germinales) como para la prevención del 
proceso canceroso resultante de las mutaciones de las células somáticas (estabilidad de las 
células somáticas). > 


Resumen 


En cualquier célula, las secuencias de DINA se mentienen y se replican con una alta fidelidad. La fre- 
cuencia de mutación, alrededor de 1 cambio de nucleótido por cada 10 nucleótidos cada vez que 
Se replica el DNA, es aproximadamente la misma para organismos tan distintos como las bacterias 
Y los hismanos. Dada esta alta fidelidad, la secuencia del genoma humano taproximadamente 
3 x 10% pares de nucleótidos) sólo carmbia en 3 nucleótidos cada vez que la cóhula se divide. Este 
hecho permite a la mayoría de humanos transmitir de forma cuidadosa las instriscciones genéticas 
de una generación a la siguiente y también evitar los cambios en las células somáticos que llevarían 
aun cáncer. 
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Figura 5-1 Las células de la nea germinal 
y las cóálulas somáticas llevan a cabo 
funciones fundamentalmente diferentes, 
Envíos organismos con reproducción sexual, 
la línea de células germinales (sofas) 
transrnitela información genética a la 
siguiente generación. Las células sornáticas 
tazates), las cuales forman el cuerpo 

del orgenismio, son necesarias para la 
superswvencia de lalínea de células 
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MECANISMOS DE REPLICACIÓN DEL DNA 


Todos los organismos vivos tienen que duplicar su DNA de una forma muy fiel antes de ca- 


da división celular. En esta sección, exploramos el modo en que se consigue esta fidelidad 
mediante una elaborada “maquinaria de replicación”, mientras el DNA se duplica a una ve- 
locidad de 1000 nucleótidos por segundo, - 


El apareamiento de bases es la esencia de la replicación 
y de la reparación del DINA 


Como hemos introducido en el Capítulo 1, la célula utiliza el DNA patrón como mecanismo 
para copiar la secuencia de nucleótidos de una cadena de DNA a una secuencia comple- 
mentaría. (Figura 5-2]. Este proceso comporta el reconocimiento de cada nucleótida del 
patrón de DNA por un nucteórido libre (na polímerizado) complementario y requiere la se- 
paración de las dos cadenas de la hélice de DINA. Esta separación expone los grupos dadores 
y aceptores de los enlaces de hidrógeno de cada base del DNA para el apareamiento de las 
bases. De esta forma, los nucleótidos libres adecuados se alinean de forma ordenada, polí- 
merizan mediante una reacción catalizada enzbnáticamente y forman una nueva cadena 
de DINA. 

En 1957, se describió la primera enzima que cataliza la polimerización de nucleótidos, 
la DNA polimerasa. Se demostró que los nucleótidos libres, que son sustrato de esta enzima, 
son los desoxirribonucleósidos trifosfato y que su polimerización para formar el DNÁ re- 
quería la presencia de una cadena sencilla de DNA patrón. La Figura 5-3 y la Figura 5-4 lus- 
tran el mecanismo de esta reacción. 


La horquilla de replicación del DNA es asimétrica 


Duxante la replicación del DNA en la célula, cada una de las dos cadenas de DNA originales 
actáa como patrón para la formación de una nueva cadena completa, Dado que cada una de 
las dos células hijas de tina célula que se divide heredan una dobie hélice de DNA formada 
por tna cadena original y otra acabada de sintetizar (Figuera 5-5), $e dice que la doble hélice 
de DNA se replica de manera “semiconservativa” mediante la DINA polimerasa. ¿Cómo se 
consigue esto? 

fmálisis efecruados a edrdiolas dela década de 1960, sobre cromosomas enteros en re- 
plicación, revelaron la existencia de una región concreta de replicación que se desplaza a lo 
largo de la doble hélice paterna de DNA. Debido a su estructura en forma de Y, esta región 
activa del DNA recibe el nombre de horquilla de replicación del DNA (Figura 3-6). En la 
horquilla de replicación, un complejo multienzimático que contiene la DNA polimerasa sin- 
teriza el DNA de las dos hélices hijas. 
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figura 5-2 La doble hélice de DNA actúa como patrón para su propia duplicación. 
Dado que el nudeótido A solarnente se apareará con éxito con T, y G solamente con 
€, cada cadena de DNA puede actuar de patrón para especificar la secuencia de 
nudeótidos en su cadena complementaria mediante el apareamiento de bases de 
DNA. De este modo, se copía de forma exacta yna molécula de DNA de dobie hélice. 
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Figura 5-3 Pracesos químicos de la sintesis de DNA. La reacción fundamental 
mediante la cual se sinteriza el DINA es fa adición de un desoxirribonucieútido 
al extremo 3'de una cadena de polinucieótidos (la cadena cebadora). Carmo se 
muestra, el apareamiento de bases entre el desoxirribonucleósido trifostato 
entrante y una cadena de DMA ya existente lla cadena patrón) dirige la 
formación de la nueva cadena de DNA y hace que su secuencia de nucleótidos 
sea complementaria, : 


Inicialmente el mecanismo más sencillo de replicación del DNA parecía ser el creci- 
miento continuo de las dos nuevas cadenas, nucleótido a nucleótido, a medida que la har- 
quilla de replicación se desplazaba de un extremo a otro de la molécula de DNA. Pero debido 
a que en la hélice de DNA las dos cadenas se caracterizan por tener una orientación antipa- 
ralela (véase Figura 5-2), este mecanismo requeriría que una de las cadenas hijas creciera 
ensentido 5' a 3' y la otra en sentido 3'a 5. Una horquilla de replicación de este tipo requeri- 
ría dos tipos diferentes de enzima DNA polimerasa. Stn embargo, la mayoría de las polime- 
rasás que han sido descubiertas sólo pueden sintetizar en sentido 5' 2 3”, ! 

¿Cómo se consigue, pues, la síntesis del DNA en sentido 3' a 5'? La respuesta fue sugeri- 
da por primera vez a finales de la década de 1960 gracias a experimentos en los que se aña- 
día *H-timidina altamente radiactiva durante breves segundos a una preparación de 
bacterias en crecimiento, de forma que sólo resultaba marcada radiactívamente la zona de 
DNA, que se acababa de replicar, es decir, justo detrás de la horquilla de replicación. Este sis- 
tema de marcaje selectivo reveló la existencia de zonas de DNA en la horquilla de replicación 
en crecimiento de entre 1000 y 2000 nucleótidos de longitud, que hoy se conocen con el 
nombre de fragmentos de Otazaki. (Més tarde se describieron intermediarios de replicación 
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Figura 5-4 Síntesis de DNA catalizada por la DNA polimerasa. (A) Como se indica, la DNA polimerasa cataliza la 
adición por etapas de un desoxirribonucleótido al extremo 30M de una cadena de pólinucieóridos, la cadena 
cebadora, que está apareada a una segunda cadena patrón. De este modo, la cadena de DNA sintetizada de nuevo, 
crece en sentido 52 3/ como se indica en fa figura anterior. Cada desoxiribonucteósido tifosfato entrante tiene cue 
aparearse con la cadena patrón para que la ONA polimerasa lo reconozca, por lo que esta cadena determina cuál de los 
cuatro desoxirribonucieótidos (A, €, G o Y) será añadido, La reacción está impulsada por una variación muy favorable de 
* energía, provocada por la liberación de pirofosfato y su posterior hidrólisis en dos moléculas de fosfato inorgánico, 
(B) Forma de una molécula de DNA polimerasa, determinada por cristalografía de rayos X De un moda gráfico, las DNA, 
polimerasas se parecen a una mano derecha con ios dedos y el pulgar sujetando el DINA y formando el centro activo, 
Enla secuencia de figuras que se muestra, el posicionamiento correcto de un desoxintideósido trifosfato entrante 
provoca que los dedos de la polimerasa se clerren e inicien así la reacción de adición de un nucleótido, La disociación 
de un pirofosfato provoca le relajación de los dedos y la translocación del OMÁ de un nucleótido de manera que el 
centro activo de la polimerasa quede preparado para recibir al siguiente desoxinucieósido vrifosfato. 


como éstos en eucariotas, pero de una longitud de tan sólo entre 100 y 200 nucleótidos,) Se 
demostró que estos fragmentos de Okazald se sintetizan únicamente en sentido 5' a 3' y que 
después de su síntesis se unen entre sí generando largas cadenas de DNA. 

Una horquilla de replicación tiene una estructura asimétrica (Figura 5-7). La cadena 
hija de DNA que se sintetiza de manera continua recibe el nombre de cadena conductora. 
Es sintetizada antes que la otra cadena hija, que crece de forma discontinua y que recibe el 
nornbre de cadena retrasada. El seniido de la polimerización de nucleónidos en la cadena 
retrasada es opuesto al sentido de crecimiento del resto de DNA. La síntesis de esta cadena REPLICACIÓN 
mediante un mecanismo discontinuo de “punto hacia atrás” implica que la replicación del e 
DNA únicamente necesita la DNA polimerasa 5 a 3”, 
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El elevado grado de fidelidad del mecanismo de replicación 
del DNA requiere la existencia de un mecanismo de “corrección , 
de pruebas” 
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Como se espuso anteriormente, la Sdetídad del proceso de copia durante la replicación del 
DNA es tan alta que sólo se produce, aproximadamente, un error en la replicación de cada 10? 
pares de bases. Esta fidelidad es mucho mayor de la que se esperaría teniendo en cuenta la 
exactitud del apareamiento de bases complementarias y que las parejas estándar de bases 
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Figura 5-5 La naturaleza semiconservativa de la replicación del DNA. En cada didlo 
de replicación, cada una de las dos cadenas del DNA se utiliza como parón para la 
formación de una cadena complementaria de DNA. De este modo, las cadenas 
originales se mantienen intactas a lo largo de muchas generaciones celulares. 
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complementarias no son las nicas posibles (véase Figura 4-4). Por ejemplo, solamente unos 
pequeños cambios en la geometría de la hélice permitirían que se formaran dos enlaces de 
hidrógeno entxe G y E Adernás, en el DNA normal aparecen transitoriarente formas tauto- 
méricas raras de las cuatro bases del DNA, en proporciones de 1 sobre 1040 10%, Estas formas 
no se aparean correctamente a no ser que haya cambios en la geometría de la hélice: por 
ejemplo, una forma tavtomérica rara de € puede aparearse con Á en lugar de con G. 

Sila DNA polimerasa no actuara cuando se forman apareamientos incorrectos de bases 
entre 1 desoxirriborucleósido trifosfato entrante y el patrón de DNA, el nucleótido inco- 
rrecto sería incorporado a menudo en la nueva cadena de DNA, lo que daría higar a rmuta- 
ciones frecuentes. Sin embargo, la elevada fidelidad del proceso de replicación del DINA no 
depende solamente del proceso de apareamiento de bases inicíal, sino termbién de varios 
mecanismos de “corrección de pruebas” que actrían secuencialmente cormigiendo cualquier 
apareamiento incorrecto inicial que haya podido ocurrir. Í : 

La DNA polimerasa leva a cabo el primer paso en el proceso de “corrección de pruebas", 
justo antes de la adición de un nuevo nuclegtido a la cadena en crecimiento. Este mecanis- 
mo se descubrió a partir de estudios con distintas DNA polimerasas, incluyendo una produ- 
cida por el virus bacteriano T?, que se replica dentro de E. coli. El nucieótido correcto tiene 
mayor afinidad por la polimerasa en movimiento que el nucleótido incorrecto porque la pa- 
reja de nucleótidos correcta es energéticamente más favorable. Además, después de la unión 
del nucteótido, pero añtes de que sea incorporado covalentemente a la cadena en creci- 
miento, la enzima tiene que sufrir un cambio conformacional en el que sus “dedos” se cie- 
rear alrededor del centoo activo (véase Figura 5-4). Como este cambio ocurre más fícibmente 
con las parejas de nucleótidos correctas que con las incorrectas, permite que la polimerasa 
compruebe dos veces la geometría exacta de las bases spareadas antes de que catalice la adi- 
ción de nucleótidos. 

La siguiente reacción de corrección de errores se conoce con el nombre de “corrección 
exonucleolítica de pruebas” y actúa inmediatamente en aquellos casos raros en los que un 
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Figura 5-6 Dos horquillas de replicación 
desplarándose en direcciones opuestas en 
in cromosoma drcular Unazona activa de 
replicación de DINA se desplaza de forma 
progresiva alo largo de ina motécula de 
DMA que sereplica, generando una 
estguctura en forma de Y que se conoce con 
el nombre de horquilla de replicacióre los . 
dos brazos de cada Y son las dos molécutas 
de OMA hijas y el pie dela Y es la hélice de 
ONA paterna, En este diagrama, los cadenas 
pateras son de color naranja, las cadenas 
sintetizadas de nuevo son de color rofo, 
Electromicrografía por cortesía de Jerome 
Vinogradj 


Figura 5-7 Estructura de una horquilla de 
replicación del DNA, Debido a que las dos 
cadenas de DNA hijas crecen en sentido 

5 a3, el DNA sintetizado en la cadera 
retrasada se ene que producir inicialmente 
en forma de moléculas costas de DNA 
Htamadas fragmentos de Okazakd. En la 
cadena retrasada, los fragmentos de Olcazalg 
se sintetizan de forma secuencial y los más 
cercanos a la horquilla son los que se han 
sintetizado más recientemente, 
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Figura 5-8 "Corrección de prisebas exonucdenlitica” mediante la DNA polimerasa 
durante la replicación del DNA. En este ejemplo, el error es debido'a la incorporación 
de una rara forma teutomérica transitoria de €, Indicada con un asterisco. Este mismo 
mecanismo de corrección se aplica a cualquier incorporación errónea en el extremo 
3OH creciente, La parte de la DINA polimerasa que elimina el nudeórido 
incorporado erróneamente es un miembro especializado de una gran farnilía de 
enzimas, conocidas como exonucleasas, que eliminan de uno en uno los nucleótidos 
del extreno de los polimudeótidos, 


cadena 
cebadora 
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una forma tautomérica cara 

de C(0%) se aparea con A y así 

38 incorpora a la cadena cebadora 
mediante la ONA polimerasa 


yo atrón 
A nucleótido incorrecto se ha unido covalentenaente a la cadena en crecimiento. Las enzimas ú 
DNA polimerasa son muy discriminantes respecto al tipo de cadenas de DNA que van a 
elongex, ya que necesitan la presencia de extremo 3'”-OH de una cadena cebadora (véase 
Figura 5-4). Las moléculas de DNÁ que presentan errores de apareamiento (o falta de algún 


: 

| Ñ 

ha apareamiento) de nucleótidos en el exxemo 3'-OH de la cadena cebadora no son efectivas : 

e como cadena parón porque la polimerasa no puede alargar tal cadena. Las moléculas de i 

Maa DNA polimerasa corrigen estos aparcamientos incorrectos mediante la utilización de ae el rápido cambio tautomérico ¡ 

: tio catalítico diferente (ya sea en otra suboanidad o en un dominio distinto de la molécula de C* a citosina normal (0) ; 
polimerasa, dependiendo de la polimerasa). Esta exonuciensa correctora 3 a 5 corta cual- | destruye su apareamiento con A 


quier residuo desapareado del final de la cadena cebadora y continúa hasta que se ha elími- 
Eu nado un número suficiente de nucleótidos del extremo 3' como pará regenerar un extrenao 
dd con bases apareadas correctamente y que pueda cebar la síntesis de DNA. De esta forma, la 

DNA polimerasa actúa corso una enzima "autocorrectora” que elimina ss propios errores 
no de polimerización a medida que avanza por el DNA (Figura 5-8 y Figura 5-9). 


Las propiedades de autocorrección de la DNA polimerasa requieren la presencia de un el extremo O no apareado 
o, : z nd de fa cadena cebadora blaquea 
e extremo de DNA formado por un apareamiento perfecto de bases y, aparentemente, para e pedeaoraomiénto pac ; 
una enzima de este tipo, no es posible iniciar la síntesis de novo. Por el contrario, las enzimas acción de la DNÁ polimerasa j 


RENA polimerasa involucradas en la transcripción génica no necesitan un mecanismo eti- 
ciente de autocorrección: los errores en la transcripción del RNA no pasan a la generación si- 
guiente y la existencia ocasional de una molécula defectuosa ne es relevante a largo plazo. 
Así pues, las RNA polimerasas son capaces de iniciar una nueva cadena de polinucieótidos 
? en ausencia de cebador, 

En la síntesis de RNA y también en el proceso de traducción de mANA a proteina, sé en- 
cuentra upa frecuencia de error de aproximadamente 1 de cada 10% eventos de polimeriza- 
cián, Este nivel de error es 100.000 veces mayor que en la replicación del DNA, donde una € 
serle de procesos de autocorrección hacen que el proreso sea fiel en alto grado (Tabla 5-1). 


polimerasa genera un extremo 
3'-OH con bases pareadas 
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el proceso de adición de 
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Figura 5-9 Corrección mediante la DNA polimerasa. Esquema de las estructuras de la 1 
DNA polimerasa formando un complejo can la cadena de ONA patrón en sis función ; : 
polimerizadora Izquierda) y en su función correctora (derecha). Se indican el centro : 
catalítico para las fescciones exonucleolíticas (E) y de polimerización (P). Para llevar a cabo 

la función correctora, la nueva cadena de DNA sintetizada transitoriamente se desaparea 

de la cadena patrón y la polimerasa sufre un cambio conformadenal, acerca el centro 

catalítico corrector y elimina el nudeótido añadido más recientemente. <GATT> 
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Tabla 5- 1 Las tres papas quie dan hands a Antes 2 bbc does alta iO, 


El tercer proceso, corrección de errores de apareamiento, se describe más adelante en este capitulo. 


Sólo la replicación del DNA en sentido 5'a 3' permite 
la existencia de un proceso eficiente de corrección de errores 


Probablemente la necesidad de que el proceso sea exacto explica por qué la replicación del 
DNA únicamente tiene lugar en el sentido 5 a-3' de la cadena. Si existiera tina DNA polime- 
rasa que añadiera desoxirribonucieósidos wifosfato de forma que produjera el crecimiento 
de la cadena.en sentido 3' a 5, el externo 5' en crecimiento proporcionaría el rifosfato actl- 
vador necesario para la unión covalente, en lugar de hacerlo el mononucleóido entrante, 
En este caso, los errores de polimerización no serían simplemente eliminados por hidrólisis, 
ya que la síntesis de un extremo 5" desnudo terminaría de inmediato la síntesis de DNA 
(Figura 5-10). Por consiguiente, sólo es posible corregir una base mal apareada que acaba de 
ser añadida al extremo Y' de uma cadena de DNA. Por io tanto, aunque el tipo de mecanismo 
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Figura 5-10 Una explicación de la razón por 
ta que el crecimiento de la cadena de DNA 


se produce en sentido 5'a 3. El crecimiento 


en sentido 5'a 3) indicado a la derecha, 
permite que la cadena se alargue de forma 
continua cuando se ha eliminado un error 
en la polimerización mediante la corrección 
exocnucleolítica (véase Figura 5-8). Por el 
contrario, la corrección exonudeolítica en 
el esquemg de la hipotética polimerización 
325 mostrado ala izquierda, provocaría 

el bloqueo en el crecimiento de la cadena, 
Por conveniencia sólo se muestra la 

Cadena cebadora de ta doble hética de DNA, 
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Decesario para la replicación del DINA (véase Pigura 5-7) parezca complejo, preserva el sen- 
tido de polimerización de 5' a 9' necesario para la corrección de pruebas exonucieolítica. 

A pesar de estas medidas, para evitar los errores de replicación del DINA, las DNA polé- 
merasas tarmbién se equivocan. Sin embargo, como veremos más adelante, las células toda- 
vía tienen otro mecanismo de corregir dichos errores por un proceso denominado corrección 
de errores de apareamiento, Antes de abordar este mecanismo, describiremos otros tipos de 
proteínas que ectúan en la horquilla de replicación. 


Una enzima especial que polimeriza nucleótidos sintetiza 
moléculas cebadoras de RNA cortas sobre la cadena retrasada 


Para el caso de la cadena conductora, micamente es necesario un cebador especial al micio 
de la replicación: en cuanto se ha establecido la horquilla de replicación, la DINA polimerasa 
dispone de forma continua de un extremo de cadena con bases apareadas sobre el que sin- 
tetizarla nueva cadena. Sin embargo, en la parte de la cadena retrasada, cada vez que la DINA. 
polimerasa completa un fragmento corto de DMA (en tan sólo umos segundos) tiene que e11- 
pezar a sintetizar otro fragraento completamente nuevo en un punto situado más adelante 
de la cadena patrón (véase Figura 5-7). Un mecanismo especial genera estas cadenas ceba- 
doras de bases apareadas necesarias para que actúe la DNA polimerasa. El mecanismo in- 
cluye ana enzima denominada DNA primasa, que utiliza rbonucieósidos trifosfato para 
sintetizar pequeñas cadenas cebadoras de RNA sobre la cadena retrasada (Pigura 5-11). En 
los eucariotas, estos cebadores tienen aproximedeamente 10 nucleótidos de longitud y son 
sintetizados e intervalos de 100-200 nucleótidos sobre la cadena retrasada. 

La estructura química del ENA se presentó en el Capítulo 1 y se describe con detalle en 
el Capítulo 6. Solamente destacaremos que la estrucnzara del RNA es muy parecida a la del 
DNA. Una cadena de RNA. puede formar bases apareadas coa una cadena de DNA, gene- 
rancio híbridos DNA/RENA de doble hélice si las dos secuencias de nucleótidos son comple- 
mentadas. Así, el mismo principio de pasrón usado para la síntesis de DINA guía la sintesis de 
cebadores de RNA. Dado que un cebador de RNA contiene un nucleótido apareado adecua- 
damente con un grupo 3'-OH en un extremo, el RNA puede elongarse mediante la DNA 
polimerasa por este extremo empezando un Fragmento de Okezaki. La síntesis de cada frag- 
mento de Okazadd acaba cuando la DNA polimerasa se encuentra con el cebador de RNA 
unido al exueroo 5 del fragrnento anterior de DNA. Para producir una cadena continua de 
DNA a partir del gran múmero de fragmentos sintetizados sobre la cadena retrasada, actúa 
con rapidez un sisterna especial de reparación del DINA que elimina el cebador de RNA y lo 
sustituye por DNA. A continuación, una enzima amada DNA ligasa une el extremo 3' de 
cada nuevo fragmento de DNA al extremo 5' del fragmento anterzor y completa todo el pro- 
ceso (Figuras 5-12 y 5-13). 

¿Por qué se ene que sintetizar un RNA cebador, que luego se tendrá que eliminar, en lu- 
ger de utilizar un cebador de DNA que no sería necesario eliminar? El argumento de que una 
polimerasa autocorrectora no puede iniciar cadenas de novo también implica lo contrario: 
una enzima capaz de imiciar cadenas de novo no puede presentar un sistema eficiente de ati- 
tocorrección. Por consiguiente, cualquier enzima que inicie la síntesis de los fragmentos de 
Okxazaki producirá, por necesidad, una copia relabivarnente incorrecta (con un error cada 105 
bases, por lo renos). Incluso aunque la cantidad que se conservara de esta copia en el pro- 
ducto final constltuvera una parte tan pequeña como el 5% del genoma total (p. ej., 10 nucle- 
ótudos por cada fragmento de DNA de 200 nucleótidos), el incremento resultante de la 
frecuencia general de mutación sería enorme. Por consiguiente, parece razonable que la uti- 
lización de moléculas de RNA como cebador en lugar de moléculas de DINA suponga 4na po- 
derosa ventaja evolutiva, ya que los ribonucleótidos del cebador marcan automáticamente 
estas secuencias como “copia dudosa” que debe ser eliminada y reemplazada. 


Figura 5-12 Síntesis de uno de los muchos fragmentos de DNA sobye la cadena 
retrasada. En los eucariotas, los cebadores de RNA sobre la cadena retrasada se 

' presentan a intervalos de unos 200 nucleótidos, cada uno de los cuates tiene unos 
19 nudleótidos de longitud. El cebador es eliminado por una enzima especial de 
reparación de DNA funa RNAsa H) que reconoce una cadena de BNA de una hélice 
BNA/DNA y la fragrnenta; esta intervención produce une hendidura que.es 
rellenada por la DONA polimerasa y la DNA gasa. 
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Figura 5-11 Sintesis del cebador de RNA, 
Representación esquemática de la reacción 
catalizada por la DNA primosa, que es la 
enzima que sintetiza los pequeños cebedores 
de RNA sobre la cadena retrasada tliizando 
DNA como patrón. A diferencia de la DONA 
polimerasa, esta enzima puede iniciar una 
nueva cadena de polinudeótidos sl unir 
entre sí dos nucicósidos tudifosfato, La primasa 
sintetiza un polinudeórido corto en sentido 
5'a 3 y luego se detiene, dejando el extremo 
3' de este cebador accesible a la DNA 
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Unas proteínas especiales ayudan a abrir la doble hétice del DNA 
por delante de la horquilla de replicación 


Para que la síntesis de DINA se leve a cabo, la doble hélice de DNA tiene que lr abriéndose rá- 
pidamente por delante de la horquilla de replicación, de manera que los desoxribormealeó- 
sidos trifosfato entrantes puedan aparearse con los de la cadena patrón. Sin erabargo, la 
doble hélice de DNA es muy estable en condiciones fisiológicas: los pares de bases están tan 
bien encajados en su lugar, que se requieren temperaturas próximas a las de ebuBición del 
agua para separar las dos cadenas en un tubo de ensayo. Por esta razón se necesitan dos ti- 
pos de proteínas de replicación adicionales pare abrir la doble hélice: las DNA belicasas. y 
las proteínes de unión a DNA de cadena sencilla; este sistema proporciona así una cadena 
patrón de DNA apropiada para que la DINA polimerasa pueda copiaria. 

Las DNA helicasas fueron aisladas trmicialmente como proteinas que hidrolizan ATP 
cuando se unen a moléculas de DINA de una sola cadena. Como se describe en el Capítulo 3, 
la hidrólisis de ATP varía de forroa cíclica la conformación de una molécula proteica y per- 
mite a la proteína realizar trabajos mecánicos. Las DNA helicasas utilizan este principio ge- 
neral para desplazarse con rapidez a lo largo de DINA de una sola cadena; cuando 
encuentran tna región de doble hélice, continúan desplazándose por la misma cadena, de- 
serrollando así la hélice a una velocidad de hasta 1000 pares de nucleótidos por segundo 
(Biercas 14 y 5-18). 

Las dos cadenas de DNA tienen polaridades opuestas y, en principio, uma helicasa pue- 
de desenzollar la doble hélice de DNA desplazándose en sentido 5' a 3' a lo largo de una de 
las cadenas o bien en sentido 3' a 5' 4 Jo largo de la otra. De hecho, existen ambos tipos de 
DNA helicasas. En el sistema de replicación mejor entendido de bacterias, parece que la he- 
licasa que se desplaza en sentido 5' a 3' por la cadena retrasada es la que desempeña el pa- 
pel principal, por razones que pronto quedarán aclaradas. 

Las proteínas de unión a DNA de cadena sencilla (SSB: single-strand DNA -binding 
también llamadas proteínas desestabilizadoras de la hélice- se unen fuertemente y de un 
raodo cooperativo a cadenas de DNA abiertas, sin obturar las bases de la cadena, las cuales, 
por lo tanto, quedan disponibles para actuar como patrón. Estas proteínas no son capaces 
de abrír de forma directa una larga cadena de DNA, pero colaboran con las helicasas estabi- 
kzando la conformación desenrollada de las cadenas sencillas. Adernás, su unión cooperati- 
va recubre por completo las regiones de DNA de cadena sencilla de la cadena retrasada y 
evita así la formación de cortas hélices en forma de horquilla que se forman rápidamente 
en cadenas sencillas de DNA (Figuras 5-16 y 5-17), que impedirían la actuación de la DNA 
polimerasa. 


Una abrazadera deslizante mantiene unida al DNA 
una molécula de DNA polimerasa móvil 


La mayoría de las DNA. polimerasas sólo sintetizan, por sí mismas, cadenas cortas-de nu- 
cleótidos antes de separarse del DNA patrón. Esta tendencia a dejar rápidamente la molé- 


Figura 5-14 Ensayo utilizado para medirle actheidad de las DINA helicasas. Un corto 
fragmento de DINA se hibrida con una farga cadena sencilla de DNA formando uma región 
de DNA de doble hélice. La dobie hélice se deshace a medida que la helicasa se desplaza. 
a lo largo dela cadena sencilla de DNA y libera el fragmento corto de DNA, Esta reacción 
necesita lá presencia tanto de fa proteína helicasa como de ATP. La hidrólisis del ATP hace 
posible el rápido desplazamiento de la helicasa (yésse Hgura 3-77), Comose indica, 
muchas helicases están formedas por sels subunidades, 
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Figura 5-43 Reacción que cataliza la DNA 
ligasa. Esta enzima sella los enfaces 
fosfodiéster que ze hen cortado, Como se 
indica, la DMA lígasa utiliza una molécula de 
AFP para activar el extremo $ enla hendidura 
tetapa TH antes de formarel nuevo enlaos 
etapa 2. De este modo, la reacción de sellado 
dele hendidura, que na es energéticamente 
favorable, se puede reslizar acoplándose a un 
proceso de hidrófisis de ATP energéticamente 
favorable. 
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cula de DNA permite a la molécula de DNA polimerasa que acaba de sintetizar ua bagoen- 
to de Olcazald sobre la cadena retrasada, reciciarse rápidamente, empezando de nuevo a sin- 
tetizar el siguiente fragmento de Okazaki sobre la misma cadena. Sin embargo, esta rápida 
disociación supondría una dificultad para que la polimerasa sintetizara largas cedenas de 
DNA en la horquilla de replicación, si no existiera una proteína accesoria que actuase como 
una abrazadera deslizante regulada, Esta abrazadera mantiene la polimerasa unida con Br- 
meza al DNA cuando se desplaza, pero la libera en cuanto la polimerasa se detiene ante una 
región de doble cadena. 

- ¿Córmo puede impedir una abrazadera deslizante que la polimerasa se disocie sin nm- 
pedir al mismo tempo que la polimerasa se desplace con rapidez a lo largo de la molécula 
de DNA? La estructura tridimensional que tiene la proteína abrazadera, determinada por dí- 
fracción de rayos X, indica que esta proteína forma un amplio anillo alrededor de la doble 
hélice de DNA. Un lado del anillo se une a la parte posterior de la DNA polimerasa y el anillo 
completo se desliza libremente a medida que la polimerasa se desplaza a lo largo de la ca- 
dena de DNA. El ensamblaje de la abrazadera alrededor del DNA requiere una hidrólisis de 
AFP mediante un complejo de proteínas especial, el denorninado cargador de la abrazade- 
ra, que hidroliza el ATP uniendo la abrezadera al complejo patrón-cebador (Figura 5-18). 
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Figura 5-15 Estructura de una DIVA 
heficasa. <IGCC> (A) Representación 
esquemática de fa proteína como un anillo 
hexamérico. (B) Representación esquemática 
mostrando la horquilla de replicación de DMA 
y la helicasa a escala. (C) Estructura detallada. 
de la helicasa replicativa del bacteriófago T7, 
determinada por difracción de rayos X. 
Existen seis subunidades idénticas que se 
unen a ATP y lo hidrolizan a través de un 
proceso ordenado, propulsando la fofécuta 
de helicasa como una máquina de rotación a 
lo larga de la cadena sencilla de ONA que la 
atraviesa a través del agujero central. Las 
moléculas de ATP unidas a la estructura están 
tnarcadas en rojo. (B, cortesía de Edward H, 
Egelman: €, a partir de MR. Slagletón et al, 
Cell 101:589-600, 2000, Coni la autorización de 
Elsevier) iS 


Figura 5-16 Efecto de las proteínas de 
unión a DNA de una sota cadena (proteínas 
$58) sobre la propia estructura del DNA de 
cadena sencilla. Cada molécula de proteína - 
se une preferentemente a Otra molécula que 
ya se ha unido, poro que sobre la cadena 
sencilla de DNA se forman largas hileras de 
estas proteínas. Esta unión cooperativa 
provoca un estiramiento de la cadena patrón 
de DNA y facilita el proceso de polimerización 
del DNA, Las “hélices en horquilla” que 
¿parecen en da molécula de ONA de cadena 
sencilla se producen por apareamiento de 
bases entre cortas regiones de secuencias 
complementarias dentro de la propia cadena, 
Son semejantes a las pequeñas hélices que se 
forman típicamente en las moléculas de RNA 
(véase Figura lb) 
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En el patrón de la cadena conductora, la DNA polimerasa que se desplaza está fuente- 
mente unida a la abrazadera y ambas permanecen asociadas durante ua largo periodo de 
tiempo. La DNA polimerasa que está sobre el patrón de la cadena retrasada también utiliza 
la abrazadera pero, cada vez que lega al extremo 5 del fragmento de Okazald precedente, la 
polimerasa se libera de la abrazadera y, por tanto, se separa de la catlena patrón. Esta molé- 
cula de polimerasa se asocía a una nueva abrazadera en el cebador de RNA del siguiente 
fragmento de Okazald, 
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Figura 5-17 Estructura de la proteina 
hursana de unión a DÍA de una sola 
cadena unida al DÍA. (A Visto frontal de los 
dos dorcinios de uvión al DMA dela proteína 
RPA, que Cabre un total de ocho nucteótidos, 
En este complejo de proteira-DNA, las bases 
de DMA permanecen expuestas. (8) Diagrama 
que muestra la estructura tridimensional, car 
la cadena de DNA trojoj vista desde su parte 
final. (8, a partir de A. Bochicarev etal., Noture 
3891 76-181, 1997, Conla autorización 

de Macriillan Publishers Ltd) 


Figura 5-18 La abrazadera 
destizante requiada que Une 
la DNA polimerasa al DRA, 
(4) Estructura de la abrazadera 
destizante de E. coll, determinada 
gor cristalografía de rayos X. Se ha 
añadido una hélice de ONA para 
indicar de qué foreas la proteína 
se ajusta alrededor del DNA, 
(8) La estructura del cargacior de 
ha abrazadera, formada por cinco 
subunidades, recuerda a la de un 
tornillo, con la rosca encajanido en 
las ranuras del DIVA. Parece quese 
apriete alrededor de la unión con 
el cebador hasta que su progreso 
queda bloqueado par el extremo 
3'del cebador, momento en el que 
el cargador hidroilza el ATP y libera 
la abrazadera, (C) Hustración 
esquemática mostrando córno se 
ensambla la abrazadera uniéndose 
auna molécula de DNA polimerasa 
que se desplaza sobre el DIJA. En 
la reacción simplificada que se . 
inuestra, el cargador de la 

. abrazadera se disocia al medio una 
vez se ha formado el complejo entre 
la abrazadera destizante y la DNA 
polimerasa. En una horquilla de 
replicación real, el cargador de la 
abrazadera permanece próximo a la 
polimerasa de la cadena retrasada, 
preparado para asociarse a una 
nueva abrazadera al inicio de cada 
nuevo fragmento de Okazakd (uésse 
Figura 5-19). (A, a partir de XP Kong 
etal, Ce 69:425-437, 1992, Con la 
sutorización de Elsevier, €, a partir 
de G.D. Bowman, M. O'Donnell y L 
Kurnyan, Hoture 479:708-709, 2004, 
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En la horquilla de replicación, una serie 
de proteínas cocperan entre siformando 
una “maquinaria de replicación” 


Á pesar de que hernos presentado la replicación del ¡DNA como un proceso en el que partí- 
cipan una serie de proteínas de replicación gue actúan independientemente unas de las 
Otras, en realidad muchas de estas proteínas se hallan inidas entre sí lormando un gran 
complejo multienzimático organizado que sintetiza rápidamente el DNA. Este complejo 
Puede compararse con una diminuta máquina de coser compuesta por piezas proteicas y 
accionada por la hidrólisis de moléculas nucleósido trifosfaro. Como en una máquina de co- 
sex, el coraplejo de replicación permanece probablemente estacionaria respecto a lo que lo 
rodea. Se puede imaginar que el DNA es como un largo pedazo de tela que es cosido rápida- 
mente, A pesar de que este complejo de replicación sólo se ha caracterizado por complero en 
la bacteña E. coli y en algunos de sus virus, el de los eucariotas es muy similar, como veremos 
trás adelante, 

La Pigura 5-19A resume las funciones de las subunidades de esta maquinaría de repki- 
cación. En el inicio de la horquilla de replicación, la DNA helbicasa abre la hélice de DNA. En 
la horquilla de replicación actúan dos moléculas de DNA polimerasa, una en la cadena con- 
ductora y la otra en la cadena retrasada. Mientras que la molécula de la DNA polimerasa que 
actúa sobre la cadena conductora puede proceder de una forma continua, la molécula de 
DNA polimerasa que actúa sobre la cadena retrasada tiene que volver a empezar a interva- 
los, utilizando como cebador segmentos cortos de RNA sintetizados por una molécula de 
DNA primasa. La estrecha asociación de estos componentes proteicos aumenta la eficiencia 
de la replicación y es posible gracias al plegamiento de la cadena retrasada tal como se indi- 
ca en la Figura 5-19A. 

Este ordenamiento también facilita la unión de la abrazadera de la polimerasa cada vez 
Gue se sintetiza un Hragmento de Okazaki: el cargador de la abrazadera y la DNA polimerasa 
de la cadena retrasada se mantienen en su lugar como parte de la maquinaria proteica, in- 
cluso cuando se separan de su patrón de DINA. Así pues, las proteínas de replicación se man- 
tienen unidas entre sí formando uma gran unidad (peso molecular total > 10% dalton) que 
permite la síntesis de DNA en los dos sentidos de la horquilla de una forma totalmente 
coordinada y eficiente, 

Esta maquinaria de replicación de DNA va dejando tras de sí series de fragnentos de 
Okazaki sobre la cadena retrasada, los cuales todavía tienen en sus extremos 5” los pequeños 
trozos de RNA que actuaron como cebadores para su síntesis. Estos trozos de RNA deben ser 
eliminados y los fragmentos de DNÁ deberán unirse entre sí mediante enzimas reparadoras 
de DNA que actuarán detrás de la horquilla de replicación (véase la Figura 5-12). ' 
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Figura 5-49 Horquilla de replicación en 
movimiento, (A) Este esquerna muestra la 
visión actual de le situación de les proteinas 
de replicación sobre la horquilla de 
replicación cuando se está sintetizando 
DNA. La cadena retrasada se ha plegado para 
permitir que la molécula de DMA polimerasa 


' situada sobre la cadena retrasada forme un 


cornplejo con la molécula de DNA polimerasa 
de la cadena conductora, Este plegamiento 
también consigue que el extremo 3'de cada 
fragmento de Okazaxi completo quede 
situado cerca del lugar de inicio del siguiente 
fragmento de Okazaki Debido a que la DNA 
polimerasa de la cadena retrasada permanece 
unida alresto de proteínas de replicación, 
puede ser reutilizada para sintetizar los a 
sucesivos fragmentos de Okazaki. En el 
esquema que mostramos, está a punto de 
dejar su fragmento de DNA completado y de 
desplazarse hasta el cebador de RNA que se 
sintetizará en las proximidades, necesario para 
iniciar el siguiente fragmento de ONA. Otras 
proteínas adicionales (que no se muestran) 
ayudan a mantener unidos todos los 
componentes proteicos en la horquilla, 
permitiendo que todos elios actúen como 
una máquina protelca bien coordinada, 
<AATA> <CCCG> (B) Electromierografía que , 
muestra la maquinaria de replicación del 
bacteriófago T4 cuando se desplaza a lo largo 
de un DNA patrón, sinteizándose el DNA por 
detrás de la horquilla. (() interpretación de 

la imagen obtenida con ebmicroscopio 
electrónico: nótese especialmente el bucle de 
DNA en la cadena retrasada. Aparentemente, 
les proteinas de replicación se separan de 
forma parcial de la parte más frontal 

de la horquilla de replicación durante la 
preparación de esta muestra para 
electromicroscopía. (B, cortesía de Jack 
Griffith; véase PD. Chastain et al, J Biol, 

Chem. 278:21776-21285, 2003,) 
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Un sistema de corrección de errores de apareamiento 
elimina los errores de replicación producidos 
por la maquinaria de replicación 


Corno apuntamos, las bacterias como E, coli son capaces de dividirse cada 40 mínutos, por 
lo que es relativamente sencillo estudier grandes poblaciones buscando mutantes raros que 
tengan alterados determinados procesos. Una clase interesante de maurtantes son los que 
presentan alteraciones enlos llamados genes miradores, que incrementan de forma notable 
la frecuencia de ruutación espontánea. No es sorprendente que uno de estos genes mentado 
res codifique usa forma defectuosa de la exomuclease correctora Y9' a E, que es una subre- 
dad de la enzima DINA polimerasa (véase Figuras 5-4 y 5-9). La DNA polimerasa mutante 00 
corrige de forma efectiva y en el DNA se van acummdando una serie de errores de replicación 
que normalmente serían eliminados. 

El estudio de otros mutantes de E, coli que Pies proporciones de mutaciones más 
elevadas de lo normal ha permitido descubrir otxo sistema corrección de pruebas que nor- 
mabmente elimina errores de replicación que no son detectados por el sisterna de la exonu- 
cleasa. Este sisterna de corrección de errores de aparearniento detecta la distorsión potencial 
sobre la hélice provocada por un desajuste entre bases que no son complementadas. 

Si este sisterba de corrección reconociera simplemente un error de ajuste en una cade- 
na de DNA acabada de replicar y eliminara de forma aleatoría uno de los dos nucleótidos 
que no encajau, podría cometer el error de “corregir” la cadena patrón original y una de ca- 
de dos ocasiones mantendría el error. Para que un sistera de corrección de pruebas sea 
efectivo, tiene que ser capaz de discnguir cuál es el nucleótido equivocado y eliminarlo de 
forma específica de la cadena acabada de sintetizar, que es donde se produjo el error de re- 
plicación. 

El sistema de reconocimiento utilizado por el sistema de corrección de errores de apa- 
reamiento de E. coli depende de Ja metilación de determinados residuos A. del DNA. Trans- 
currido un cierto tiempo después de que los A se hayan incorporado a la cadena de DNA 
acabada de sintetizar, se añaden grupos metilo a todos los residuos A que se encuentren en 
la secuencia GATC. Dado que únicamente contendrán secuencias GATC no metiiadas las car 
denas acabadas de sintedizar y que se encuentren justo detrás de la horquilla de replicación, 
será posible distingutr estas cadenas de las originales que se han utilizado como patrón, Es- 
te proceso en tres etapas incluye el reconocimiento de un error de aparearniento, la escisión 
del segmento de DNA que contiene el error de la cadena de DNA recién sintetizada y la re- 
síntesis del fragrnenxo escindido utilizando la cadena original como patrón. Este sisterna de 
corrección de errores de apareamiento reduce el número de errores cometidos durante la 
replicación del DINA por un factor adicional de 100 (véase Tabla 5-1, p. 271). 

En las células humanas funciona un sistema de corrección de exrores de aparearalento 
similar a este (Figirca 5-20). En bumanos, la importancia de este sistema queda evidenciada 
en individuos que heredan una copia defectuosa de un gen reparador de exrores (junto con 
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Figura 5-20 Un modeto de la corrección de 
errores de apareamiento en eucariotas. 

(4) Las dos proteínas que se muestran están 
presentes tanto en bacterias como en células 
eucariotas: MutS se une especificamente a 
un par de bases mal apareado, mientras que 
MutL rastrea el DNA cercano en busca de 
una muesca. Cuando MutL encuentra uta 
muesca, provoca la degradación hacia atrás 
de la cadera que la contiene hasta las bases 
mál apareadas. Debido a que en eucariotas 
las muescas cas! sólo se encuentran en las 
cadenas teplicadas, tos errores de replicación 
son eliminados de forma selectiva. En 
bacierias, el mecanismo es el mismo, excepto 
que una proteína adicional del complejo 
FAutH) corta secuencias GATO no metiladas 
(, por consiguiente, recién sintetizadas), e 
inicia el proceso que se ilustra. (8) Estructura 


de la proteína MutrS tnida a un DNÁ mal 


apareado, Esta proteína es un dimero, que 


" sujeta la doble hélice de DINA tal como se 


indica, enroscando el OA donde están-les 
bases mal apareadas, Parece ser que la 
proteína Muts rastrea el DNA en busca de 
apareamientos incorrectos, comprobando 
los hugares que pueden ser enroscados 
rápidamerde, que son precisamente aquellos 
endos que hay un apargarmiento de bases no 
complementarias. (E, a partir de G. Obmolova 
etal, Mature 407:703-710, 2000.Con la 
autorización de Macmillan Publishers Ltd.) 
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un gen funcional en la otra copia del cromosorna). Estas personas tienen una marcada pre- 
disposición paza ciertos tipos de cáncer. Por ejemplo, en un tipo de cáncer de colon Bamado 
cáncer de colon hereditario no poliposo (ENPCC: hereditary nonpolyposis colon cancer, rue 
taciones espontáneas enel gen funcional que queda, producen un clon de células somáticas 
que acumulan muteciones de forma extraordinariamente rápida, debido a que son defi- 
cientes en el sistema de corrección de erzores de apareamiento. La mayoría de cánceres apa- 
recen en células que han acumulado varias mutaciones (véase Pigura 20-11), por lo que las 
células deficientes en este sistema de corrección de pruebas tienen una probabilidad mucho 
mejor de teanslormarse en cancerosas. Afortunadaniente, la mayoría de nosotros hereda- 
mos dos copias correctas de cada gen que codifican una protefna para la corrección de erro- 
res; este sistema nos protege, porque es muy improbable que ambas copias mutea en la 
misma célula. 

En eucariotas, el mecanismo para distinguir la cadena recién siterizada de la cadena pa- 
trón original en el lugar donde se produce el error de apareamiento no depende de la me- 
tílación del DNA. Es más, algunos eucariotas -entre los que se incluyen las levaduras y 
Drosophila-no median nunca su DNA. Las cadenas retrasadas de DINA acabadas de sintetizar 
contienen muescas de forma transitoria lantes de ser selladas por la DNA gasa) y experimen- 
tos bioquímicos han revelado que este tipo de muescas (tembién llamadas roturas de una de 
las dos cadenas) proporcionan la señal que dirige las correcciones a la cadena adecuada (véa- 
se Figura 5-20). Esta idea requiere que la cadena de DNA recién sintetizada sobre la cadena 
conductora también contenga muescas; la forma en que esto ocurre todavía se desconoce. 


Las DNA topolsomerasas evitan que el DNA se enrede 
durante la replicación 


A medida que una horquilla de replicación se va desplazando a lo largo de una doble cade- 
na de DNA, genera lo que se ha llamado un “problema del enrollamiento y empaqueta- 
miento” 10 pares de bases replicadas en la horquilla corresponden a una vuelta corapleta 
del DNA que se repiica alrededor del eje de la doble hélice, Así pues, para que la horquilla de 
replicación pueda desplazarse, todo el cromosoma que está por delante de la horquilla ten- 
dría que girar rápidamente Figara 8-21), lo que exighía la utilización de grandes cantidades 
de energía en el caso de los cromosomas largos. Por ello, durante la replicación del DNA se 
utiliza una estrategia alternativa: unas proteínas conocidas como DNA topolsomerasas for- 
mana un lugar de giro en la hélice del DNA. 

Puede considerarse que una DNA topoisomerasa es una especie de nucleasa reversible 
que se une covalenternente a un fosfato del DNA rompiendo un enlace fosfodiéster de una 
cadena del DNA. Esta reacción es reversible y el enlace fosfodiéster se vuelve a formar en 
cuanto la proteína se separa, 

Un tipo de topoisomerasa, llamada topoisomerasa l, genera de forma transitoria una ro- 
tuza en una sola cadena (una nuuesca), Esta rotura en el esqueleto fosfodiéster permite a las 
dos secciones de la hélice del DNA, situadas a cada lado de la muesca, girar libremente wna 
respecto a la otra utilizando como punto de giro el enlace fosfodiéster de la cadena opuesta 
a la que se ha producido la muesca (Figura 5-22). Cualquier tensión que se genere en la hé- 
lice de DNA dirigirá la rotación en el sentido en el que esta tensión se disipe. Coro resulta- 
de de ello, la replicación del DNA podrá ocurrir sólo con la rotación de un corto tramo de la 
hélice la zona justo por delante de la horquilla. Dado que el enlace covalente que une la to- 
polsomerasa al fosfato del DNA retiene la energía del enlace fosfodiéster roto, la nueva for- 
mación del enlace fosfodiéster es rápida y na requiere ningún aporte adicional de energía. 
En este aspecto, el mecanismo de unión difiere del que cataliza la enzima DNA ds des- 
cnita previamente (véase Figura 9-13) 

Un segundo tipo de DNA topoisomerasa, la topoisomerasa lí, forma una unión covalen- 
te con ambas cadenas de la hélice de DNA al mismo tiempo, generando transitoriamente 
una rotura en las dos cadenas del DNA. Estas enzimas se activan por determinadas zonas del 
cromosoma en las que dos dobles hélices se cruzan entre sí Cuando la topoisomerasa se 
une a un lugar de cruce como éste, la proteína utiliza la hidrólisis de ATP para llevar a cabo 
de forma eficiente las siguientes reacciones: (1) rorape una de las dobles hélices, de forma re- 
versible, generando una “puerta” en el DNA; (2) hace que la otra doble hélice pase a través 
de esta rotura, y (3) vuelve a unir las cadenas de DNA que había roto y se separa del DNA 
fFiguza 35-23). De esta forma, las DNA topoisomerasas de tipo Il pueden separar ye soda 
eficiente dos anillos de DNA entrelazados (Figura 5-24). 
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Figura 5-21 El “problema de enrollamiento” 
due aparece durante el proceso de 
replicación del DMA. Si se trata de tinta 
horquilla de replicación bacteriana que se 
desplaza a 500 nucleótidos por segundo, 

fa hélice paterna de DONA, situada por 
delente de la horquilla, tiene que girar 


" ¿50 revoluciones por segundo, 


MECANISMOS DE REPLICACIÓN DEL DNA 


Esta roísroa reacción evita que se generen los graves problemas de enmerañamiento . 


que, en caso contrario, aparecerían durante la replicación del DNA. Este papel queda bien 
ilustrado en mutantes de celulas de levadura que, en lugar de la topoisomerasa lí normal, 
producen una versión que se inactiva por encima de 37 *C. Cuando las levaduras mutantes 
se calienten besta esta temperatura, sus cromosornas hijos quedan entrelazados después 
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Figura 5-22 Reacción reversible de 
formación de una muesca en el DNA, 
catalizada por una enzima DNA" 
topolsomerasa | eúcariota. Tal como se 
indica, estas enzimas forman un enlace 
covalente transitorio con el DNA y así 
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del proceso de replicación de DNA y no pueden separarse. La ttílidad de la topolsomerasa Y 
para desenmarañar los cromosomas se puede cormprender fácilmente por cualquiera que 
haya intentado deshacer uo nudo de un hilo de pescar sin la ayuda de unas Ujeras. 


La replicación del DNA en los eucariotas es básicamente similar 
a ta de los procariotas 


La mayor parte de lo que conocernos respecto a la replicación del DNA procede de estudios 
sobre sisternas puuldenzimáticos punficados a partir de bacterias y de bacteriófagos, que 
son capaces de realizar in vitro la replicación del DNA. El desarrollo de estos sisternas en la 
década de 1970 tuvo como condición previa la disponibilidad de mutantes en diversos genes 
de replicación que pudieron utilizarse para identificar y purificar las correspondientes pro- 
tefnas de replicación. El primer sistema de replicación en marnfferos que replicaba de forma 
exacta DNA in vútro se describió a mediados de la década de 1980. Actualmente se hen aísla- 
do y analizado muteciones de genes que codifican prácticamente todos los componentes 
de replicación que Utiliza la levadura Saccharomyces cerevisiae, Corao resultado de estos es- 
tudios, se conoce con bastante detalle la eozimología de la replicación del DNA en los euca- 
xíotas y queda claro que a lo largo de la evolución que separó bacterias de eucariotas se han 
conservado las características fundamentales de la replicación del DNA, incluyendo la ged- 
metría de la horquilla de replicación y la utilización de una mequinaria de replicación pul- 
tiproteica. 

En eucariotas, la maquinaria de replicación está formada por más componentes protei- 
cos queen sus homáólogas de bacterias, a pesar de que las funciones básicas son las mismas. 
Así, por ejeraplo, Ja proteína de unión a DNA de cadena sencilla (8SB: single-strand binding) 
en eucariotas está formada por tes subunidades, mientras que en bacterias solamente tie- 
ne una subunidad. De forma similez, la DNA primasa de eucariotas es incorporada a una en- 
zima con varias subunidades que también contiene la Llamada DNA polimerasa a-primasa. 
Este complejo proteico empieza cada fragmento de Okazaki enla cadena retrasada con RNA 
y luego alarga el cebador de RNA con un fragmento corto de DNA. Llegado este punto, en- 
tran en juego las dos principales polimerasas de replicación en eucariotas, É y e, y completar 
cada frapruento de Olcazald, mientras que simultáneamente extienden la cadena conducto- 
ce. La rmanéra como se distribuyen las tareas de síntesis de la cadena conductora y retrasada 
entre estas dos polimerasas todavía no se conoce completamente. 


Como verernos en la próxima sección, la maquinaría de replicación de eucariotas tie- 


ne la complicación añadida de tener que replicar el DNA entre nucleosomas, que son las 
unidades estmucturales repetitivas de los cromosomas, descritas en el Capítulo 4. Los mu- 


cleosomas están distribuidos a lo largo del DINA, a intervalos de 200 pares de bases, lo que - 


podría explicar por qué en los eucariotas los fragmentos de Okazakd se sintetizan sobre la 
cadena retrasada a intervalos de entre 100 y 200 nucleóridos y no a intervalos de entre 1000 


Figura 5-23 Modelo de acción de la 
topolsomerase IL Tal como se muestra, 

ta unión de ATP alos dos dominios APasa 
provoca su dimerización y las reacciones que 
se indican, Parece que la hidrólisis del ATP 
sólo es necesaria para recoraponer la enzima 
para un nuevo ciclo de reacciones, ya que 
puede darse un ciclo de teacciones en 
presencia de un análogo de ATP no 
hidrolizable, Este modelo está basado en la 
estructura de la errdima en combinación con 
experimentos bioquímicos, (Modificado a 
partir de LM, Berger, Cuer. Opin, Stract. Biol. 
8:26-32, 1998, Con la autorización de 
Elsevier) 


y 2080 nucleótidos como ocurre en las bacterias. Los nucleosomas también actñan como + 


barreras que frenan el desplazamiento de las moléculas de DNA polimerasa, lo cual puede 


ser la causa fundamental de que las horquillas de replicación se desplacen a aproximada- . 


«mente una décima parte de la velocidad a la que se desplazan lás horquillas de replicación: 


en las bacterias. 
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Figura 5-24 Resoción de pazo a través de la hélice de DMA” catalizada por la DÁ 
topolsomerass il Se utílizan reacciones idénticas a ésta para desenredar el DNA 
dentro de la célula. A diferencia de la topolsomerasa de tipo l las topolsomerasas de 
tpo li requieren la hidrólisis de ATP y algunas de las versiones bacterianas pueden 
introducir en el DNA tensión superheficoidal. En eucariotas, las topolsomerasas de 
Upo lll se halian casi exclusivamente en célidas profilerantes; en parte por esta razón, 
son muy otilizadas como dienas para fármacos areicancerosos. 


Resumen 


La replicación del DNA tiene lugar en una estructura en forma de Y llamada horquilla de replica- 
ción. Una DNA polimerasa autocorrectora cataliza la polimerización de nucleótidos en sentido 5' a 
3, copiando tin patrón de DÑA con una fidelidad notable. Puesto que las dos cadenas de una doble 
hélice de DIVA son antiparalelas, esta síntesis5' a 3' del DINA sólo puede ocurrir de forma continua en 
una de las dos cadenas (la cadena conductora) de la horquilla de replicación. En la cadena retrasa- 
da se sintetizan pequeños fragmentos de DNA mediante un proceso de “punto hacia atrás” Debido 
a que la DNA polimerasa autocorrectora no puede iniciar la síntesis de una cadena de DNA, estos 
fragmentos de DNA sobre la cadena retrasada se inician mediante cortas moléculas de cebador de 
RINA, las cuales serán eliminadas más tarde y sustituidas por DINA. 

La replicación del DINA requiere la cooperación de muchas proteínas, entre las cuales se en- 
cuentran: (1) una DINA polimerasa y una DIVA primasa, que catalizan la polimerización de nucleó- 
sidos trifosfato, (2) DNA helicasas y proteinas de unión 4 DNA de cadena sencilla, que colaboran en 
la apertara de la hélice de DNA que se va a copiar, (3) una DINA ligasa y una enzima que degrada los 
cebadores de RINA, uniendo los fragrientos de DINA de la cadena retrasada sintetizados de forma. 
discontinua, y (4) DINA topoisomerasas que actían solventando problemas de enrollamiento y en- 
marañamiento de la hélice. Muchas de estas proteínas se asocian unas con otras en la horquilla de 
replicación formando una “maquinaria de replicación” altamente eficiente, mediante la cual se 
coordinan las actividades y los rmovimientos espaciales de los componentes individuales, 


INICIACIÓN Y TERMINACIÓN DE LA REPLICACIÓN 
DE DNA EN LOS CROMOSOMAS 


Heros visto cómo un conjunto de proteínas de replicación generan con Bidelidad y rapidez 
dos dobles hélices de DNA hijas mediante una horquilla de replicación. Pero, ¿cómo se 
ensambla esta maquinaria de replicación en el lugaz de iniciación, y cómo se forman las 
horquillas de replicación en la molécula de DNA de doble cadena? En esta sección describi- 
remos cómo las células inician la replicación del DINA y de qué forma regulan este proceso 
asegurando que se lleva a cabo no sólo ex las posiciones correctas en el cromosoma sino 
también en el momento adecuado de la vida de la célula, También expondremos brevemen- 
te los problemas especiales que tiene que superar la maquinaria de replicación en las célu- 
las eucariotas. Entre ellos, la necesidad de replicar las extraordinariamente largas moléculas 
de DNA que se encuentran en los cromosomas, así como la dificultad de copiar las molécu- 
las de DNA que forman complejos muy cohesionados con histonas en los nuclepsomas. 


La síntesis de DNA empieza en los orígenes de replicación 


Como se ha explicado, la doble hélice de DNA por lo general es muy estable: las dos cadenas 
de DIVA están firmemente unidas entre sí por enlaces de hidrógeno formados entre lás bases 
de cada cadena. Para poder utilizar el DNA como patrón, Ja doble hébce debe abrirse y per- 
Initir que las dos cadenas separadas expongan las bases desapareadas. Como veremos, el 
proceso de replicación del DNA empieza mediante proteínas iniciadores especiales que se 


tnen a la doble cadena de DINA, separan las dos cadenas y rompen los enlaces de hidrógeno. 


entre las bases, 

Las posiciones por las que se abre en primer lagar la hélice de DNA se denominan orf- 
genes de replicación (Figura 5-25). En células sencillas corno las bacterias o las levaduras, 
los orígenes están especificados por secuencias de DNA formadas por varios centenares de 
pares de nucleótidos. Este DNA contiene secuencias cortas que atraen a las proteínas inicia- 
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doras y además tramos de DNA especialmente fáciles de abrir. En la Figura 4-4 se describió 
cómo los pares de bases A-T se mantienen unidos por un número menor de enlaces de hi- 
dráógeno que los pares G-C. Así pues, el DNA que ene más pares de bases A-T es más fácil de 
separar, por io que los orígenes de replicación se encuentran en regiones de DNA enrigueci- 
das en pares AT. 

A pesar de que el proceso básico de ireciación de la horquilla de replicación, descrito en 
la Figura 5-25, es fundamentalmente el raismo en bacterias y eucariotas, la forma detallada 
en que tiene lugar el proceso y su regulación difiere entre ambos grupos de organismos. 
Consideraremos primero el caso de las bacterias, porque es más sencillo y se conoce mejor, 
y luego describiremos la sitiación más compleja que se da en levaduras, marníferos y otros 
eucariotas. 


Los cromosomas bacterianos normalmente tienen un solo origen 
de replicación del DNA 


El genoma de E. coli está contenido en una sola molécula circular de DINA de 4,6 x 10% pares 
de nucleótidos. La replicación del DNA erpieza en un solo orígen de replicación y las dos 
horquillas de replicación que se ensambian en €l se desplazan (a una velocidad aproximada 
de 560-1000 nucleótidos por segundo) ex sentidos opuestos basta que se encuentran aprox- 
mademente a medio camino del cromosoma (figura 5-26). El único puato en el que E. coli 
puede contralar la replicación de su DNA es al inicio: ua vez la horquilla se ha ensamblado 
en el origen, se sitetiza DNA auna velocidad relativamente constante hasta terminar la ve- 
plicación. De este modo, ho es sorprendente que el inicio de la replicación del DINA esté rey 
zegulado. El proceso comienza cuando varias copias de las proteínas iniciadoras se unen a 
ugares específicos en el origen de replicación, de manera que el DNA envuelve las proteínas 
formando un gran complejo proteína-DNA. Entonces, este complejo atrae a la DINA helica- 
sa unida a un cargador de helicasa y ésta-es cargada sobre una cadena sencilla de DNA ad- 
yacente cuyas bases han quedado expuestas tras el ensamblaje del complejo iniciador 
proteíne-DNA. Ebcargador de helicasa es análogo al cergador de la abrazadera del que trata- 
mos anteriormente; pero ene la función adicional de mantener la helicasa inactiva hasta 
que sea cargada de forma correcta en la horquilla de replicación neciente, Cuando se ha car- 
gado la helicasa, empieza a abrir el DNA y deja expuesta suficiente cadena de DINA sencilla 
pára que la prirmasa sintetice el cebador de RNA que hará empezar la cadena conductora 
(Figura 5-27), Este hecho conduce rápidarcente al ensamblaje de las pro- 
teínas restantes dando lugar a dos horquillas de replicación, con complejos proteicos que se 
desplazan en sentidos Opuestos respecto al origen de replicación. Estas máquinas proteicas 


: contínidan sintetizando DNA hesta que ba sido replicado todo el DINA patrón anterior a Ca" 


da horquiíla de replicación. 

En E coli la interacción entre la proteina inictadora y el origen de replicación está cul. 
dadosamente regulada; la iniciación sólo tiene lngar cuando las bacterias disponen de suf- 
cientes nutrientes para completar un ciclo entero de replicación, Está controlada la 
actividad de la proteina iniciadora, pero también un orígen de replicación que acaba de ser 
ttilizado expeúmenta un “peñodo refractario” debido a un retraso en la merdación de nu- 


- cleótidos A recién sintetizados. Una iniciación posterior de la replicación queda bloqueada 


hasta que estás A son mertiladas (Figura $-28). 


Los cromosomas de células eucariotas tienen varios orígenes 
de replicación 


Hemos constatado cómo en las bacterias, dos horquillas de replicación comienzan en un 
mismo origen de replicación y se desplazan en sentidos opuestos, desde el origen hasta que 
se ha replicado todo el DINA del cromosoma circular de una sola cadena. El genoma bacteria- 
no es lo bastante pequeño para que estas dos horquillas de replicación dupliquen el genoz:a 
en unos 40 minutos. Enel caso de los eucariotas, cuyos cromosomas son mucho mayores, se 
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de replicación entos orígenes de replicación. 
La estructura que se forma en la última etapa, 
en la que ambas cadenas de la hélice de DNA 
paterna se han separado una de otra y actúan 
de patrones para la síntesis de DINA, se 
denomina burbuja de replicación, 


necesita una estrategia diferente para permitr su replicación en ua empo similar 

A principios de la década de 1960 se desarrolló un método para determinar el patrón 
general de la replicación de los cromosomas de células eucariotas. Este método consiste en 
hacer crecer céhiles humanos en culavo y marcarlas con un breve pulso de tmidina*H, de 
manera que el DIA sintetizado durante este periodo se convierte en radiactivo. A contínua- 
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Figura 5-26 Replicación del DNA de un genoma bacteriano. E. cofí tarda cerca de 
49 minutos en duplicar su genoma que ene 4,6 x 106 pares de bases, Para 
sienplificar, no se muestran fragmentos de Okazald en la cadena retrasada Todavía 
no se comprende bien lo que octere a medida que las dos horquillas de replicación 
se acercan y chocan al final del ciclo de replicación, aunque se sabe que como parte 
del proceso, la maguinaria de replicación se desensambie, 


ción, las células son lisadas con cuidado y el DNA se extiende sobre una superficie de vidrio 
recubierta con una emulsión fotográfica. El revelado de la emulsión permite ver el patrón 
del DNA marcado mediante la técnica conocida como astorradiografía. El tiempo asignado 
para el marcaje radiactivo se elige de forma que permita que cada horquilla de replicación se 
haya desplazado varios roicrómetcos a lo lergo del DINA, de forma que el DNA replicado pue- 
da detectarse mediante microscopio óptico corno líneas de granos de plata, a pesar de quela 
molécula de DNA es demasiado delgada para ser visible con este tipo de microscopio. De 
esta manera se pueden determinar la velocidad y el sentido del desplazamiento de las hor- 
quillas de replicación (Figura 35-29). A partir de la velocidad a la que las marcas de DNÁ re- 
plicado aumentan de longitud durante el dempo de marcaje, se ha estimado que las 
horquillas de replicación se desplazan a unos 50 nucleótidos por segundo. Ésta es, de forma 
apromimada, una décima parte de la velocidad a la que se desplazan las horquillas de repli- 
cación en las bacterias, lo que refleja, posiblemente, la mayor dificultad para replicar el DNA 
empaquetado de la crornatina. 

Un cromosoma mediano de la especie humena contiene una sola molécuia lineal de 
DNA de unos 150 millones de pares de nucieútidos. Se necesitarían unos 6,02 segundosfnu- 
cleótido x 1509 x 10% nucleótidos = 3 x 106 segundos (unas 800 horas) para replicar esta mo- 
lécula de DNA de principio a fin con una sola horquilla de replicación desplazándose a una 
velocidad de 50 nucleótidos por segunda. Tal como se esperaba, los experimentos con aulo- 
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Figura 5-27 Proteínas que Inician la 
replicación del DNA en bacterias. 

El mecanismo que se muestra fue establecido 
3 partir de estudios ía vitro con mezcias de 
proteínas altamente purificadas, Para la 
replicación del DNA de E. coll, la proteína 
inicladora principal, la helicasa y la 

primasa son la OnaA, DnaB y DnaG, 
respectivaraente, En el primer paso, varas 
moléculas de proteína iniciadora se unen 
específicamente a secuencias de DNA en el 
origen de replicación y forman una estructura 
compacta en la que el DNA envuelve la 
prateína. Entonces, la helicasa es cargada por 
la proteína cargadora de helicasa la proteina 
DraC), que inhibe a la helicasa hasta que esté 
convenientemente cargada en el origen de 
replicación. La proteína cargadora de helicasa 
impide que la helicasa se una de forma 
inadecuada a otras 2onas del genoma 
bacteriano de cadena sencilla, Ayudada por 
Una proteína de unión a cadena sencillo ino 
mostrada), la helicasa cargada abre la doble 
cadena de DNA permitiendo la entrada de 

la primasa y la síntesis del cebador para la 
primera cadena de DONA. Las etapas 
siguientes ino mostradas) Hevan a la 
iniciación de tres cadenas adicionales más 

de DNA y al ensamblaje final de las dos 
horquillas de replicación completas. 
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origen 


completamente los origenes hemimetilados 
metilado son resistentes a la iniciación * 
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radiografía que hemos descrito revelaron la existencia de varias horquillas de replicación. 
desplazándose simultáneamente sobre cada cromosoma eucariota. 

Otros experimentos de este tipo han demostrado lo siguiente: (1) Los orígenes de repli- 
cación tienden a ser activados en grupos formados por unos 20-80 orígenes, llamados uni- 
dades de replicación. (2) Parece que a diferentes tiempos del ciclo cehular se activan muevas 
unidades de replicación hasta que se ha replicado todo el DINA; más adelante profundizare- 
mos sobre este punto. (3) Dentro de una unidad de replicación, los orígenes de replicación 
están espaciados a intervalos de 30.000-250,000 pares de nucleótidos. (4) Corno en las bac- 
terías, las horquillas de replicación se forman a pares y generan una burbuja de replicación 
a medida que se van desplazando en sentidos opuestos desde un punto de origen cornún. 
Solamente se detienen cuando chocan con otra horquilla de repkcación que se desplaza en 
sentido opuesto (o cuando llegan al final del cromosoma). De este modo, en cada eromoso- 
ma actúan de forma independiente muchas horquillas de replicación que generan dos héli- 
ces de DNA hijas completas. 


En eucariotas la replicación de DNA sólo tiene lugar durante 
una parte del ciclo celular 


Cuando cxecen con rapidez, las bacterías replican su DNA continuamente, y pueden empe- 
zax un nuevo ciclo de teplicación incluso antes de finalizar el anterior. Por lo conrario, en la 
mayoría de células eucariotas la replicación de DNA sólo tiene lugar durante una parte es- 
pecífica del ciclo de división celulax, la llamada fase de síntesis de DNA o fase S (Figura 5-30). 
En una célula de mamífero, la fase S dura unas 8 horas; en células eucariotas más sencillas 
como las levaduras, la fase S puede llegar a durar solamente unos 49 minutos. Al final, rada 
cromosoma se ha replicado produciendo dos copias completas, que permanecen juntas por 
sus centrómeros hasta la fase M (M de mitosis), que la sucede rápidamente. En el Capítulo 17 
describimos el sistema de control que regula el ciclo celular y explicamos por qué la entrada 
en cada fase del ciclo necesita que la célula haya superado de forma satisfactoria la fase 
precedente. 
En las próximas secciones, exploxaremos cómo se coordina la replicación cromosómi- 
caen la fase S del ciclo celular 
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Figura 5-28 La metilación del origen de 
replicación de E coli genera un periodo 
refractario para el inicio de la sintesis de 
ONA. La metllación del DINA tiene lugar 
en secuencias GATC, 11 de las cuales se 
encuentran en eb origen de replicación: 
(que ocupa aproximadamente una zona 
de 250 pares de nucleótidos). En el estado 
hemimetiado, el origen de replicación tiene 
unida una proteína inhibidora (Seg A, ño 
mostrada), que bloques el acceso a las 
proteínas iniciadoras, Unos 26 minutos 
después de que se haya iniciado la replica. 
ción, los orígenes hemimetilados son metila- 
dos completamente mediante la enzima 
DINA metilasa y entonces se libera Sega. 
Una sola enzirna, la Dom metilasa, es la 
responsable de la metilación de todas las 
secuencias GATC de E. col El sistema de 
corrección de errores de apareamiento 
de E colltambién utiliza la demora en la 
meúlación después de la replicación de las 
secuencias GATE para distinguir la cadena de 
DNA recién sintetizada de la cadena de DNA 
paterna; eh este caso, las secuencias 
relevantes de GATC se reparten por todo 
el cromosorna y no están unidas a Sega. 


Figura 5-29 Experimentos que demuestran 
cómo se forman y cómo se desplazan las 
horquillas de replicación en cromosomas de 
eucariotas, El nuevo DNA formado en células 
hursanas en cultivo se marcó brevernente 
cor un pulso de tiímidina muy radiactiva 
(timidinaH). (4) En este experimento, se 
Sisaron las células y el DNA se extendió sobre 
un portaobjetos de vidrio que a continuación 
se cubrió con una emulsión fotográfica. 
Después de varjos meses, se reveló la 


- emulsión y se observó una línea de granos de 


plata sobre el DNA radiactivo. El DONA marrón 
de esta figura solamente se muestra 

para ayudar en la interpretación de la 
autorradiografís; el DIA no marcado es 
invisible en estos experimentos. (8) Este 
experimento era igual que el anterior, pero 
despues del marcaje las células se incubaran 
en un medio sin radiactividad, lo que 
permitió que se replicara más DNA con un. 
nivei de radiactividad menor, 5e observó que 
las parejas de trazas oscuras en (B) contentan 
granos de plata que disminuían en número 
en sentidos opuestos, demostrando así el 
desplazamiento bidireccional de la horquilla 
desde un otigen de replicación central en 


" “donde se forma una burbuja de replicación 


(véase Figura 5-25). Se cree que una horquilla 
de replicación solamente se detiene cuando 
$e encuentra con otra horquilla de replicación 


- quese desplaza en sentido opuesto o cuando 


Bega al final del cromosoma; de esta manera, 
se replica la totalidad del DONA, 
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Figura 5-30 Las cuatro fases sucesivas del ciclo celular estándar en eucariotas. 
Durante las fases E, S y Ga, la célula crece de forma contnue. Durante la fase Mi eb 


crecimiento se detiene, el núcleo se divide y la célula se divida en dos. La replicación del 


DINA ocurre solamente er la parte del cio celular conocido con el nombre de fase $. 
Gr es el periodo entre la Ease M y la fase S: Gz es el periodo entre la fase S y la fase M, 


En la fase $ se replican distintas regiones de un mismo 
cromosoma a distintos tiempos 


Dada la velocidad a la que una horquiila de replicación se desplaza y las mayores distancias 
medidas entre orígenes de replicación, en las células de mannílero, la replcación del DNA en 
la región coraprendida entre un origen de replicación y el siguiente normalmente sólo ne- 
cesitaría alrededor de una hora para completarse. Sín embargo, en los marníferos la fase $ 
dura unas 8 horas. Este hecho implica que no todos los orígenes de replicación están activa- 
dos de forma simultánea y que, en cada unidad de replicación, el DNA (que contiene un gru- 
po de unos 20-80 orígenes de replicación) es replicado durante únicamente una pequeña 
parte del intervalo total de la fase S. 

¿Las distintas tinidades de replicación se activan al azar o las distintas regiones del 
genoma se replican en un orden específico? Una forma de responder a esta cuestión es uti- 
lizandio bromodeoxiuridica (BrdU), un análogo de la imidina, para marcar el DNA sinteti- 
zado de nuevo en poblaciones de células sincronizadas y añadirlo a diferentes tiempos 
durante la fase $. Más adelante, durante la fase M, aquellas regiones de las cromosomas 
ritóricos que han incorporado BrdU en su DNA pueden ser reconocidas porque ss pro- 
piedades de tinción están alteradas o mediante anticuerpos anti-BrdU. Los resultados de- 
muestran que durante la fase 5 distintes regiones de cada cromosoma se replica en un 
orden reproducible (Figura 5-31. Además, como se esperaría a partir de los grupos de las 
horquillas de replicación observadas en las autorradiografías de DINA (véase Figura 5-29), el 
tiempo de replicación está coordinado entre grandes regiones del cromosoma. 

Actualmente existen métodos mucho ruás sofisticados para el seguimiento del inicio de 
la replicación del DNA y del desplezarmento de las horquillas de replicación en las células. 
Esos métodos utilizan microchips de DINA (rejilles del tamaño de un sello cubiertas con de- 
cenas de miles de fragrnentos de DNA con secuencia conocida). Como veremos más deta» 
lladarmente en el Capítulo 8, cada Hragmento de DNA se coloca en una Única posición en el 
microchip, de esta manera se pueden representar genomas completos de forma ordenada. 
Siuna muestra de DNA de un grupo de células en fase S se lisa y se hibrida con un microchip 
que contenga el genoma de este organismo, es posible determinar la cantidad de cada se- 
cuencia de DINA. Debido a que un segmento del genoma que ha sido replicado tiene dos ve- 
ces más DNA que uno que todavía no se ha replicado, se puede seguir de forma precisa el 
inicio y el desplazamiento de la horquilla de replicación (Figura 5-32). A pesar de que este 
método proporciona mucha más precisión, conduce a muchas de las conclusiones a las que 
se llegaron en estudios anteriores. 


La cromatina altamente condensada se replica de forma tardía, 
mientras que los genes presentes en la cromatina menos 
condensada tienden a replicarse antes 


Parece que el orden en el que se activan los orígenes de replicación depende, en parte, dela 
estructura de la cromatina en la que se encuentran. En el Capítulo 4, se expuso que la hete- 
recromatina es un estado muy condensado de la cromatina, mientras que la eucromatina 
tiene ima conformación menos condensada, aparentemente necesaria para la transcrip- 
ción. La heterocromatina tiende a ser replicada may tarde en la fase S, lo que sugiere que el 
. Bempo de replicación se relaciona con el empaguetamiento del DNA en la cromatina. Este 
dato se basa en el examen de los dos cromosomas X de una célula femenina de marfero. 

Mientras que estos dos cromosomas contienen esencialmente las mismas secuencias de 


- DNA, una está activa para la transcripción del DIA y la otea no lo está fuéase Capítulo 7). 


- Casi tado el cromosoma X inactivo está condensado en forma de heterocromatina y su DNA 
se replica tarde en la fase S. Su crornosoma homólogo activo está menos condensado y se re- 
plica durante la fase 3. : 
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Figura 5-31 Diferentes regiones de un 
cromosoma se replican en diferentes 
momentos de la fase S. Estas fotografías, ob- 
tenidas con el microscopio óptico, muestran 
cromosomas mitóticos teñidos en los que se 
ha marcado de forma diferencial el DNA en 
replicación durante intervalos definidos de la 
fase S. En estos experimentos, las células se 
hicieron crecer en presencia de Bra lun aná- 
logo de la tímidina) y en ausencia de tiridina 
para marcar el DNA. Después, las células fue- 
ron, expuestas a pulsos breves de támidina en 
ausencia de BrdU durante la fase 5 temprana, 
media o tardía, Dado que el DNA sintetizado 
durante el pulso con timidina es DINA de do- 
ble hélice con timidina en una cadena y BrdU 
enla ova, se marca más intensamente que el 
otro DNA (que contiene BrdU enlas dos 
cadenas) y en estos negativos se visualiza co- 
mo bandas más brillantes (flechas). Las liness 
discontínuas conectan posiciones similares 
de las tres copias del crornosorna mostrado. 


: (Por cortesía de Elton Stubbietield.] 
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Estos hallazgos sugieren que las prirneras regiones en replicarse del genoma son aque: 
llas cuya cromatina está menos condensada. Las horquillas de replicación parecen despla- 
zarse a velocidades comparables durante la fase S, de forma que parece que el grado de 
condensación del cromosoma infuencia más el momento en el que se inician las horquillas 
de replicación que su velocidad una vez formadas. 


Unas secuencias bien definidas de DNA actúan como origen 
de replicación en eucariotas sencillos como la levadura 


Después de constatar que la replicación del cromosoma eucariota utiliza muchos orígenes 
de replicación, cada uno de los cuales se “enciende” en un momento característico de la fa» 
se 8 del ciclo celular, pasemos a estudiar la naturaleza de estos orígenes de replicación. Vi- 
mos anteriormente en este capítulo que, en las bacterias, los orígenes de replicación son 
secuencias específicas de DINA que atraen a las proteínas de iniciación y que ensarablan la 
maquinaria de replicación de DINA. Por analogía, es previsible que en los cromosomas de las 
células eucariotas, los orígenes de replicación también fueran secuencias específicas de DNA. 
La búsqueda de secuencias de DINA eucariotas que contengan la información necesaria 
para especificar los orígenes de replicación ha sido muy productiva en la levadura 5. cerevi- 
síae. Para encontrados, se han diseñado potentes métodos de selección utilizando células 
mutantes de levadura defectuosas para un gen esencial, Estas células pueden sobrevivir en 
1. medio selectivo solamente sí se las provee de un DNA que lleve una copia funcional del 
gen que le falta. Si en estas células rmutantes de levadura se introduce de forma directa un 
plásmido bacteriano circular que contenga este gen, el plásmido no podrá replicar el DNA 
por falta de un origen de replicación fuacional En cambio, si se insertan al azar secciones de 
DNA de la levadura en el plásmido, solamente se replícarán aquellas moléculas de DNA de 
plásmido que contengan un origen de replicación de la levadura. Las células de levadura que 
llevan tales plásmidos son capaces de proliferar porque se les ha proporcionado el gen eseñe 
cial en una forma que se puede replicar y puede pasar a la progenis celular (Figura 5-33). La 
secuencia de replicación autónoma (ARS: autonomously replicatina sequence) es ura secuen- 
cia de DNA identificada por estar presente en un plásmido aislado a partir de estas células 


supervivientes de levadura. Se ha dervostrado que la mayoría de las ARS son auténticos orí- 


genes de replicación en el cromosora, lo que valida la estrategia utilizada para obtenerlos. 
Se ba determinado la localización de cada uno de los orígenes de replicación en cada 

uno de los cromosomas de la leyadusa. El cromosoma particular que se muestra en la Pigu- 

Ya 5-34, el cromosoma IM de la levaduza $, cerevisics, es uno de los cromosorpas más pe- 


Higuera 5-22 Utilización de microchips de 
ONA para seguir la formación y el progreso 
delas horquillas de replicación en el 
genoraa de levadura. Para llevar a cabo este 
experimento, se sincronizó Una población de 
células de reanera que todas empezasen la 
replicación al mismo tiempo. Se recogió el 
DMA y se hibridó con el microchip; el ONA 
gue se hubiera replicado una vez daría una 
señal de hibridación dos veces más alta 
tosadiados verde oscuro) que el que no se 
hubiese replicado (cuadrados verde claro). 
Los cuadrados en estos micrachips 
representan secuencias consecutivas alo 
targo de un segmento de un cromosoma de 
levadura colocados de izquierda a derecha 

y de arriba abajo. En esta figura sólo se 
muestran 81 cuadrados, pero los chips 
actuales contienen decenas de miles de 
secuencias que abarcan el genoma de 
levadura completo. Tal y como se puede 
observar, la replicación empieza en un origen 
y avanza en los dos sentidos. Para simaplificar, 
sólo se ha mostrado un origen. En las células 
de levadura, la repficación empieza a le vez 
en centenares de origenes facalizados á lo 
largo de todo el genama. 
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queños que se conoce, con una lorigitud inferior a 1/160 parte de la longitud de un cromo- 
soma humano típico. Sus orígenes de replicación principales están espaciados por prome- 
dio unos 30.000 pares de nucleótidos; esta densidad de los orígenes permite que el 
crornosoma se replique en unos 10 minutos en el caso de que todos los orígenes empezaran 
ala vez. Como hemos mencionado, los orígenes de replicación en mamiferos se encuentraz 
riás espaciados, normalmente entre 100.900 y 250.090 pares de nucleótidos, 

Se han realizado experimentos genéticos con S. cerevisiae para analizar el efecto de la 
eliminación de varios orígenes de replicación en el cromosoma IL La eliminación de unos 
cuantos Orígenes tiene un efecto pequeño, porque las horquillas de replicación que empie- 
zán en orígenes vecinos pueden continuar en regiones que no tengan sus propios orígenes. 
Sin embargo, la deleción de un mayor núnsero de orígenes de replicación resulta en la pér- 
dida del cromosoma a medida que las células se dividen, porque se replica con demasiada 
lentitud. Muchos cromosomas eucariotas tienen un exceso de orígenes de replicación, pro- 
bablemente para asegurar que el genoma completo se puede replicar dentro del tiempo es- 
tablecido a pesar de que algunos de los orígenes de replicación fallen. 


En los orígenes de replicación de eucariotas se unen grandes 
complejos formados por muchas subunidades 


La mínima secuencia de DNA que se requiere para dirigir la iniciación de la replicación del 
DINA en la levadura $. cerevisiae se ha determinado mediante fragmentos de DNA cada vez 
más pequeños, como se muestra en el experimento de la Figura 5-33, Se vio que cada una de 
las secuencias de DNA que puede actuar como orígen de replicación contiene: (1) un lugar 
de unión para una proteína iniciadora muy grande, formada por varias subunidades, deno- 
minada ORC o complejo de reconocimiento del origen (ORC: arigín recognition comple, 
(2) un tramo de DNA rico en A y Y y, por lo tanto, sencillo de desenrojler y desempaquetar, y 
(3) al menos un sitio de unión para proteínas que ayudan a atraer el ORC hacia el origen 
(Figura 5-38). En bacterias, cuando la unión de la proteína iniciadora al único origen de 
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figura 5-33 Estrategía utilizada para 
identificar secuencias de DIVA que son 
suficientes para iniciar la replicación del 
DNA. Las secuencias de DONA de levadura 
identificadas de esta manera fueron 
denormnadas secuencias repilcativas 
autónomas (Ars) ya que permiten que un 
plásmido que las contenga se replique en 

ta céluta huésped sin tener que incorporarse 
al cromosoma de la célula. 


Figura 5-34 Origenes de replicación del 
DNA en el cromosoma ll de la levadura 

5. cerevisias. Este cromaosorna, uno de kos 
cromosomas eucariotas más pequeños que 
se conocen, tiene un total de 180 genes, 
Como se indica, contiene 19 orígenes de 
replicación, aunqúe se utilizan con distintas 
eficiencias. Los que están representados en 
rojo son fos que normalmente se utilizan en 
raenos del 10% de las ocasiones, mientras 
que los señelados en verde se utilizan en el 
30% de las fases S, 
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replicación es correcta, el ensamblaje de la horquilla de replicación sucede más o menos de 
forma automática. En eucariotas, la situación es notablemente diferente debido al gran pro- 
blema que tienen los eucariotas al replicar cromosomas con tantos orígenes de replicación 

(p. ej, se ban estimado unos 400 para levadura y unos 10.000 en humanos). Con tantos sitios 
enlos que empezar la replicación, ¿córno se regula el proceso para asegurar que todo el DNA 
se copía una sola vez? 

La respuesta se encuenta en la forma en la que el complejo ORC, una vez unido al ori- 
gen de replicación, se activa e inactiva de forma secuencial. Este tema se trata a fondo en el 
Capítulo 17, cuando consideremos la maquinaria celular que conlleva el ciclo de la división 
celular La interacción ORC-origen persiste durante todo el ciclo celular, separándose única- 
mente y de forma breve justo después de la replicación del origen. Otras proteínas que se 
unen al orígen regulan su actividad; éstas incluyen la DINA helicasa y dos proteínas cargado- 
ras de helicasas (Cdc6 y Cdt1) que se unen al complejo ORC-DMA formando un complejo 
prerreplicativo en cada origen durante la fase G; [Figura 5-36). En una célula, el paso de la 
fase Gr a la fase S se desencadena por la activación de proteínas quinasa (Cdk) que llevan a 
la disociación de las proteínas cargadoras de helicasa, la activación de la helicasa, el desen- 
rollerniento del orígen de DNA y a la carga del resto de proteínas implicadas en la replica- 
ción, incluida la DNA polimerasa (véase Figura 5-36). 

Las quinasas que desencadenan la replicación del DNA previenen de forma simultánea 
el eosambiaje de un nuevo complejo prerreplicativo hasta que la fase M siguiente reinicie el 
ciclo entero (para más detalles véase páginas 1067-1069). Esta estrategia proporciona una 
sola oportunidad para que se formen los complejos prerreplicativos (en la fase Gy, cuarido la 
actividad Cdk es baja) y una ocasión para que estos complejos sean activados y después de- 
sactivados (fase $, cuando la actividad Cdk es alta). Debido a que estas dos fases del cíclo ce- 
lular son mutuamente excluyentes y que ocurren en un orden establecido, cada origen de 
replicación se puede activar ia sota vez en cada ciclo celular. 


Dificultad para identificar las secuencias de DNA que especifican 
el inicio de la replicación en mamiferos 


Cornparado con da situación en Ja levadura S. cerevisiae, las secuencias de DNA que especi- 
fican los orfgenes de replicación en otros eucariotas han sido más difíciles de definir. Re- 
cientermnente, sin embargo, se han identificado secuencias de DNÁ específicas de humanos, 
cada varios miles de pares de bases, que son suficientes para actuax como orígenes de repli- 
cación. Estos orígenes siguen manteniendo su función cuando, mediante técnicas de DNA. 
recombinante, se trasladan a otra región del cromosoma, siempre que se sitúen en una re- 
gión en la que la cromatina está relativamente descondensada. Uno de estos orígenes perte- 
pece al conjunto de genes de la f-globina En su posición normal en el genoma, la función 
de este origen depende de secuencias de DNA distantes (Figura 5-37). Como se expone en el 
Capítulo 7, se sabe que este DNA distante es necesario para la expresión de todos los genes 
del conjunto de genes de la P-globina, y sus efectos en la transcripción y en la funcionalidad 
del origen deberían reflejar el elevado grado de descondensación de la cromatina, 

Para el inicio de la replicación se necesita un ORC humano homólogo al de las células 
de levadura. Muchas de las otras proteínas que intervienen en el proceso de iniciación de le- 
vadura también tienen papeles centrales en humanos. Por ello, parece probable que los me- 


- canismos de iniciación de la levadura y de humanos sean similares en líneas generales. Sin 


embargo, los sitios de unión para la protefria ORC parecen ser menos específicos en huna- 
nos de lo que lo son en levaduras, lo cual podría explicar por qué los orígenes de replicación 
en humanos están definidos menos claramente. De hecho, la estructura de la cromatina, 
más que las secuencias de DNA, debe desempeñar un papel central en la definición de los 
orígenes de replicación. Así, coro en muchas otras áreas de la biología celular, el mecanis- 


ma de iniciación de la replicación del DNA en levadura debe corresponder al proceso gene- ' 


ral, mientras que la situación en humanos representa una elaborada variación sobre el 
tema. 


Figura 5-35 Un origen de replicación en 
las levaduras. Este origen de replicación 
comprende unos 150 pares de nucleótidos 
y se ldentúficá mediante el procedimiento 
mostrado en la Figura 5-33. Tiene un sitio 
de unión para ORC y tenvo para ALA, una 
proteína auxiliar que facilita la unión del ORE. 
Todos los orígenes contienen sitios de unión 
2 0R£, pero las proteínas auxiliares que 
actúen en ceda uno son diferentes respecto 
al siguiente, La mayorta de los orígenes, 
como el que se muestra, tembién contienen 
un tramo de DNA, que es especisimente 
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Detrás de la horquilla de replicación se ensamblan nuevos 
nucleosomas 


Hay algunos aspectos adicionales de la replicación del DNA que son específicos para euca- 
riotas. Como se describió en el Capitulo 4, los cromosomas de las células eucariotas están for- 
mados por una mezcla equitativa de DINA y de proteínas. Por lo tanto, la duplicación de los 
croraosomas necesita la replicación del DNA, pero ádemnás requiere la síntesis y el ensambla- 
je de las nuevas proteínas cromosómicas situadas sobre el DNA detrás de cada horquilla de 
replicación. A pesar de que todavía estaraos lejos de comprender este proceso en detalle, es- 
tarnos empezando a aprender cómo se duplica el nucleosoma, que es la tidad fundamental 
de empaquetamiento de la cromatina, Para la síntesis de nuevos nucleosomaes en cada ciclo 
celular, se necesita una gran cantidad de protefnas histonas muevas que sean de forma apro- 
ximada iguales en masa a la del nuevo DNA sintetizado. Por esta razón, la mayor parte de los 
- Organismos eucariotas tienen varias copias del gen de cada histona. Las células de vertebra- 


dos, por ejemplo, tienen alrededor de 20 conjuntos de genes repetidos, y mtichos de ellos 


contienen los genes que codifican Jas cieco histonas (42, H2A, 428, H3 y H4). 
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Figura 5-36 Mecanismo de iniciación 

de la replicación del DNA en eucariotas, 
Este mecanismo asegura que cada origen de 
replicación es activado una sola vez. en cada 
ciclo celular. Un origen de replicación sólo se 
puede utilizar si el complejo prerreplicativo 
se forma durante la fase Gy. Al inicio de le fase 
S, las quinasas dependientes de ciclina (Cdk) 
fostoritan diversas proteínas de replicación, 
provocando el desensamblaje del complejo 
prerreplicativo y el inicio de ta replicación del 
DINA, Mo se podrá formar un nuevo complejo 
prerreplicativo hasta que la célula no avance 
hasta la siguiente fase Gr. 
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ns 30.000 pares ——_——_—_— ] a 
de nucleótidos origen de replicación 
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las deleciones en el DNA en estas reglones inactlvan 
los origenes de replicación indicados 


A diferencia de lo que ocurre con la mayoría de las proteínas, que son sintetizadas de 
fora continue durante la interfase, las histonas se sintetizan sobre todo durante la fase $, 
cuanáo el nivel de mANA de histonas aumente aproximadamente 50 veces como resultado 
de un incrernento en la transcripción y una disminución de la degradación del mANA. 
Cuando la síntesis de DNA se detiene al £nal de la fase S, los principales mENA de histonas 
son degradados en cuestión de minutos. El mecanismo depende de las propiedades espe- 
ciales del extremo 3* de estos mEBNA (véase Capítulo DM). En cambio, las proteínas historias 
son notablemente estables y pueden sobrevivir durante toda la vida de la célula. La fuerte 
conexión ente la síntesis de DINA y la síntesis de histonas refleja un mecanismo de retrcali- 
mentación que contrala el nivel de histona líbre, asegurando que las cantidades de histonas 
y de DNA sintetizadas coincidan. 

A medida que la horquilla de replicación avanza, debe pasar de algún modo a través de 
los rmucleosormnas paternos. En estudios in vitro se ha demostrado que el aparato de replica- 
ción biene une capacidad intrínseca poco conocida de pasar a través de ellos sin desplazar- 
los del DNA. Sin embargo, para replicar cromosomas de forma eficiente, en la célula son. 
necesarias las proteínas que modifican la estructura de la cromatina (tratadas en el Capítu- 
lo 4), y desestabilizan la interfaz DNA-histona. Mediante la colaboración de estos complejos, 
las horquillas de replicación pueden avanzar de forma eficiente incluso por la heterocroma- 
tina alternente condensada. : 

A medida que la horquilla de replicación avanza por la cromatina, muchas de las histo» 


nas viejas permanecen unidas al DNA y son distribuidas entre las dos hélices hijas de DNA 


de detrás de la horquilla de replicación. Pero dado que la cantidad de DNA se ha duplicado, 
se necesita una cantidad igual de nuevas histonas para completar el empaquetemiento del 
DNA en la cromatina. Las histonas viejas y les nuevas se combinan de forma curiosa. Cuan- 
do la horquilla de replicación atraviesa un nucleosoma, el octámero de bistona se rompe en 
un tetrámero H3-Ha y en dos dímeros H24-H2B (véase Figura 4-26), El terámero H3-Ha 
permanece asociado al DNA y se distribuye al azar entre las cadenas dúplex hifas, pera los 
dimaeros H2A-H2B se liberan del DNA. Los tetrámeros H3-H4 se añaden al DNA sintetizada 
lernando los “espacios” libres; los dímeros H2AB, la mitad de los cuales son nuevos y la otra 


- mitad viejos, se añaden al azar completando los nucleosomas (Figura 5-38). 
Para el ordenamiento y la rápida adición de los nuevos tetrámeros B3-H4 y los dímeros .. 
H24-H2B detrás de la horquilla de replicación son necesarias las chaperonas de histona 


(también denominadas factores ensambladores de cromatina). Estos complejos mulssubu- 
nidad unen las bistonas más básicas y las liberan, ensamblándolas sólo en el contexto apro- 
piado. Estas chaperonas de histona, juntamente con la carga que transportan, son dirigidas 
hacia el DONA recién replicado mediante una interacción específica con la abrazadera deski- 
zante eucariota, llamada PONA (véase Figura 5-38B). Estas abrazaderas se liberan detrás de 
la horquilla de replicación y permanecen en el DNA el iempo suficiente para que las chape- 
ronas de histona finalicen su función. 


Los mecanismos de duplicación cromosómica en eucariotas aseguran 
que los patrones de modificación de histonas se puedan heredar 


En el Capítulo 4 se explicó que las bistonas están sujetas a muchos tipos de modificaciones 


covalentes y que los patrones de dichas modificaciones pueden llevar información impor- 
tante teniendo en cuenta el destino del DNA adyacente. Tiene poco sentido borrar estos pa- 
trones cada vez que la célula se divide, pero como esa información está codificada en las 


proteínas de histona más que en el DNA, ene que existir algún mecanismo especial que la 


preserve y duplique. Tal como se describió, los teámeros H3-H4 se distribuyen al azar en- 
tre jos cromosomas hijos que aparecen detrás de la horquilla de replicación. Tanto las colas 


Figura 5-37 Deleciones que inactivan 

un origen de replicación en humanos. 

Estas dos deleciones se encontraron de forma 
independiente en dos individuos que sufren 
talasersta, ara enfermedad causada por la 
incapacidad de expresar un gen fo más de 
unal del grupo de genes de la P-globina, que 
se muestra aquí. En ambos autantes, el DNA 
en esta región se replica mediante horquillas 
que emplezan en orígenes de replicación de 
fuera del conjunto de genes de la f-globina. 


horquilla de 
replicación 


cromatina paterna 


(8) 


KE 
AE abrazadera deslizante 


CAF-1 cargando un terámero 
E3-H4 reción sintetizado 


como otras regiones de H3 y Ha pueden ser anopliamente modificadas (véase Figura 4-39), 
deforma que cada cromosoma hijo resulta “sembrado” con la memoria del patrón de modi- 
ficaciones paternas de H3 y E4, Una vez ha finalizado el ensamblaje del ucleosoraa detrás 
de la horquilla de replicación, los patrones de modificaciones paternas de 43-44 pueden. 
ser reforzados mediante enzimas modificadoras de histonas en complejos de lectura-escri- 
tura gue reconocen el mismo Bpo de modificación gue generaron Figura 5-39). 

La duplicación fiel de los patrones de modificaciones de histonas puede ser la respon- 
sable de muchos ejeraplos de herencia epigenética, en los que el cambio-heredable en el 
fenotipo de la célula ocurre sin un cambio ex la secuencia de nucleótidos del DINA. Volvere- 
mos a tratar el tema de la epigenética en al Capítulo 7, cuando consideremos cómo las deci- 
siones tomadas por una célula són “recordadas” por las células de su progenie muchas 
generaciones más tarde, - 


nucleasomas paternos * 
cón histanas modificadas 


E PA Sa 


sólo la mitad de los nucleosormas el patrón de modificación 

hijos tiene historias modificadas de histonas paterno es 

Je E de restablecido por los complejos 
de lectura-escrítura que reconocen 
el rrésmio tigo de modificaciones 
que ellos riismos catalizan 
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Figura 5-38 Distribución de las bistonas 
paternas y de las de nueva sintesis detrás 
de la horquilla de replicación eucariota. 
(4) Aparentemente la distribución de los 
tetrámieros H3-H4 paternos entre las 
moléculas de ONA hijas se hace al azar, 

de forrmia que las cadenas hijas heredan 
aproximadamente la misrrá cantidad de 
tetrámeros. Por el contrario, los dimeros 
H2A-H2B se liberan del DMA a medida que 
la horquilla de replicación avanza, (B) Las 
chaperonas de histona (NAP1 y CAFU 
restauran el complejo de hiztonas completo 
entas moléculas hijas. Á pesar de que 
algunos nuecleosomas hijos sólo corienen 
histonas paternas o sólo histonas de nueva 
sintesis, muchos de ellos son híbridos de 
historias viejas y nuevas. (Adaptado de 3D. 
Watson et al, Molecidar Biology ofthe Gene, 
58d. Cold Spring Harbor Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, 2004) 


Figura 5-39 Estrategia mediante la cual los 
patranes de modificaciones de las histonas 
H2 y H4 pueden ser heredados por los 
cromosomas hijos. Á pesar de que es paco 
probable que esté mecanismo se aplique a 
tadas las modificaciones de historias, parece 
apropiado para algunas (véate Figura 4-54. 
Por ejemplo, un número de complejos 
histona metilasa reconoce especificamente 
les colas N-terminal de las histonas que han 
sido metlladas en el mismo sítio que modifica 
la metitasa. 
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La telomerasa replica los extremos de los cromosomas. 


5e expuso anteriormente que la síntesis de la cadena retrasada en la horquilla de replicación 
se tiene que producir de forma discontnoa a través de un proceso de “punto hacia atrás” 
que produce fregrnentos cortos de DINA. Este mecanismo debe afrontar un problema espe- 
cial cuando la horquilla de replicación llega al Snal de ua cromosoma lineal no hay lugar pa- 
ra produch el cebador del RNA necesario para iniciaz el último Hragmento de Okazakd al final 
de una molécula lineal de DINA. La 

Las bacterias resuelven este problema de “final de replicación” teniendo como crormo- 
somas moléculas de DINA circulares (véase Figura 5-27). Los eucariotas lo resuelven de un 
modo ingenioso: tienen secuencias de nucleótidos especializadas en los extremos de sus 
cromosormas incorporadas en estructuras Hamadas telómeros (véase Capítulo 4). Los teló- 
meros contienen muchas repeticiones en tándern de secuencias cortas que son similares en 
organisnaos tan diversos como los protozoos, los hongos, las plantas y los manuferos. En hu- 
manos, la secuencia de repetición es GGGTTA y se repite aproximadamente unas mil veces 
en cada telómero. y 

Las secuencias de DNA del telómero son reconocidas por proteínas de unión al DNA 
específicas de secuencia que atraen una enzima llamada telomerasa, que rellena esas se- 

.cuencias cada vez que la célula se divide, La telomerasa reconoce la punta de la secuencia re- 
petítiva de un telómero de DNÁ ya existente y la alarga en sentido S' a3' mediante un patrón 
de RNA, que es un componente de la propia enzima sintetizando nuevas copias de la repe- 
tición (Figura 5-40). La parte enzimática de la telomerasa se parece a otras irenscriptasas 
inversas, que son enzimas que sintetizan DNA utilizando RNA a modo de patrón (véase 
Figura 5-72). Después del alargamiento de la cadena paterna de DNA por medio de la telo- 
merasa, la replicación de la cadena retrasada en el extremo del cromosoma se puede com 
pletar mediante DINA polimerasas convencionales; estas extensiones sirven coro patrón 
para sintetizar la cadena complementaria (Figura 5-41). 

El mecanismo que acabamos de describir, ayudado por una nucleasa que “masca" el 
Extremo $), asegura que el extremo 3* del DNA de cada telómero ses sierspre más largo que 
el extremo 5' con el que está apareado y que el extremo protuberante sea una cadena senci- 
lla (véase Figura 5-41). Se ha demostrado que este extremo protuberante se curva hacia atrás 
e introduce gu extrerno de cadena sencilla en el DNA dúplex de la secuencia telomérica 1e- 
petiíva formando un lazo £ (Figura 5-42). En íneas generales, esta reacción se parece a la in- 
vasión de una cadena durante la recombinación homóloga, tratada más adelante, y debe 
haber evolucionado a partir de estos antiguos sistemas de recombinación. El lazo t propor- 
ciona a los extremos normales de un crornmosoma una estructura única, que los protege de 
las enzimas degradativas y los distingue con claridad de los extrernos de moléculas de DINA 
rotas que la célula repara rápidamente (véase Figura 5-51) 
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Fígura 5-40 Estructura de tina porción 


“de la telomerasa. La telomerasa es un gran 


complejo proteína-RNA, El RNA tozul) 
contiene una secuencia patrón para la 
sintesis de nuevas secuencias de DNA 
repetitivas, La reacción de síntesis es llevada 
acabo por el dominio de la protelria 
venscriptasa inversa, mostrada en verde. 
Una transcriptesa inversa es una forma 
especial de enzima polimerasa que utiliza un 
patrón de RNA para sintetizar una cadena de 
DONA; el rango característico de la telomerasa 


. es que siempre transporta su propio patrón 
" * deRKNA. La telomerasa también tiene varios 
dominios proteicos más (no mostrados) que 


son necesarios para el correcto ensamblaje 
de la enzima a los extremos de los 
cromosomas. (Modificado de 5. Língner y 
TR Céch, Curr. Opín. Genet. Dev. 8:226-232, 
1998. Con la autorización de Elsevier], 


INICIACIÓN Y TERMINACIÓN DE LA REPLICACIÓN DE DNA EN LOS CROMOSOMAS 


cedena paterna 


S 
bz LITO TTGGGGTTGOGOTTO 
deis A cadena retrasada incompleta recién sintetizada 
UNIÓN DELA | 
TELOMERAS A, | 
EN A 
TIGGGGTTGGGGTIGGOGTTG sentido de 
AO CES TALOOCAAC e exp la sintesis. 
s a E del telóámero 
LA TELOMERASA ql 


ALARGA El EXTREMO 31 
(sintesis de DNA mediante 
un patrón de RNAJ 


telormerasa con el ANA patrón unido 


e 


¿ TIGGGGTTGGGGTTGGGGTIGGGGTIGGGGTTÓ En, 
A E es 


LA DIJO, POLIMERASA CON 
PLETA LA CADENA RETRASADA 
isirtesis de DRA mediante 

un patrón de DNA] 


. 


3 
e TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTEGGGGTIGGGGTTG 
ja BACCCOC , EOCCMACECCMMECEC, 
5 


DNA 
palimerasa 


Las células y los organismos regulan la longitud del telómero 


Un cromosoma puede contener un número variable de repeticiones teloméricas porque los 
procesos que hacen crecer y disminulx cada telómero están equilibrados solamente de for- 
ma aprodmada. No es sorprendente que algunos experimentos muestren que las células 
que proliferan indefinidamente (como las células de levadura) denen mecanismos homeos- 
táticos que limitan el número de estas repeticiones (Figura 5-43), 

En las células sornáticas humanas, se ha propuesto que las repeticiones del telómero 
son un mecanismo que aporta ade célela un sistema de contaje que impide la probferación. 
isitada de células rebeldes en tejidos adultos. La forma más simple de esta idea mantiene 
que nuestras células somáticas nacen con un conjunto completo de repeticiones del teló- 
mero. Algunas células madre, sobre todo las de los tejidos que tienen un elevado recambio 
celular a lo largo de la vida (corno p. ej. la médula ósea o la pieb retienen la actividad telo- 
marasa invariable. Sin embargo, enmuchos otros tipos celulares, el nivel de telomerasa dis» 
minuye, de forma que la enzima no puede asumir la duplicación de los cromosornas y cada 
vez que la célula se divide, pierde 100-200 nucleótidos de cada uno de sus telómeros. Des- 
pués de muchas generaciones celulares, las células descendientes heredarán cromosomas 
defectuosos (porque sus puntas no se pueden replicar por completo) y, en consecuencia, 
quedarán retiradas permanentemente del ciclo celular y dejarán de dividirse —un proceso 
llamado senescencia celular replicativa (véase Capítulo 17). En teoría, tal mecanismo podría 
proporcionar waa protección contra la proliferación celular desconuolada de células anor- 
males en tejidos somáticos y preveniz el cáncer. 

. La idea de que la longitud del telómero actúa como una “vara graduada” para contar las 
divisiones celulares y así regular la vida de las células, se ha puesto a prueba de distintas ma- 
neras. Para ciertos tipos de células humanas que crecen en cultivo, los resultados experl- 
mentales apoyan esta teoría. Los fibroblastos humanos proliferan unas 60 divisiones 


celulares antes de entrar en la senescencia replicativa. Aligual que otras células somáticas de 


humano, los fibroblastos sólo son capaces de producir niveles bajos de telomerasa y sus te- 
lómeros se acortan gradualmente cada vez que las cébulas se dividen. Cuando se inserta un 
gen activo para la telornerasa en fibroblastos, la longitud del telómero se mantiene y mu- 
chas células pueden continuar proliferando de forma indefinida. Parece claro que el acorta- 
miento del telómero puede contar las divisiones celulares y provocar la senescencia 
replicativa en algunas células humanas. 

Se ha propuesto que este tipo de control sobre la proliferación celular es importante pa- 
reel mantenimiento de la arquitectura tisular y terabién que es en parte responsable del en- 
vejecimiento tanto en animales coro en humanos, Estas ideas se han intertado corroborar 
produciendo ratones transgénicos completamente deficientes en telomerasa. En estos ra- 
tones, los telómeros son aproxbmadamente cinco veces más largos que los telórmeros huma- 
nos; de este modo los ratones pueden reproducirse durante tres o raás generaciones antes 
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Figura 5-41 Heplicación del telémero, 

Se muestran las reacciones que sintetizan las 
secuencias repetidvas ricas en 6 que forman 
los extremos de los cromosomas (ielémeros) 
de varios eucariotas. El extremo 3'de la 
cadena de DNA paterna se alarga mediante la 
síntesis de DONA utilizado un patrón de RNA; 
este hecho permite elalargamiento en 
sentido $ de la cadena de DNA hija 
incompleta que está apereada con la primera. 
Pareos que esta cadena ¡etrasada incompleta 
se acaba mediante la DNA polimerasa (í, Una 
de cuyas subunidades esuna DMA primasa. 
La secuencia de telórnero que se ilustra 
pertenece al ciliado Tetrahymena, en el que 
fueron descubiertas estas reacciones, 
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Figura 5-42 Un lazo t al final de un 
cromosoma de mamifero. Electromicrografía 
del DNA de un cromosoma humano al final 
del proceso de interfase. El cromosoma se fijo, 
se desproteinizó y se aumentó su grosor 
artificialmente antes de la observación. Eaza 
observado tiene aproximadamente 15.000 
pares de nucleótidos de longitud. Parece que 
unas proteinas espedallzadas conforman y 
mantienen la inserción del extremo 3'de 
cadena sencilla sobre las tepeticiones de ta 
doble hélice formando el lazo £. (A, a partir de 
30. Gruébith ezal,, CH 97:503-514, 199%, Con la 
autorización de Elsevier) 
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de que sus telómeros se acorten hasta la longitud normal de los telórneros humanos. Por ello 
quizás no es sorprendente que las primeras generaciones de ratones se desarrollen de forma 
normal. Sin embargo, los ratones de las últimas generaciones desarrollan progresivamente 
más defectos en algunos de sus tejidos más proliferativos. Además, estos ratones muestren 
signos de envejecimiento prematuro y tienen una tendencia promanciada a desarrollar tu- 
reores. En éste y en otros aspectos, estos ratones se parecen a humanos afectados de la en- 
fermedad genética disqueratosis congénita. Los individuos que padecen esta enfermedad. 
sólo tienen una copia funcional de la telomerasa y por lo general mueren por un fallo pro- 
gresivo de la médula ósea. También suelen desarroHar cicatrices de pulmón y cirrosis hepá- 
Uca y muestran anormelidades en varias estructuras epidérmicas (incluyendo la piel, las 
uñas y los folículos pilosas). 

Las observaciones anteriores demuestran que el control de la proliferación celular rae- 
diante el acortamiento de los telómezos tiene riesgos para el organismo, porque no todas las 
células que empiezan a perder los extremos de los telómeros dejarán de dividirse, Algunas 
parece que se convierten en genéticamente inestables, pero continúan dividiéndose dando 
lugar a células que pueden transformarse en cancerosas. Ásí, nos podernos cuestienar si la 
disminución de telomerasa que se observa en muchas células somáticas humanas propor- 
ciona una ventaja evolutiva; como sugieren aquellos que postulan que el acortamiento de 
los telómeros proporciona una protección frente al cáncer y frente a otras enfermedades 
proliferativas. : 


Resumen 


Las proteínas que inician la replicación del DNA se unen a secuencias de DINA en el origen de repli- 
cación y catalizan la formación de una burbuja de replicación con dos horquillas de replicación que 
se desplazan en sentidos opuestos. El proceso empieza cuando se forma un complejo iniciador pro- 
teina- DIA y posteriormente carga una DNA helicasa al patrón de DIVA. Después se añaden otras 
proteínas formando la “maquinaria de replicación” multienzimática que en cada horquilla de re- 
plicación caraliza la sínresis de DINA. 

En bacterias y en algenos organismos eucariotas sencillos, los origenes de replicación están de- 
terminados por secuencias de DNA específicas que tienen una longitud de unos centenares de pares 
de bases. En otros organismos eucariotas, como las humanos, parece que las secuencias necesarias 
para especificar el origen de replicación del DNA no están tan bien definidas y el origen puede abar- 
car varios miles de pares de bases. 

Por lo general, las bacterias tienen un nico origen de replicación en un cromosoma circular. 
Pueden replicar su genoma en menos de una hora, con na horquilla de replicación que se despla- 
za 4 una velocidad de 1000 nucleótidos por segundo. La replicación del DIVA en células eucariotas 
sólo tiene tugar durante una parte del ciclo celulas, la fase S. La horquilla de replicación se desplaza 


Figura 5-43 Demostración de que las 
cébidas de levadura controtan la longitud 
de sus telómeros. En este experimento, 

un telómero situado en el extrerno de un 
aromeosoma cualquiera se alarga (lzquierda) 
ose acorta derecha! aruficialmente raás de 
lo normal. Después de reuchas divisiones 
celulares, el cromosoma se recupera y 
presenta una longitud de telómero normal 
yuna distribución de longitud típica y 

de acuerdo con el resto de cromosomas de 
levadura, $e ha propuesto tun mecanismo 
de retroalimentación similar en células 

de la línes germinal de animales, 
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aproximadamente 10 veces más despacio que la horquilla de replicación de bacterias; debido a la 
mayor longind de los cromesomaes es necesaria la presencia de varios Orígenes de replicación para 
completar la replicación en la fase S, que suele durar unas 8 horas en las células humanas. En estos 
cromosomas eucariotas, los diferentes orígenes de replicación se activan siguiendo una secuencia, 
determinada en parte por la estructura de la cromatina, replicándose en último lugar las regiones de 
crormatina más condensada. Después de pásar la horquilla de replicación, la estructura de la cro- 
matina se vuelve a formar con la adición de nuevos histonos a las histonas ya existentes que hereda 
cada motécula de DNA hija. El mecanismo de duplicación de los cromosomas permite que él pa- 
trón de modificaciones de histonas paterno se transmita a los cromosomas hijos y proporcione ost 
un medio de transmisión de la herencia epigenética. - 

Los eucariotas resuelven el problema de la replicación de los extremos de sus cromosomas 
lineales con una estructura especializada en su extremo, el telómero, que se mantiene gracios a una 
enzima polimerasa especial amada telomerasa. La velomerasa alarga una de las cadenas de DINA 
del final del cromosoma mediante un patrón de RNA que es parte integral de la propia enzima; el pe- 
sultado es una secuencia de DNA altamente repetida de algunos miles de pares de nucleótidos al fí- 
nal de cada cromosoma, 
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Mantener la estabilidad genética que un organismo necesita para vivir requiere no sólo me- A 
canismos muy exactos para la replicación del DNA, sino taxabién mecanismos para la repa- 
ración de muchas lesiones accidentales que ocuren continuamente en el DINA. Muchos de * : 
estos cambios espontáneos en el DNA son transitorios porque son corregidos de inmediato 
portmos procesos, que en conjunto se denominan reparación del DNA. Solamente se acu- 
mulan en forma de mutaciones en la secuencia de DNA unos cuantos de los niles de carn- 
bios al azar que se producen cada día en el DNA de una célula humana, producidos por 
calor, accidentes metabálicos, distintos tipos de radiación y exposición a sustancias del ann- 
biente. Por ejemplo, ahora sabemos que menos de i de cada 1000 cambios accidentales de e 
bases en el DNA da lugar a una mutación permanente; el resto son eliminados con una ef- 
cacia extraordinaria, mediante la reparación del DNA. 
La importancia de la reparación del DNA resulta evidente si nos fijamos en la enorme 
inversión que hacen las células en enzimas reparadoras de DNA. Por ejemplo, los análisis 
del genoma de bacterias y de levaduras han revelado que un alto porcentaje de la capacidad 
codificante de estos organismos se dedica a las funciones de reparación det DNA. La impor- 
tancia de la reparación del DNA también queda demostrada por el incremento en la fre- 
- cuencia de mutación que se produce tras la inactivación de un gen de reparación de DNA. 
Muchas de las proteínas de reparación del DNA y de los genes que las codifican (de los que 
ahora sabemos que acuían en una amplia variedad de organismos, incluidos los hurnranos) 
se identificaron originalmente en bacterias, mediante el aislamiento y la caracterización de 
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mutantes que mostraban tuna mayor hecuencia de mutación o una mayor sensibilidad a 
agentes perjudiciales para el DINA. 

Estudios recientes de las consecuencias de una capacidad reducida para la reparación 
del DNA en homanos han relacionado muchas enfermedades humanas con una menor ca- 
pacidad de reparación (Tabla 5-2). Así, heraos visto que los defectos en un gen humano, que 
normalmente actúa reparando las bases mal apareadas durante el proceso de replicación 
del DNA, pueden conducir a una predisposición a heredar ciertos cánceres, lo cual refleja 
un aumento de la frecuencia de mutación. En otra enfermedad humana, xeroderma pig- 
mentostra (<P), los individuos afectados tienen una sensibilidad extoema a la radiación ul- 
travioleta porque no son capaces de reparar ciertos fotoproductos del DIMA. Este defecto de 
reparación provoca un aumento de la frecuencia de mutación que conduce a graves lesiones 
de la piel y a un aumento en la susceptibilidad a ciertos cánceres. 


Sino fueran corregidas, las alteraciones espontáneas del DNA 
podrían cambiar rápidamente las secuencias del DNA 


ElLDNA es un material muy estable, tal corno requiere el almacenariento de información 
genética, pero también es una molécula orgánica susceptible de sufrir cambios espontá- 
neos, incluso en las condiciones normales de la célula que, si no son reparados, pueden 
conducir a mutaciones (Figura 5-44). Por ejemplo, el DINA de cada una de las células hu- 
manes pierde cada día alrededor de 5000 bases púricas (adenina y guanina) porque las 
enlaces N-glucosídicos entre estas bases y la desoxirribosa se hidrolizan espontáneamen- 
te a través de una reacción llamada despurinación. De forma similar, en el DNA también 
se produce una desaminación de citosina a uracilo a una tasa de alrededor de 100 bases 
por célula y día Oigura 5-45), Las bases de DNA también se pueden dañar mediante me- 
tabolitos reactivos producidos en la misma célula (como las formas reactivas del oxígeno) 
O por exposición a productos químicos del ambiente. Asimismo, la radiación ultravioleta 
del sol puede favorecer la formación de un enlace covalente entre dos bases de pirimidi- 
na del DEA formándose, por ejeraplo, un dímero de tirmina [Figura 5-46). Muchos de es- 
tos cambios podrían conducir, sino se corrigieran, a la eliminación de uno o rmés pares de 
bases, 0 a la sustitación de un par de bases de la cadena de DNA hija (Figura 5-47); en- 
tonces la mutación se propagaría a las siguientes generaciones celulares. Una tasa tan al- 
ta de cambios al azar en la secuencia de DINA tendría consecuencias desastrosas para un 
organismo. 


La doble hélice de DNA es reparada con rapidez | 


La estructura de doble hélice del DNA es 1uy adecuada para la reparación porque contiene 
dos copias de toda la información genética, una en cada une de sus dos cadenas. Ási, cuan- 
do se daña una de las cadenas, la cadena complementaria retiene una copia intacta con la 
misma información y esta copia por lo general se utiliza para restaurar la secuencia correc- 
ta de nucleótidos de la cadena dañada. 


. Un indicio de la importancia que tiene una hélice de doble cadena para el almacena- 


miento seguro de la información genética es que las células la utilizan; solamente unos 


Figura 5-44 Resumen de alteraciones 
espontáneas que probablemente requieren 
reparación del DNA. Se muestranlos lugares a 
donde cada nucleótido es modificado por 
oxidación espontánea fechas rojas), por 

hidrólisis (Mechas azules) o por metitación no 
controlada mediante el dador de grupo metil 
S-adenosilmetionina [fechas verdes). El 

tamaño de las flechas indica la frecuencia 

relativa de cada sconteciniento, ÍA partir de 


-T.lLindahl, Mature 362:709-745, 1993. Con la . 


autorización de Macroflan Publishers, Ltd.) 
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Figura 5-45 Despurinación y desarsinación, Estas son las dos reacciones químicas espontáneas más frecuentes que se 
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sabe que provocan daños importantes en el DNA de las células, La despurinación puede liberar guanina (como se muestra) 
a partir del DNA, además de adenina. El po mayoritaria de desaminación transforma citosina en una base de DINA alterada, 
uracilo (mostrado aquí), pero la deseminación tembién se puede producir sobre otras bases. Estas reacciones normalmente 
Venen lugar en el DNA de doble hélice; sin embargo, para simplificar, solamente se muestra la cadena sencilla, 


cuantos virus pequeños utilizan DNA de cadena sencilla o RNA como material genético. Los 
tipos de procesos de reparación descritos en esta sección no pueden actuar sobre estos áci- 
dos nucleicos, Una vez dañados, la probabilidad de que un cambio de nucleótido resulte ser 
permanenge, en los genomas de cadena sencilla de estos vinus, es muy alta, Parece, pues, que 
los íínicos organismos capaces de codificar su información genética en cualquier otra molé- 
cula distinta al DNA de doble hélice son aquellos que tienen genornas muy pequeños (y por 
lo tanto pocas dianas para el daño del DNA). 


Las alteraciones del DNA pueden ser eliminadas ; 


por más de una vía 


Las células disponen de muchas vías para reparar su DNA y utilizan distintas enzimas que 
actúan sobre distintos tipos de lesiones. En la Figura 5-48 se muestran dos de las vías más 
comunes. En ambos casos, la porción de DNA dañada es eliminada, se restablece la se- 
cuencia original de DNA mediante una DINA polimerasa que utiliza la cadena no dañada 
corno patrón y la rotura que queda en la dóble hélice se sella mediante la DNA ligasa (véa- 
se Figura 5-13). a 
Ambas vías se diferencian en la manera en que se elimina la alteración de la cadena de 
DNA. La primera vía, lamada reparación por eliminación de bases, implica la actuación de 
una batería de enzimas diferentes lamadas DIVA glucosilasas. Cada DNA gliscosilasa reco- 
noce un tipo de base de DNA alterada y cataliza su eliminación por hidrólisis. Como mínimo 


Figura 5-46 El dímeto de tímina más común. Este tipo dealteración . 


ocurre en el DNA de células expuestas a radiación ultravioleta (como 
la luz sotan), Puede formarse un dímero similar entre dos bases de 
pisimidina vecinas cualesquiera fresiduos Co T) en el DNA, 
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euásten sels pos de estas enzimas, entre las que se encuentran les que eliminan C desami- 


nadas, A desaminadas, diferentes tipos de bases alquiladas u oxidadas, bases con anillos. 


abiertos y bases en las que um doble enlace carbono-carbono se ha convertido accidental- 
mente en un enface sencillo carbono-cabono. ¿Cómo se detecta la base alterada en el con- 
texto de la doble hélice? Una etapa clave mediada enzimáticamente consiste en “darle la 
vuelta” al nueleótido alterado en la hélice. lo que permite a la enzima DINA glucosilasa pro- 
bar todas las caras de la base en busca de daños (Figura 5-49). Se cree que estas enzimas se 
desplazan a lo largo del DNA utilizando esta capacidad de darle la vuelta a las bases para 
evaluar st estado en cada par de bases. Cuando una enzima encuentra una base dañada, la 
elimina del azúcar. 

Estée hueco creado por la acción de la DNA glucosilasa es reconocido por una enzima 
denominada AP endonucieasa (se denomina AP por los sitios apurínicos o apirimidínicos 
que la endonucleasa deja en la cadena de poliniscieótidos), que corta el esqueleto de fosfo- 
ciéster, después de lo cual la alteración es eliminada y el hueco resultante se repara (véase 
Figura 58-484). La despurinación, que es el tipo de alteración más frecuente del DINA, tara- 
bién da lugar a un azúcar de desoxirribosa sin su base, Las despurinaciones son reparadas 
directamente empezando con la AP endonucleasa y siguen la vía que se describe en la mitad 
infecior de la Figura $-484. 

La segunda vía principal de reparación se llama reparación por eliminación de nu- 
cleótidos. Este mecanismo es capaz de eliminar casi cualquier tipo de gran lesión del DNA 
que genere un cambio importante en la estructura de la doble hélice de DINA. Entre las 
“grandes lesiones” se encuentran las que se generan a través de la reacción covalente de las 
bases del DNA con grandes moléculas de hidrocarbonos (como el compuesto carcinógeno 
benzopireno) o con varios dímeros de pirimidina T-T, E-C y C-C generados por la acción de 
la luz solar. En esta vía, un gran complejo multienzimático rastrea el DINA buscando, más 
que cambios específicos de bases, distorsiones en la doble hélice. Cuando se detecta una 
gran lesión, el esquelero fosfodiéster de la cadena anormal es corrado a cada lado de la dis- 
torsión y una DNA helicasa elimina el fragmento de la cadena sencilla que contiene la le- 
sión. A continuación, mediante una DNA polimerasa y una DNA ligasa, se repara el hueco 
producido en la cadena del DNA (Figura 5-48B). 

Una alternativa a los procesos de reparación por eliminación de bases y por etimina- 
ción de nucleótidos es la inversión química directa del daño en el DNA; esta estrategia se 
utiliza para eliminar rápidamente ciertas lesiones citotóxicas o altamente rautagénicas. Por 
ejemplo, en la lesión de alquilación Oó-metilguanina, el grupo metil es eliminado por trans- 
ferencia directa a un residuo cisceína de la propia proteína reparadora, la cual queda des- 
truida por la reacción: En otro ejemplo, los grupos metilos irmplicados en. las lesiones de 
alquilación 1-metiladenina y 3-metiicitosina son “quemadas” por una desmetilasa depen- 
diente de hierro, con la liberación de formaldehído procedente del DNA metilado y la consi- 
guiente generación de la base nativa. 
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Figura 5-47 Cómo producen mutaciones las 
modificaciones químicas de los nucleótidos. 
tA) La desaminación de la citosina, si no se 
corrige, de lugar ala sustitución de una base 
por otra cuando se replica el DNA. Como se 
muestra en la Figura 5-45, la desarniración 
de ta citosina produce uracito, El uracilo 
difiere de fa citosina en sus propiedades de 
apareamiento de bases y preferentemente 

$e aparea con adenina. De este modo, 
cuando la maquinada de replicación del DNA 
se encuentra con un uracita en la cadena 
patrón, añade una adenina, (B) El proceso de 
despurinación puede dar hugar a la pérdida 
de un par de nucleótidos, Como queda 
lustrado, cuando la maquinaria de 
replicación detecta la susencia de tina purina 
en la cadena patrón puede saltar al siguiente 
nuciectido completo y producir asi la 
eliminación del nucleótido en la cadena 
reción sintetizada. Existen muchos otros tipos 
de alteraciones del DNA (véase Figura 5-44) 
que, de no ser reparados, también producen 
mutaciones cuando se replica el DNA, 
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Figura 5-48 Comparación entre los dos sistemas principales de reparación del DIA. (A) Reparación por efírminación de bases, Esta vía 
ernpleza con una DMA glucosifasa, La enzima uracilo DNA giucostlasa elimina del DNA una citosina desaminada accidentalmente. 
Después de actuar esta glucosilasa (fu otra DNA glucosilasa que reconozca otro tipo de alteración), el azúcar-fosfaro al qué estaba. 
unida la base que se ha perdido se efimina mediante la acción secuencial de la AP endonuclessa y una fosfodiesterasa festas mismas 
enzimas empiezan a reparar dlrectamente los lugares despurinados). El hueco dejado por el nucteótido se rellena mediante la ONA . 
polimerasa y la DINA ligasa. El resulrado neto es que el U que fue generado por la desaminación accidental, es restaurado como €... 

El nombre de la AP endonucieasa se debe a que reconoce cualquier sitio de la hélice de DNA que contenga un azúcar desoximibasa 
que ha perdido la base; estos sítios pueden aparecer por la pérdicia de una purina (sitios apurínicos) o por la pérdida de una plrimidina 
(sitios apirimídicos.) (B) Reparación por eliminación de nucleótidos. En tas bacterias, después de que un complejo multienzimático- 

, reconozca una lesión, como un dímero de pirimidinas (véase Figura 5-46), se produce un corte a cada lado de la lesión y una DNA 
helicasa asociada elimina toda la porción de la cadena dañada. En fas bacterias, la maquinaria de reparación por eliminación deja un 
hueco de 12 nucleótidos, como se muestra en el esquema. En humanos, una vez se ha reconocido el daño, se recluta una helizasa 
para separar de forma focal las dos cadenas de DNA. Después, la nucleasa de eliminación entra y corta en ambos lados del daño - 
dejando un hueco de unos 30 nucleótidos. La maquinaria de la reparación por eliminación de nucleótidos puede recanocer y reparar 
muchos tipos de alteraciones del OMA, tanto en humanos como en bacterias. 


El acoplamiento de la reparación del DNA a la transcripción asegura. 
que el DNA más importante de la célula se repara de forma eficiente 


Todo el DNA de una célula está bajo constante vigiláncia ante cualquier posible daño y los 
rmiecanismos de reparación que se han descrito actúan sobre todo el genoma. Sin embargo, 
las células tienen un mecanismo para disigir la reparación del DNA hacia las secuencias de 
DNA que se necesitan más urgentemente: la unión de la RNA polimerasa, la enzima que 
transcribe el DINA a RNA, en el primer paso de la expresión génica, e indica la reparación del 
DNA dañado. La RNA polimerasa se detiene ante una lesión del DNA y mediante unas pro- 
teínas acopladas, dirige la maquinaria de reparación hacia esos sitios. En las bacterias, en 
las que los genes son relativamente cortos, cuando la RNA polimerasa se detiene puede lle- 
gar para indicar disociarse del DNA, éste se repara y se inicia la transcripción de nuevo des- 
de el principio. En los eucariotas, en los que los genes puede llegar a ser realmente grandes, 
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se utiliza una reacción ás compleja pera hacer retroceder a la RINA polimerasa, reparar el 
daño y reanudar la actividad de la FINA polimerasa. 

La trascripción acoplada a la reparación funciona con la eliminación de bases, la ellozi- 
nación de nucleótidos y otra maquinaria de reparación que dirige de inmediato la reparación 
de las secuencias de DNA más importantes de la célula, es decir, aquellas que se están expre- 
saudo cuando ocurre el daño, Hay que destacar que este tipo de reparaciones es especifico 
para la cadena patrón del DNA que se está transcribiendo; la otra cadena se repara a la misma 
velocidad y con la misma eficiencia que el DNA que no está siendo transcrito. La transcrip- 
ción acoplada a la reparación es especialraente ventajosa en humanos, ya que en un 1mo- 
mento dado sólo se transcribe una pequeña fracción de nuestro genoma. Su importancia 
queda reflejada en individuos que padecen el síndrorae de Cockayne, provocado par un de- 
fecto en la transcripción acoplada a la reparación. Estos individuos sufren retraso en el creci- 
miento, anormalidades esqueléticas, retraso neuronal progresiva y sensibilidad severa a la luz 
del sol. Se cree que muchos de estos probjemas son debidos a que la RNA polimerasa se que- 
da pareada de forma perrnmanente en los sitios con DNA dañado de genes importantes. 


Las propiedades químicas de las bases del DNA facilitan 
la detección de las alteraciones 


La doble hélice del DNA parece una estructura óptima para ser reparada. Como se describió 
anteriormente, contiene una copia de seguridad de toda la información genética. Pero tam- 
bién es importante que la naturaleza de las cuatro bases de DNA permita distinguir entre 
bases dañadas y no dañadas de forma clara. Por ejemplo, cualquier posible suceso de desa- 
ainación en el DNA da lugar a una base no natural, que puede ser reconocida y efirminada 
roedíante una DNA glucosilasa específica. La hipoxantina, por ejeraplo, es la base púrica 
más sencilla capaz de aparearse especificamente con €, pero la hipoxantina es el producto 
de desaminación directo de A (Figura 65-504). La adición de un segundo grupo amino a la hi- 
poxantina genera G, que no puede formarse a partir de A por desaminación espontánea y 
Cuyo producto de desarminación (la xantina) también es único. 

Como se explica en el Capítulo 6, se cree que el RNA apareció durante la evolución añ- 
tes que el DINA y es probable que el código genético estuviera escrito en los cuatro nucleóti- 
dos A, C, G y Y. Este hecho plantea la cuestión de por qué se reemplazó la U del RNA por la 


T (que es 5-metil O) del DNA. La desarinación espontánea de C la transforma en U, pero 


esta característica es relativamente inofensiva gracias a la uracil DINA glucosidasa. Sin ern- 
"bargo, si el DINA contirviera Ú como una base natural, el sistema de reparación podría tener 
dificultades para distinguir una C desarminada de una UY natural. E 
En el DINA de los vertebrados ocurre una situación especíal, ya que algunos ruclegtidos 
C determinados están metilados en secuencias C-G específicas de genes inactivos lo cual se 
expone en el Capítulo 7). La desaminación accidental de estos nucleótidos C metilados pro- 
duce el muclestído natural T (Figura 5-59B), el cual forma un aparearniento envóneo con el 
nucleétido G de la otra cadena del DNA. Para colaborar en la reparación de estos nucleótidos 
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Sin embargo, este mecanismo de reparación del DNA debe ser relativamente ineficiente ya 
que los nucleótidos C metilados son lugares habituales de mutación en el DNA de los verte- 
brados. Es notable que, aunque en el DNA de los humanos sólo alrededor del 3% de los nu- 
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5e utilizan DNA polimerasas especiales para reparar el DNA 
en casos de emergencia 


Siel DINA de una célula está gravernente dañado, los mecanismos de reparación de los que 
hemos hablado suelen ser insuficientes. En esos casos, se recurre auna estrategia diferente, 
que coraporta un cierto riesgo para la célula, Las polimmerasas que son muy estrictas en la 
replicación se paran cuando encuentran DINA deñado, de manera que en casos de erner- 
gencia la célula utiliza unas DINA polimerasas más versátiles pero menos precisas para ern- 
pezar de nuevo la replicación del DNA dañado. 

Las células humanas contienen más de 10 polimerasas diHerentes de este tipo, algunas 
de las cuales pueden reconocer tipos de daños específicos de DNA y añadir el nucleótido 
que senecesita pera reparar la secuencia inicial. Otras en cambio, sólo hacen “buenas supo- 
giciones”, sobre todo cuendo la cadena patrón ha sido dañada extensamente. Estas enzimas 
po son teo precisas como las polirmerasas replicativas normales cuando copian una secuen- 
cía de DNA normal, por ese motivo carecen de actividad de corrección de pruebas exo- 
nucleolítica; además, euchas de ellas son menos discriminantes que las polirmerasas repii- 
cativas a la hora de elegir qué nucleátido deben incorporar. Se cree que por este motivo es- 
tas polimerasas sólo tienen la oportunidad de añadir uno o tenos cuantos nucleótidos. A 
pesar de que los detalles de estas fascinantes reacciones todavía no se conocen en profendi- 
dad, proporcionan un elegante testimonio del cuidado con el que los organismos mantienen 
la integridad de su DNA, 


Las roturas en la doble cadena son reparadas de forma eficiente 


Cuando las dos cadenas de la doble hélice de DNA se rompen, se produce un tipo de altera- 
ción del DNA muy peligroso, porque no queda ninguva cadena patrón que permita la repa- 
ración precisa. Las roturas de este tipo son causadas por radiación ionizante, errores de 
replicación, agentes oxidantes y otros metabolitos producidos en la célula. Si se dejaran sia 
reparar, estas lesiones Hevaríao rápidamente al fraccionamiento de los cromosomas en pe: 
queños trozos y a la pérdida de genes cuando la célula se dividiese. Sin embargo, existen dos 
mecanismos que han evolucionado permitiendo una mejora notable de este tipo de daño 
(Figura 5-31). El más sencillo de entender es la unión de extremos no homólogos, en el cual 
los extremos rotos $e juntan y se vuelven a unir mediante la ligadura del DNA, por lo general 
cor: la pérdida de uno o más nucleótidos en el punto de unión (Figura 5-52), Este mecanis- 
mao de unión de extremos, el cual debe ser contemplado como una solución para las roturas 
de la doble hélice “rápida y sucia”, es común en les células somáticas de los mamiferos. Á pe- 
sar de la aparición de un cambio en la secuencia de DNA (una mutación) en el lugar de la ro- 
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REPARACIÓN DEL DNA 


tura, en marnileros la porción del genoma que codifica proteínas es tan baja que aparente- 
mente este mecanismo es aceptable para solucionar el problema de la unión de cromaoso- 
mas rotos, En el tempo en que un humano alcanza la edad de 70 años, cada célula somática 
contiene típicamente más de 2000 “cicatrices” de este tipo distribuidas a lo largo de su ge- 


noma, representando sitios en los que el DINA ha sido reparado de forma poco exacta por la ' 


unión de extremos no homólogos. Como se describió previamente, la estructura especial de 
los telómeros impide que los extremos naturales de los cromosomas puedan ser confumdi- 
dos con roturas del DINA. 

Un tipo de reparación de roturas de dobie cadena mucho más exacto es el que ocurre en 
el DNA recién replicado (Figura 5-51B). En este caso, el DNA se repara utilizando la cromá- 
tida hermana como patrón. Esta reacción es un ejemplo de recombinación homóloga; con- 
sideraremos su mecanismo más adelante en este capítulo. Muchos organismos, para reparar 
las roturas de la doble hélice de DNA utilizan ambos mecanismos: la unión de extremos no 
tomálogos y la recombinación homóloga. La unión de extremos no homólogos predomina, 
en los humanos; la recombinación homóloga sólo se utiliza durante y poco después de la 
replicación del DNA fen las fases S y G2), cuando las cromátidas heunanas están disponi- 
bles para ser utilizadas como patrón. 


Las alteraciones del DNA retrasan la progresión del ciclo celular 


Acabamos de ver que las células disponen de muchos sistemas enzimáticos que pueden re- 
conocer y reparar muchos tipos de alteraciones en el DNA. Dada la importancia de man- 
tener el DNA intacto y sín daños de una generación a la siguiente, las células eucariotas 
disponen de im mecanismo adicional que maximiza la eficiencia de sus enzimas de repara- 


ción del DNA: el retraso de la progresión del ciclo celular hasta completar la reparación del 


DNA. Como se expone en detalle en el Capítulo 17, el mantenimiento de la progresión orde- 
nada del ciclo celular se consigue mediante puntos de control que aseguran que cada etapa 
se complete antes de continuar con la siguiente. El ciclo celular se detísne en muchos de 6s- 
tos puntos de control si se detecta DNA alterado, Así, en las células de mamifero, la presen- 
cia de alteraciones en el DNA puede bloquear la entrada a la fase S desde la fase Gy, reducir 
la velocidad de replicación del DNA una vez ha empezado la fase S y puede bloquear la tran- 
sición desde la fase S a la fase ML. Estos retrasos facilitan la reparación del DINA. el tiempo su- 
ficiente para complerarla. 
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El daño en el DINA también provoca el aumento de la síntesis de algunas enzimas de re- 
paración del DINA. La importancia de mecanismos especiales de señalización qUe Desporn- 
den a la alteración del DNA queda clara en el fenotipo de humanos que nacen con defectos 
en el gen que codifica la proteína ATM. Estos individuos sufren la enfermedad denominada 
erxuda telangiectasía (AD), cayos síntomas incluyen neurodegeneración, predisposición al 
cáncer e inestabilidad del genonsa. La proteina ATM es Una gren quinasa necesaria para ge- 
nerar las señales intracelulares que producen una respuesta a muchos tipos de daño espon- 
táneo del DMA, Los organismos que presentan defectos en esta proteína sufren los efectos de 
las lesiones causadas por la falta de reparación del DINA. 


Resumen 


La información genética puede ser almacenada de forma estable en las secuencias de DIDÍA, sole 
mente porque un gran conjunto de enzimas reparadoras rastrean de forma continua el DÍA y 
reemplazan cualquier nucleórido alterado, La mayoría de los tipos de reparación del DÍA dependen 
de la presencia de una copia separada de la información genética en coda una de las dos cadenas de 
la dable hélice del DIVA. De esve modo, una enzima reparadora elimína una lesión accidental en 
tina de las cadenas y resintetiza la cadena utilizando corno referencia la información contenida en 
la cadena ro alterada, 

La mayor parte de las alteraciones en bases del DINA sor eliminadas por tea de las dos prirci- 
pales vías de reparación del DNA. En la reparación por eliminación de bases, la base alterado es eli- 
minada por una enzima DNA glucosilasa y a continuación se corra el azaícar fosfato resultante, En 


* la reparación por eliminación de nucledrídos, se elimina de la doble hélice de DNA una pequeña 


sección de la cadena de DIVA que rodea la alteración en forma de olígonucleótido. En ambos cas0s, 
el hueco dejado en la hélice de DIVA se rellena mediante la acción secuencial de una DINA polimera- 
say una DNA ligasa, utilizando la cadena de DIVA no alterada como patrón. Algunos tipos de daño 
del DNA se reparar mediante una estratogía diferente: la reversión química directa del daño, la cual 
es leyada a cabo por vroteínas de reparación especializadas. . 

Otros sistemas de reparación enuciales basados en mecanismos de unión de extremos no ho- 
mólegos o en la recombinación homéloga- son capaces de corregir los roturas accidentales de la 
doble cadena que ocurren en la hélice de DNA. En la mayoría de las cébuias, 1n nivel elevado de al. 
teraciones en el DNA provoca tn retraso en el ciclo celular mediante tos puntos de control, los cuales 
eseguran que el DIVA seo reparado antes de que la célula se divida. 


RECOMBINACIÓN HOMÓLOGA 


En las dos secciones anteriores se han estudiado jos mecanismos a través de los cuales las 
secuencias de DNA de las células se mantienen, de generación en generación, con muy po- 
tos cambios. En esta sección, profundizareros en uno de esos mecanisimos, la recombina- 
ción homóloga. Aunque la recombinación homóloga es crucial para reparar las roturas de la 
doble hélice de DINA (véase Figura 5-518) y otros tipos de daño celular, ésta también puede 
reorganizar las secuencias de DINA. A menudo estas reordenaciones alteran tanto las versio- 
nes particulares de genes presentes en el genoma de un individuo como el niomento y el ni- 
vel de expresión de estos genes. En una población, el po de variación producida por éste y 
otros tipos de recombinación genética es crucial para facilitar la evolución de los organismos 
en respuesta a un ambiente cambiante, 


La recombinación homóloga tiene muchas utilidades en la célula 


En la recombinación homóloga (conocida también como recombinación generad), el inter- 
cambio génico se produce entre dos secuencias homólogas de DINA, es decir, secuencias de 
DIVA similares o idénticas. La recombinación homóloga dene muchas utilidades en la célu- 
la, pero tres de ellas son de suma importancia. La más extendida es la reparación exacta de 
las roturas de la doble cadena, como se describió en la sección anterior (Figura 5-518). A pe- 
'sar de que las roturas en la doble cadena pueden ser consecuencia de la radiación y de pro- 
ductos químicos reactivos, muchas de ellas se presentan en horquillas de replicación del 
DNA que se paran o se rompen, Esta aplicación de la recombinación homóloga es esencial 


RECOMBINACIÓN HOMÓLOGA 


Figura 3-53 Reparación por recombinación homsloga de una horquilla de replicación 
rota. Cuando una horquills de replicación en movimiento se encuentra con Una rotura en 
una de las cadenas debería parar, pero el hueco puede ser separado por recombinación 
homóloga, Tal y como se muestra en la figura, la invasión de la cadena inidal requiere la 
existencia de un extremo 3 líbre generado por Una nuclezsa que degrada el extrerno 5 
de la cadena complementaria. La recombinación empieza con la invasión de la cadena, 
como se describe con más detalle en las figuras siguientes. Las puntas de flecha 
vepresentan los extremos 3' de las cadenas de DIVA, Los fragmentos de cadena dibulados 
en verde tepresentan el DNA de nueva síntesis después de que la horquilía de replicación 
se haya roto. Nótese que en este mecanismo, la horquilla reanuda su actividad por 
delante del sítio en el que había la rotura en la cadena patrón original, utilizando como 
patrós una copia no deñada del sigo, (Adaptado de MM Cox, Proc Nati Acod. Sal USA. 
98:8173-3180, 26041. Con la autorización de National Acaderay of Selences) 


para cualquier célula proliferafiva, porque se producen accidentes prácticamente en cada 
ciclo de replicación del DNA. 


Machos tipos de sucesos pueden provocar que la horquillz de replicación se rompa du- * 


rante el proceso de replicación. Consideremos sólo un ejemplo: un solo hueco en una de las 
cadenas paternas de la hélice de DNA justo enfrente de la horquilla de replicación. Cuando 
la horquilla alcanza la lesión, se cae, dando lugar a una cromátida rota y a una cromátida 
hermana intacta. Sin embargo, tna serie de reacciones de recombinación, que pueden em- 
pezar por un proceso de invasión de una de las cadenas que dispara la síntesis de DNA por la 
DNA polirnerasa, puede perfectamente reparar el cromosoma roto (Figura 5-53). 

Además, la recombinación homéloga se utiliza para intercambiar bits de información 
génica entre dos cromosomas diferentes, dando lugar a nuevas combinaciones de secuen- 
cias de DNA en cada cromosoma, El beneficio evolutivo potencial de este tipo de mezclado 
de genes se basa en que da lugar a una serie de genes que quizá sean beneficiosos. Durante 
la meiosis en Jos hongos, en las plantas y en los animales, la recombinación homóloga tana- 
bién tiene un papel mecánico importante asegurando la correcta segregación dé los cromo- 
somas. En esta sección, sólo vamos a considerar las aplicaciones mayoritarias de la 
recombiración homóloga: las de reparación del daño del DINA y las de herramienta para el 
intercambio de información genética. Su aplicación mecánica más especializada en la se- 
gregación de cromosornas durante la meiosis será descrita en el Capítulo 21. 


La recombinación homóloga tiene características comunes 
en todas las células 


La visión actual de la recombinación homóloga como un mecanismo crítico de reparación 
del DNA en todas les células ha evolucionado lentamente desde su descubrimienta inicial co- 
mo componente clave en el proceso especializado de la meiosis en plantas y animales. El pos- 
terior teconocimiento de que la recombinación hornóloga también ocurría en organismos 
unicelulares menos complejos la hizo mucho nás asequible para el análisis molecular Así, la 
mayorparte de lo que sabemos de la bioquímica de la recombinación genética procede de es- 
tudios en bacterias, especialmente en E. coli y sus virus y de experimentos con eucariotas sen- 
cillos como las levaduras, Para estos organismos con tenapos de generación cortos y genomas 
relarivamente pequeños, fue posible aislar un gran conjunto de mutantes con defectos en sus 
procesos de recombinación. Se identificó y estudió la bioquímica de la proteína alterada en 
cada mutante. Más recientemente también se han descubierto y caracterizado parientes cer- 
canos de estas proteínas en Drosophila, razones y humanos. Estos estudios pusieron de ma- 
nifiesto que los procesos fundamentales que catalizan la recombinación homóloga son 
conunes en todas las células, como expondremos a continuación. j 


El apareamiento de bases de DNA guía la recombinación homóloga 


La característica de la recombinación homóloga es que sólo tiene lugar entre dúplex de DNA 
que tienen largas regiones de secuencias similares (homólogas). Por lo tanto, no es sorpren- 
dente que este requerimiento se deba al apareamiento de bases. Los dos dúplex de DNA que 
van a sufrir recombinación homóloga “estudian” sus secuencias de DNA el uno del otro me- 
Glante un extensivo apareamiento de bases entre una cadena de un díplex de DNA y la ca- 
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dera complementaria del otro dúplex Para que la recombinación homóloga se lleve a cabo, 
el apareamiento no dense que ser perfecto, pero sí rauy similar. 

En su forma más sencilla, este tipo de interacción de apareamiento de báses se puede 
simular en un tubo de ensayo, permitiendo que se forme de nuevo una doble hélice de DINA 
a partir de sus cadenas separadas. Este proceso, denorginado renaturalización del DINA O 
hibridación del DNA, ene lugar cuando una colisión al azar yurtapone secuencias nucleo- 
tídicas complementarias de dos cadenas sencillas de DNA, lo cual permite la formación de 
na corte zona de doble hélice entre ellas. Este proceso relativamente lento de nucleación de 
la hélice, viene seguido de un proceso “en cremallera” muy rápido, en el que la doble hélice 
crece y aumenta al rnáximo el número de interacciones entre pares de bases (Figura 5-54). 

La formación de una nueva doble hélice requiere que las cadenas de DNA se hallen en 
una conformación abierta y desplegada. Por esta razón, las reacciones de hibridación in vi- 
tro se desarrollan a elevadas temperaturas o en presencia de disolventes orgánicos como la 
formamida; estas condiciones perraiten “fundir” las cortas hélices en horquilla que se for- 
man cuando se producen interacciones entre pares de bases en una cadena que se pliega 
sobre sí misma, La mayoría de las células no pueden soportar condiciones tan severas como 
éstas, por lo que para abrir las hélices utilizan proteínas de unión a DNA de una sola cadena, 
o proteinas S$5B (single-strand DNA-binding proteins; véase p. 273). Estas proteínas son esen- 
ciales para la replicación del DINA (como se describió anteriormente) y para la recombina- 
ción homóloga; se unen con fuerza de forma cooperativa al esqueleto de azúcar-fosfato de 
cualquier región de una sola cadena de DNA, colocándola en una conformación extendida 
con sus bases asequibles (véase Figura 5-16 y 5-17). En esta conformación extendida, una 
cadena de DNA puede formar pares de bases tanto con una molécula de nucleósido trifos- 
ato (en el proceso de replicación del DNA) como con secciones complementarias de otra 
cadena de DNA (en el proceso de recombinación genética). 

La hibridación del DNA da lugar a una región de hélice de DNA formada por cadenas 
gue proceden de moléculas de DNA diferentes. La formación de esta región, conocida coro 
heterodúplex, es un paso esencial en cualquier proceso de recombinación homóloga. Debi- 
de a que la inmensa mayoría del DNA celular es de doble cadena, el modelo de hibridación 


dúel DNA realizado en tubo de ensayo no puede explicar por completo cómo ocurre este pro-. 


ceso en la célula. De hecho, se requieren mecanismos especiales para empezar la recom- 
binación homóloga entre dos moléculas de doble cadena de DNA con secuencias de nu- 
cleótidos similares. Las proteínas que permiten la hibridación del DNA mediante la invasión 
de cedena son cruciales en este tipo de mecanismos —el apareamiento de una región de ca- 
dena sencilla de DNA con una cadena complementaria de una doble hélice de DINA di- 
ferente-tal y como deseribiremos a continuación. 


La proteína RecAÁ y sus homólogas permiten que una 
molécula de una sola cadena de DNA se aparee con una región 
homóloga de una doble hélice 


Debido a que las interacciones entre pares de bases no pueden ocurrir entre dos dobles hé- 
lices de DNA intactas, la hibridación del DNA, que es crítica para la recombinación homoólo- 
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- Figura 5-54 Hibridación del DNA, La doble 


hélice de DMA se vuelve a formar a partir 

de sus cadenas separadas mediante una 
reacción que depende de que dos cadenas 
complementarias de DNA se encuentren al 
azar La gran mayoría de estos encuentros 

no son productivos, tal como se índica a la 
izquierda, pero algunos de ellos dan corno 
resultado una corta región donde se forman 
bases complementarias (nucteación de la 
hélice), Entonces un rápido mecanismo de 
cierre en cremallera conduce a la formación 
de una doble hélice completa. Mediante este 
mecanismo de ensayo y error, una cadena de 
DNA encontrará su cadena complementaria 
inclusa entre millones de cadenas de DNA 
no cotaplementarias. 
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ga, sólo puede empezar después de que una cadena de una de las hélices de DINA sea líbera- 
da del apareamiento con su cadera complementaria, de esta manera deja expuestos sus nu- 
cleótidos necesarios para apareárse con una segunda hélice. En el ejemplo de la Figura 5-53, 
la cadena sencilla libre se forma cuando la horquilla de replicación encuentra un hueco, se 
separa y genera un extrerno nuevo de doble cadena; entonces, una exonucleasa degrada el 
extremo 5” de la rotura, dejando una cadena sencilla no apareada en el extremo 3", En otras 
aplicaciones de la recombinación homóloga, las regiones de cadena sencilla se generan a 
través de sisternas similares a éste, como trataremos posteriormente. 

La cadena sencilla en el extremo 3' del DNA es tratada por diversas proteínas especia- 
lizadas que la dirigen hacia la invasión del dúplex de DNA homéálogo. La proteína RecA 
(nomenclatura de E. coló) y su homóloga Rad51 (nomenclatura en casi todos los organis- 
zos eucariotas) tienen una importancia central en este proceso (Figura 5-58). Del mismo 
modo que una proteína de nión a DNA de cadena sencilla, las proteínas de tipo RecA se 
unen con fuerza y en largos agregados cooperativos a DINA monocatenario formando 1n É- 
lamento de nucleoproteína. Dado que cada monómero de RecA tiene más de un punto de 
unión al DNA, el Blamento de RecA sujeta a la vez ura cadena sencilla y una doble hélica 
(Figura 5-56). Esta ordenación perraite que RecA catalice una reacción de sinapsis de DNA 
de varias etapas entre una doble hélice de DINA y una región homóloga del DNA de cadena, 
sencilla, En el primér paso, la proteína RecA entrecruza la cadena sencilla de DNA y el DINA 
dúplex con independencia de la secuencia. A continuación, el DNA de cadena sencilia 
“busca” el dúplex por homología de secuencias, Todavía no se entiende completamente có- 
mo ocurre la búsqueda y el reconocimiento eventual, pero debe implicar la formación de 
pares de bases transitorios entre la cadena sencilla y las bases que giran desde el dúplex de 
DNA. (véase Pigura 5-49). Una vez que la secuencia homóloga ha sido localizada, sucede 
una invasión de cadena: la cadena sencilla desplaza una de las cadenas del dúplex mientras 
foxma los pares de bases convencionales cen la owa cadena del dúplex. El resultado es un 
heterodúplex-una región de DNA de doble hélice formada por el apareamiento de dos ca- 
denas de DNA que inicialmente formaban parte de moléculas de DNA diferentes (véase Fi- 
gura 5-56). ; 
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Figura 5-56 Estructura de los Blamentos 
de protemaDNA de Rec y RadsT. 

(Aj La proteína RadS1 Una proteína humana 
homálogea de la proteína RecA bacteriana, 
está unida a DÁ de cadena sencilla, En la 
figura se han coloreado tres monámeros 
sucesteos en el Hlamento helicoidal. 

(8) Sección corta de un filamento de RecA, 
corn una estructura tridimensional de la 
proteína que se ajusta a la imagen del 
filamento determinada por núcroscopia 
electrónica. Existen alrededor de seis 
monómaeros de RecÁ por vuelta de la hélica, 
que abrazan 18 nedeótidos de la cadena 
sencilla de DNA que sujeta la proteína. No 
se conoce la posición exacía del DNA en 
esta estructura. ÍA, cortesía de Edward 
Egelman; 8, a partir de X. Yu et al, L Mol Blol, 
1232385-992, 1998, Con la autorización 

de Academic Press) 


Figura 5-56 Sinapsis del DNA catalizada 
por la proteína RecA. Experimentos in'vitro 
rauestran la formación de varios tipos de 
complejos entre una cadena sencilla de DNA 
trajo) cubierta por la proteína RecA (azul) y 
una hélice doble de DNA (verdej. Primero se 
forma un complejo de bases no apareadas, 
que se convierte en una "molécula de unión” 
cuando encuentra una región de secuencia 
homóloga, Este complejo es dinámico y 
genera un heterodúpies de DNA (una cadena 
verde y la otra cadena raja) más una cadena 
sendila desplazada de la hélice original 
(verde). Asi, en ta figura de este diagrama, 
mégra hacia la izquierda, enrollando el “DNA 
de entrada mientras se produce el DNA de 
salida”. (Adaptado de 5 West, Anna, Rev. 
Biochern, 61:503-540, 1992, Con la 
autorización de Anmual Revierars.) 
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La búsqueda de homología y la invasión de un dúplex de DNA por una cadena sencilla 
son las reacciones críticas que inician la recombinación homóloga. Éstas también requieren 
de proteínas del tipo RecA y proteínas de unién a cadena sencilla (diversas proteínas con 
funciones especializadas). Por ejeraplo, la proteína Rad52 desplaza las proteínas de unión a 
cadena sencilla y permite la unión de moléculas Bad5l; anenáS prormueve la adición de ca- 
dGeras sencillas complementarias (Figura 5-57. 

La corta región de heterodúplex que se ha formado donde la cadena sencilla invasora se 
ha apareado con su cadena complementaria en el dúplex de DNA, frecuentemente es alar- 
gada por un proceso llamado migración de cadenas, como se explicará a continuación. -. 


La migración de cadenas puede alargar las regiones 
de heterodúplex o dejar el DNA de nueva síntesis 
como DNA de cadena sencilla Me: 


Una vez se ha producido la reacción de invasión, el punto de intercambio de las cadenas (el 
“punto de bifurcación”) se puede desplazar mediante un proceso llamado migración de ca- 
denas Figura 5-58). En esta reacción, una región no apareada de una de las cadenas senci- 
llas de DNA desplaza a otra cadena sencilla apaieada, de forma que el punto de bifurcación 
se desplazará sin que varíe el número total de pares de bases del DNA. A pesar de que la mi- 
gración de cadenas puede produetse de forma espontánea, lo hace de forma igual en ambas 
direcciones, de manera que no progresa demasiado (Figura 5-58A]. Sin embargo, unas DINA 
heticasas especializadas catalizan la migración en un solo sentido del punto de bifurcación 
y rápidamente producen una región heterodúplex que puede tener una longitud de varios 
múies de pares de bases (Figura 5-58B), 

En una reacción relacionada con ésta, la síntesis de DNA catalizada por la DNA polime- 
rasa puede conduci la migración del punzo de bifurcación en un solo sentido, a través del 
cual el DNA de nueva síntesis es desplazado como cadena sencilla y mimetiza la forma en la 
que la RNA polimerasa libera el RNA recién sintetizado, Parece que esta forma de síntesis de 
DNA se utiliza en diversos procesos de recombinación homóloga, incluidos los de repara- 
ción de rowras en la doble cadena del DNA que describimos a continuación. 


La recombinación homóloga puede reparar de forma perfecta 
roturas en la doble cadena del DNA 


Al principio de este capítulo, se trataron los graves problemas que pueden causar las rotu- 
ras en la doble cadena del DINA y cómo las células reparan estas roturas por dos vías dife- 
rentes, La unión de extremos no homólogos (véase Figura 5-51) se lleva a cabo sín un 


punto de bifurcación 


roigración 
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(A) MIGRACIÓN ESPONTÁNEA DE CADENAS (8) 
ps POR PROTEÍNA 


sentido dela 


Figura 5-57 Estructura de una porción de la 
proteina Rad52. (A) Esta estructura en forma 
de donat está formada por 11 subunidades. 
(B) ELDNA de cadena sencilla ha sido 
modelado dentro del surco profundo que 
hay a lo largo de la superficie de la proteína, 
Las bases del DNA están expuestos, una 
configuración que se ha propuesto para 
enediar el ensambiaje de dos cadenas 
sencillas complementarias. (A partirde 

MR Singleton et al, Proc, Nati Acad. Sd ASA, 
99:13492-13497, 2002, Con la autorización de 
National Academy of Sciences.) 


Figura 5-58 Dos tipos de migración 

de cadenas de DNA observados en 
experimentos in vitro. (A) La migración 
espontánea de cadenas es un proceso de 
desplazamiento al azar hacia atrás y hacia 
adelante y, por consiguiente, progresa muy 
poco a distancias fargas. (B) La migración 
de.cadenas dirigida por proteína requiere 
energía y desplaza el punto de bifurcación a 
una velocidad uniforme y en ue solo sentido. 
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patrón y da lagar a una reutación en el punto en el que los dos dúplex se unen, También 
puede, de forma inadvertida, unir segmentos pertenecientes a dos cromosomas dando hu- 
gera translocaciones crorsosórnicas, muchas de las cuales tienen serías consecuencias pa- 
ra la céhila, A diferencia de este proceso, la recombinación homóloga puede reparar las 
roturas en la doble cadena de forma precisa, sía la pérdida 0)a alteración de los nucleótidos 
en el punto de reparación (Figura 5-59). En muchas células, la reparación de roturas en la 
doble cadena por recombinación sucede únicamente después de que la célula haya repli- 
cado su DNA, cuando un dúplex de DINA hijo puede serutilizado como patrón para reparar 
eloteo, 

La recombinación homóloga tarbién se puede utilizar para reparar muchos otros l- 
pos de alteraciones del DNA, siendo quizá el mecanismo de reparación de DINA más versé- 
tii del que dispone la célula, La naturaleza “roultiuso” de la ceparación por recombinación. 
quizá explica por qué se han conservado en casi todas las células de la Tierra tanto el meca- 
nismo corso las proteínas que lo Hevan a cabo, 
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Figura 5-59 Mecanismo de reparación 

de roturas de la doble cadena por 
recombinación homóloga. Éste es el método 
más utilizado para la reparación de las roturas 
enla doble cadena que aparecen poco 
después de la replicación del DNA, cuando 
las cromátidas hermanas todavía están 
unidas, La reacción utiliza rauchas de las 
proteinas que aparecen en la Figura $-53 y 
sigue los mismos pasos intermedios bésicos. 
En general, la recombinación homóloga 
puede considerarse como una serle fexible 
de reacciones, en la que la vía exocta difiere 
de una reacción a ora. Por ejemplo, la 
longitud del “parche” puede varlar de 

forma considerable según la extensión del 
procesamiento 5) de la migración de 

cadenas y de la sintesis de nuevo DNA. 
(Véase Mi MoJey, 5, LaRocque, M4,D. Adams, 


“y ].Sekelsioy, Proc. Noti, Acad. SAG US.A, 


101:15694-15699, 2008) 
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Figura 5-60 Experimento que demuestra la rápida localización de las proteínas 

de reparación de las roturas de la doble cadena del DNA. Se irradiaron fibroblastos 
humanos con rayos X para producir roturas en la doble cadena del DNA. Antes de 

que las radiaciones golpeen las células, éstas son pasadas a través de una rejilla 
microscópica con barras absorbentes de rayos X separadas por 1 jm de distancia. 

Esta técnica produce un patrón a rayas en el daño del DNA y permite fa comparación del 
deñado con el no dañado en un mismo núcleo. (A) DNA toral en el núdeo de un 
fibroblasto teñido con DAPL (8) Sitios de nueva sintesis de DNA en el mismo núcdeo 
indicados por la incorporación de BudE fun análogo de la tiímina) y la posterior tinción: 
con anticuerpos específicos contra BudR marcados con FITO (C) Localización del 
complejo Mre1 len el DNA dañado visualizado por anticuerpos contra la subunidad 
MreTl marcados con rojo Texas, Se ha propuesto que el complejo Mretl reconoce las 
roturas de la doble cadena enla célula y entonces moviliza proteinas adicionales para 
reparar las roturas mediante recombinación homóloga (véase Figura 5-59 (43, (8) y (0) 
han sido procesadas durante 30 minutos después de ser irradiadas con rayos X 
(Extraido de B.£, Melens et al, Science 280:590-592, 1998. Con la autorización de ARAS) 


Las células regulan estrecharnente la utilización 
de la recombinación homóloga en la reparación del DNA 


A pesar de que la recombinación homóloga soluciona el problema de reparar de forma fiel 
las ronuras de doble cadena y otros tipos de daño del DNA, presenta algunos peligros para 
la célula, de manera que debe estar finamente regulada. Por ejemplo, la secuencia de DNA 
en un cromosoma homólogo puede quedar no fincional después de “repararse” utilizando 
el otro eromosoma homéálogo coro patrón. La pérdida de heterocigosidad es, con frecuen- 
cla, un paso crítico en la formación de cánceres tral como se describe en el Capítulo 20) y 
las células tienen unos mecanismos para minimizarlo que todavía se conocen paco. Á pe- 
sax de que es extraño en las células normales, la pérdida de heterocigosidad puede ser ob- 
servada como un desafortunado efecto secundario de la versatilidad de la recombinación. 
homáloga. ” 

Ótro tipo de control sobre la reparación por recombinación, que se encuentria en casi 
todas las células eucariotas, previene la reparación basada en la recombinación en ausencia 
de daño en el DNA. Normalmente, las enzimas que catalizan la reparación por recombina- 
ción se sintetizan en grandes cantidades en los eucariotas y están dispersas por todo el nú- 
cleo, En respuesta al daño en el DNA, estas proteínas convergen rápidamente en los sitios 
dañados y forman "f£bricas de reparación” en las que parece que se juntan y reparand nu 
chas lesiones del DNA (Figura 5-60). Esta rápida movilización de proteínas de reparación 
hacia lugares de daño en el DNA está estechamente controlada por la célula y requiere ina 
serie de proteínas adicionales. Dos de ellas, las proteínas Brcal y Brea2, fueron descubiertas 
porque algunas mutaciones en sus genes aumentan en gran medida la frecuencia de cáncer 
de mama. Mientras que la eliminación de una proteína esencial para la recombinación ho- 
méloga (como la proteína Red51 humana) conduciría a la muerte celular, una alteración en 
una de estas proteínas accesorias equivaldría a una reparación deficiente. La acumulación 
de daño en el DNA que se deriva de ello puede, en una pequeña proporción de células, dar - 
ligar a un cáncer. Brea2 se une a la proteína RadS1 y evita su polimerización sobre el DNA 
manteniéndola en la forma inactiva. Se cree que Brca2 colabora en el transporte rápida de la 
proteína Rad51 alos lugares de daño y, una vez están en el sitio adecuado, la Ebera en su for- 
ma activa, 

En el Capítulo 20 veremos que en humanos, tanto un exceso como una carencia de re- 
combinación homéloga pueden conducir a cáncer, en el primer caso por una pérdida de he- 
terocigosidad y, en el segundo, por un aumento en la tasa de rantación causado por una 
zeparación ineficiente, Durante la evolución un delicado equilibrio mantiene este proceso 
en jaque en el DNA no dañado, mientras que permite una actuación rápida y eficiente en las 
lesiones del DNA en cuanto aparecen. 

Las bacterias también regulan su recombinación y otras enzimas de reparación del 
DNA, pero esto sucede en gran parte mediante el control de sus niveles intracelulares. En 
respuesta a un daño severo en el DNA, E coli increroenta la vanserpción de muchas enzi- 
mas de reparación como parte de la Bamada respuesta SOS, Esta respuesta incluye enzimas 
de reparación par eliminación de nucleótidos, polimerasas propensas a cometer errores que 
pueden utilizar DNA dañado como patrón y proteínas que median la recombinación 
hornóloga. 
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Estudios en bactedas mutantes, deficientes en partes de la respuesta SO5, demuestran 
que las proteínas recién sintetizadas tienen dos funciones. La primera, corao era de esperar, 
es que la inducción de estas enzimas de reparación adicionales aumenta la probabilidad de 
supervivencia de la célula después de que el DNA haya sido deñado. La segunda de las fun- 
ciones consiste en que muchas de las proteínas inducidas transitoriamente aumentan la ta. 
sa de mutación mediante un aumento en el número de errores al copiar las secuencias de 
DINA. Los errores gon causados por la producción de DNA polimerasas de baja fidelidad, que 
son capaces de utilizar DNA dañado como patrón para la síntesis de nuevo DINA. Mientras 
esta reparación de DINA propensa a errores puede ser dañina para las cétulas bacteriánas, se 
cree que es ventajoso a largo plazo porque produce un abanico de vaciabilidad genética en la 
población bacteriana que incrementa la probabilidad de que aparezca una célula eeutante 
mejor adaptada para la supervivencia en el entorno alterado, 


Las uniones tipo Holliday a menudo se forman durante 
las recombinaciones homélogas 


La recombinación homóloga $e puede ver como un grupo de reacciones relacionadas que 
utilizan la invasión de cadena sencilla, la roigración de cadenas y la síntesis de DINA linmgita- 
de para intercarabiar DMA entre dos dobles hélices de secuencias de nucleótidos similares. 
Una vez analizado su papel en la reparación precisa del DINA dañado, se describió la recona- 
binación homóloga como una herramienta que permite generar moléculas de DINA con una 
secuencia nueva, Durante este proceso a menudo se forma un DNA intermediario especial 
que contiene cuatro cadenas de DINA compartidas entre dos hélices de DINA, En esta esuuco- 
tura intermediaria, conocida como unión de Holliday, o intercambio cruzado de cadenas 
(entrecruzariento), dos cadenas de DNA se intercambian entre las dos dobles hélices. La 
unión de Holiday puede adoptar varias conformaciones. Un conjunto especial de proteínas 


de recombinación se adhiere y estabiliza el isómero abierto y simétrico (Figura 5-61), Utili- 


zando la energía de la hidrólisis del ATP para coordinar la migración de las dos cadenas, es- 
tas proteínas pueden desplazar rápidamente a lo largo de las dos hélices el punto ex el que 
las dos hélices de DNA se juntan (Figura 5-62), 

Las estructuras de cuatro cadenas de DINA formadas por recombinación homóloga só- 
lose abservan de forma transitoria en las células, Así, para regenerar dos hélices de DNA se- 
paradas y concluir el proceso de recombinación, las dos cadenas entrecruzadas deben 
cortarse, en un proceso conocido con el nombre de resolución. Ex las bacterias, en las que se 
conoce mejor este proceso, una exdanucieasa especializada (amada RuvO) corta la unión 
de Holliday y deja huecos en el DNA que pueden ser sellados fácilmente por una DNA liga- 
sa, Sin embargo, durante los procesos meióticos que producen las cétulas germinales en los 
eucariotas (espermatozoides y óvulos en los animales), los mecanismos de resolución pare- 
cen ser mucho más complicados. j ! 

Como veremos.en el Capítulo 21, la recombinación homéloga extensiva sucede como 
parte integral del proceso en el que los cromosomas son repartidos en las células germinales 
durante la meiosis. Ambos, el entrecruzamiento de cromosomas y la conversión génica, se 
producen como consecuencia de estos fenómenos de recombinación y tienen como restl- 
tado cromosomas Híbridos que contienen información genética de las horólogos matermo 
y paterno (Figura 5-6ÍA). 

A continuación se constatará que en la meiosis, tanto el entrecruzamiento como la con- 
versión génica son generados por un mecanismo de recombinación homóloga que, en el 
fondo, es similar al utilizado para la reparación de roturas de doble cadena. 


Figura 5-61 Una unión de Halliday. 

La esmuctura que se forma inicialmente 

se dibuja poro general con dos cadenas 
fínteriores) que se cruzan y dos cadenas 
texteriores) que no se cruzan, La 
isomerización de una unión de Holiday 
produce una estructura abierta y simétrica 
<CTAGO. Esta es la formas a la que se nen las 
proteínas Ruvá, y Ruv8 (véase Figura 5-62, 
La unión de Halliday recibe su nornbre en 
honor al investigador que propuso por 
primera vez su formación. 
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La recombinación meiótica empleza con una rotura programada 
de la doble cadena 


En la melosis, la recombinación horaóloga empieza con un golpe audaz: una proteína espe- 
cializada (Bermnada Spoll en levadura) rornpe las dos cadenas de la doble hélice de DNA en 
uno de los cromosomas que se recombinarán. Como en el caso de tuna topoisomerasa, la 
reacción de Spo11 con el DNA deja la proteína unida de forma covalente al DNA roto (véase 
Figura 5-22), Entonces, una nucleasa especializada procesa con rapidez los extremos unidos 
aSpoll, quitando la proteína y dejando los externos 3' protuberantes. En este punto tienen 
logar una serie de invasiones y roigraciones de cadena que frecuentemente generan un Ín- 
termediarjo, que consiste en dos uniones de Holiday rnuy cercanas, a menudo denomina- 
das unión dobie de Holliday (Figura 5-64). 

Añnque algunas de las protefoas que se utilizan en la reparación de roturas de la doble 
cadena también participan en la meiosis, éstas son dirigidas por varias proteínas específicas 
de meiosis de manera que realizan sus funciones de forma algo diferente dando lugar alos di- 
ferentes intermediarios de DNA que se forman (comparar Figura 5-58 con Figura 5-643. Otra 
diferencia importante es que, en la meiosis, la recombinación sucede sobre todo entre ero- 
mosomas homólogos paternos y meternos en vez de entre los cromosomas idénticos de un 
dúplex que se acaban de replicar y que se aparean por una rotura en la doble cadena, 

Existen dos maneras de resolver la unión doble de Holliday, que se muestran en la Figu- 
ra 5-64. En la resolución más sencilla conceptualmente hablando da que no tiene “ente- 
cruzamiento”), se corta el par original de cadenas entrecruzadas en las dos uniones de 
Boltiday, lo que provoca que las dos hélices originales se separen la una de la otra de forma 
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Figura 5-63 Durante la melosis se produce 
entrecruzarmiento de cromosomas. La 
meiosis es el proceso mediante el cual una 
célula diploide da lugar a cuatro celulas 
genmninales haploides, tal y como se describe 
detalladamente en el Capitulo 21. La melosis 
produce células germinales en las que la 
información genética paterna y materna 
(rojo y azul, respectivamente) ha sido 
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" cromosómicos. Adernás se producen muchas 
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inalterada excepto en la región situada entre las dos uniones (véase la Figura 95-64, izquierda; 
en esa región cada hélice contiene una pequeña región heterodúplex adyacente a la región 
de homodúplex producida por la síntesis de DNAJ/Si, por el contrario, la unión doble de Ho- 
Hiday se resuelve de forma opuesta (una cadena queda anclada en el par de cadenas entre- 
cruzadas original y la otra en las cadenas que no se entrecruzan), el resultado final es mucho 
más profundo, En este tipo de resolución entrecruzada), las porciones de cada cromosoma 
hacia ambos lados de la unión de Holiday quedan intercambiadas, dando lugar a dos cro- 
mosomas que se han entrecruzado (véase la Figura 5-64, derecha). 

De todas las roturas de doble cadena mediadas por Spo11, son relaivamente pocas las 
que resultan entrecruzadas. La mayoría (p. ej. un 90% en humanos) se resuelven sin entre- 
- craezamniento, No entendemos rmuy bien cómo se elige entre una opción y la otra, pero pare- 
ce ser que sucede al principio del proceso de recombinación, antes de que se formen las 


EJES 


Figura 5-64 La recombinación homóloga. 
en la mejosis genera entrecruramientos, 
Cuando la proteína específica de meiosis 
Spo11 y el complejo Mre?1 rompen el 
dúplex de DNA y procesan los extremos, 

la recombinación homóloga tiene lugar 
através de uña unión doble de Holiday, 
¡Muchos de los pasos que dán lugar a los 
entresruzamientos de los crornosornas en 
la meiosis, se payecen ados utilizados para 
reparar las roturas enda dable cadena 
(Figura 5-59). Sin embargo, en la mejosis, 
el procesa está estrechamente ligado a 
otros sucesos melóticos y está dirigido por 
proteínas, como SpoTf, que sólo se produce 
en célúlas melóticas. 
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Rd pero seguramente asegura la distribución uniforme de los puntos de entrecruzamiento a la 


E largo de los cromosomas. En muchos organismos, durante cada meiosis ocurren alrededor de 

De dos entrecruzamientos pof cromosoma, uno en cada brazo. Tal y como expone en el Capítu- - 
lo 21, estos entrecruzamientos tienen un papel mecánico importante en la correcta segrega- 
ción de los cromosomas durante la meiosis. 

Tanto sí un proceso de recombinación meiótica se resuelve con o sin entrecruzamiento, 
la maquinaria de recombinación deja una región de heterodúplex enla que una cadena del 
homólogo paterno se aparea con una cadena del homólogo materno (Figura 5-65). Estas 
regiones de heterodúplex pueden tolerar un porcentaje pequeño de errores de apareamien- 
to y a menudo se prolongan miles de pares de nucleótidos, Debido al gran número de re- 
combinaciones que se resuelven sin entrecruzamiento en la meiosis, se producen puntos 

EAS dispersos en las células germinales en los que secuencias cortas de DNA de un homólogo se 
E han unido al otro homólogo. En todos los casos, señalizan sitios potenciales de conversión 
ON génica, es decir, sitios en los que los cuatro cromosornas haploides producidos por meiosis 
i contienen tres copias de una secuencia corta de DNA de uno de los bomólogos y sólo tuna 
de copia del otro homólogo (véase Figura 5-63), como explicaremos a continuación. 


La recombinación homóloga genera a menudo 
una conversión génica 


Según una ley fundarsental de la genética en organismos que se reproducen semalmente, la 
contribución genética de cada uno de los padres al hijo es idéntica: se hereda un juego com.- 
pleto de genes nucleares del padre y otro de la madre. Subyacente a esta ley se encuentra el 
reparto en extremo preciso de los cromosomas entre las células germinales (óvulos y esper- . 
ms matozoides) que tiene lugar durante la meiosis. Así, cuando una célula díploide entra en 
A mejosis produciendo cualro células germinales haploides (véase Capítulo 21), exactamente 
E la mitad de los genes distribuidos en estas cuatro células deben proceder de la madre (los ge- 
nes que la célula diplcide heredó de la madre) y, la otra mitad, del padre (los genes que la cé- 
iula diploide heredó del padre). En algunos organismos (p. ej. los hongos), es posible 
recuperar y analizar cada uno de los cuatro garietos haploides producidos por melosis a 
partir de una misraa célula. Algunos estudios en estos organismos han mostrado que se pue- 
den encontrar casos poco frecuentes en los que el reparto de los genes transgrede las reglas y 
genéticas estándar Por ejemplo, a veces la meiosis produce tres copias de la versión mater- 
na de un gen y una sola copia del alelo paterno (véase Figura 5-83). Las versiones 
alternativas de un mismo gen se denominan alelos, y la divergencia de su distribución es- 
y” perada durante la mefosis se conoce como conversión génica. Estudios genéticos muestran 
o y que normalmente la conversión génica afecta a pequeñas zonas de DNA y que en muchos 
AA casos sólo se intercambia una parte de un gen. 
a En una célula, existen distintes vías que pueden dar lugar a la conversión génica. La pri- 
: . mera es la síntesis del DNA que acompaña a los primeros pasos de la recombinación homó- 
loga y que producirá regiones de la dobie unión de Holiday en las que están presentes tres 
copias de la secuencia de uno de los homólogos (véanse las cadenas verdes de la parte mfe- 
rior de la Figura 5-64): estas regiones producirán sitios de conversión génica una vez que la 


RECOMBINACIÓN HOMÓLOGA 


unión de Holiday se resuelva. Adernás, si las dos cadenas que forman la región heterodúplex 
no tienen secuencias idénticas de nucleótidos, se producirán errores de apareamiento. Éstos 
pueden ser corregidos por el sistema celular de reparación de errores de 2pareamierito des- 
crito anteriormente (véase Figura 5-20). Sin embargo, cuando se utiliza durante la recombi- 
nación, este sisterna de corrección de errores no hace distinciones entre las cadenas paterna 


y inaterna de rranera que elije aleatoriamente la cadena a reparar. Como consecuencia de * 


esta reparación, un alelo se “perderá” y el otro se duplicará (Figura 5-66), dando lugar a una 
"conwversión” neta de un alelo en el otro. Así, la conversión génica se puede contemplar como 
una siraple consecuencia del mecanismo de recombinación homóloga y de reparación 
del DMA, 


La corrección de errores de apareamiento evita la recombinación 
promiscua entre dos secuencias de DMA mal apareadas 


La recombinación homóloga se basa en que dos cadenas de DNA de secuencia comple- 
mentaria fo casi complementaria), que inicialrnente proceden de dúplex de DNA diferen- 
tes, se emparejan. Pero, ¿qué contrala el grado de precisión que debe tener el apareamiento? 
Esto es especialmente importante en los casos de recombinación que llevan a enmbrecruza- 
mientos. Por ejeraplo, el genoma humano contiene varios conjuntos de secuencias de DMA, 
relacionadas y, si estuviese permitido un entrecruzamiento entre todas ellas, tendría conse- 
cuencias desastrosas en la célula, 

A pesar de que no entendemos por cormpleto cómo las células previenen los entrecru- 
zamientos inapropiados, sabemos que algunos componentes de los propios sistemas de co- 
rrección de errores que eliminan los errores de replicación (véase la Figura 5-20) y que son 
responsables de algunos tipos de conversión génica (véase Figura 5-68), también interlm- 
pen los procesos de recombinación génica entre secuencias de DNA que se emparejan de 
forma imperfecta. Se cree que el sistema de corrección de errores normalmente reconoce 
las bases mal apareadas de un intercambio de cadenas inicial y, si se producen malos apa- 
reamientos, impide los pasos posteriores (particularmente la migración de las cadenas) ne- 
cesarios para que se forme el entrecruzamiento. Parece que este mecanismo de corrección 
de errores de recombinación evita recombinaciones promiscuas que, en caso de prosperar, 
mezclarían el genoma humano (Figura 5-67). Aunque de forma controvertida, también se 
ha propuesto que la comprobación de errores de apareamiento en la recombinación ayuda, 
a preservar la especiación, sobre todo entre las bacterias, mediante el bloqueo del intercanm- 
bio genético entre especies cercanas. Por ejempio, los genomas de E. colí y Salmonella ty- 
phimuriumn tienen el 80% de sus secuencias nucleotídicas idénticas, de manera que este 
sistema bloquea la recombinación entre sus genomas. 
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Figura 5-66 Conversión génica causada 
por la corrección de los errores de 
apareamiento, En este proceso se forman 
uniones heterodúplex de DNA en el lugar 

de la recombinación homóloga entre los 
cromosomas materno y paterna, Si las 
secuencias materna y paterna son un poco 
distintas, la región heterodúplex incluirá 
algunas bases mal apareadas, que deberán 
ser corregidas por la maquinaria de ' 
corrección de errores de apareamiento (véase 
Figtira 5-20). Esta reparación puede eliminar 
nucleótidas tanto de la cadena materna 
como de la paterna La consecuencia de esta 
reparación de errores de aparéamiento es 

la conversión génica, detectada como una 
desviación de la segregación de copias 
iguales de los alelos materno y paterno 

que tiene lugar porlo general en la meiosis, 


Figura 5-67 Mecanismo que impide que la 
recombinación general desestabilice un 
genoma que contiene secuendas repetidas, 
Los componentes del sisterna de corrección 
de errores descrito en la Figura 5-20 

tienen la función adicional de reconocer: 
los apareamientos erréneos y prevenir la 
recombinación inapropiada. Sí se permitlera 
su progreso, este tipo de recombinación 
produciría deleciones izquierda) 

o conversión génica (derecha) y se perderia 
la información de una de las secuencias 
repetidas originales. 
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Resumen 


La recombinación homáloga (también Uarmada recombinación general) de lugar a la transferencia 
de información genética entre dos segenentos dáplex de DNA de secuencia rucleotídica similar Este 
proceso es esencial para lo reparación sin errores del daño cromosómico en todas las cébulas y tarn- 
bién es el responsable del entrecruzamiento de cromosomas que tere lugar durante la meiosis. Los 
fenómenos de recombinación están dirigidos por len conjunto especializado de proteínas. A pesar de 
que piseden ocurrir en cualquier parte de la molécula de DÑA, siempre requieren interacciones de 
aparcariento en regiones extensas entre las cadenas complementarias de los dos dúplex de DNA 
que interaccionan. 

En la melosis, la recombinación homóloga se inicia con la rotura de la doble cadena Nevada a 
cabo de forma intencionada en cada cromosorna. Estas roturas son transformadas en extremos 9' los 
cuales, mediante una reacción catolizada por la familia de proteínas Reca, invaden la cadena ha- 
rmóloga en la pareja de dúplex. La migración de cadenas acompañada de la síntesis limitada de 
DNA conduce a la formación de estructuras de cuatro cadenas conocidas con el nombre de uniones 
de Holiday. Cada reacción de recombinación termina cuando se resuelven estos intermediarios de la 
recombinación. El resultado puede ser o bien dos cromosomas que se han entrecruzado (es dectx cro- 
inosomas en los que el DIVA a cada lado del punto de bifurcación. procede de dos homólogos dife- 
rentes) o bien dos cromosomas que no se han entrecruzado, En el último caso, los dos cromosornas 
resultantes son idénticos a los dos homólogos originales, excepto por la cantidad de carnbios de se- 
cuencia relativamente menores en el punto de recombinación, Con excepción de la meiosis, has 
reacciones de recombinación homóloga que reparan con precisión las roturas de la doble cadena, 
casi nunca producen productos de entrecruzamiento. 


TRANSPOSICIÓN Y RECOMBINACIÓN CONSERVATIVA 
ESPECÍFICA DE LUGAR 


Se ha explicado que, mediante la recombinación homóloga, la reorganización que ocurre 
entre segmentos de DNA puede dar lugar a un intercambio de secuencias entre cromosa- 
mas. Sin embargo, el orden de los genes por lo general no cambia después de la recombi- 
nación homóloga puesto que para que el proceso tenga lugar fas secuencias que se recor- 
binan deben ser muy similares. En esta sección, describiremos dos formas muy diferentes de 
recombinación: la transposición (rarobién llamada recombinación transposicional) y la re- 
combinación conservativa específica de lugar (que no requiere la existencia de regiones de 
DNA homólogas extensas). Estos dos tipos de recormmbinaciones pueden alterar el orden de 
los genes en los cromosomas y causar algunos tipos de mutaciones poco corrientes que aña- 
den nueva información a los genomas, . 

La transposición y la recombinación conservativa específica de lugar están dedicadas a la 
movilización de ma amplia variedad de segmentos especializados de DNA, Hamados en su 
conjunto elenentos genéticos móviles, de una posición del genoma a otra. Estos elementos 
pueden tener tamaños que van desde unos cuantos centenares hasta decenas de miles de pa- 
res de nucleótidos y cada uno de ellos lleva normalmente un solo juego de genes. A menudo, 
uno de esos juegos de genes codifica una enzima especializada que cataliza el desplazamien- 
to sólo de ese elemento, haciendo posible asi este tipo de recombinación, 

Casi todas las células ienen elementos genéticos móviles (informalmente llamados “ge- 
nes saltarines”). Como se explicó en el' Capítulo 4, alo largo de la escala de la evolución, han 
tenido un efecto profundo en el modelado de los genomas modernos. Por ejeraplo, aproxi- 
madamente la mitad del genoraa humano se puede trazar con estos elementos (véase Figu- 
ra 4-17). Con el dempo, las mutaciones alestorias han alterado las secuencias de nucleótidos 
de estos elernentos y, corzo resultado de ello, sólo unas cuartas de les muchas copias de es- 
tos elementos en nuestro DINA. todavía son activas y capaces de desplazarse. El resto son. 
fósiles moleculares cuya existencia proporciona notables indicios sobre nuestra propia his- 
toria evolutiva, : 

Los elementos genéticos móviles, a menudo considerados como parásitos moleculares 
(también denominados "DNA, egoísta”), persisten porque la célula no puede deshacerse de 
ellos; de hecho pueden haber estado a punto de invadir nuestro propio genoma. Sin embar- 
-. go, los elementos móviles de DINA pueden aportar beneficios a la célula. Por ejemplo, los ge- 
nes que transporten a veces son ventajosos, coro en el caso de la resistencia a anubiódcos en 
Jas bacterias tratado más adelante. El desplazamiento de estos elementos genéticos móviles 
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también produce muchas variantes genéticas de las cuales depende la evolución, porque, 
además de moverse, a veces también reordenar las secuencias vecinas del genoma hués- 
ped. Así, a menudo las mutaciones espontáneas observadas en Drosophila, en humanos y 
en otros organismos se.deben al movimiento de estos elementos genéticos móviles. La in- 
mensa mayoría de estas mutaciones será deletérea para el organismo, pero algunas de ellas 
darán higar a una mejora adaptativa y tenderán a propagarse por la población. Es casi segu- 
ro que gran parte de la variabilidad que muestra la vida a nuestro alrededor procede origi- 
nalmente del desplazamiento de los elenentos genéticos móviles. 

En. esta sección, introduciremos los elementos genéticos móviles y describiremos el me- 
canismo que les perrnite desplazarse por el genoma. Verernos que algunos de estos elemen- 
tos sé mueven mediante mecanismos de transposición y otros lo hacen mediante la 
recombinación conservativa específica de lugar. Empezaremos con la uransposición, ya que 
se conocen muchos más ejemplos de este tipo de desplazamiento, 


Los elementos genéticos móviles se pueden insertar en cualquier 
secuencia de DNA mediante transposición 


Los elementos móviles que se desplazan mediante la transposición se llaman transposones 
o elementos trausponibles, En la transposición, normalmente una enzima específica codi- 
ficada por el propio transposón y que normalmente recibe el nombre de transposasa, actúa 
sobre una secuencia específica del DINA presente en cada extremo del transposón y causa su 
inserción en un nuevo lugar en el DNA diana. Muchos transposones sólo son ligeramente se- 
lectivos para elegir su diana, de manera que se pueden insertar en muchos sitios del geno- 
ma. En particular, no existe ningún requerimiento general de homología entre los extremos 
del elemento y el lugar de inserción. La mayoría de transposones se desplazan muy rara- 
mente. En las bacterias, en las que es posible medir la frecuencia de forma precisa, los trans- 
posones se suelen desplazar una vez cada 107 divisiones celulares. En muchos casos, la 
transposición parece serun proceso estocástico poco frecuente, aungue a menudo ligado 
al paso de la horquilla de replicación, 

Basándonos en su estractura y en el mecanismo de transposición, los transposones se 
pueden agrupar en tres grandes clases: transposones sólo de DNA, retrotransposones serne- 
jantes a retrovirales y retrotransposones no retrovirales. Tratareraos cada clase a contínua- 
ción. Como referencia, las diferencias entre las tres clases se encuentran resumidas en la 
Tabla 53. 


Los transposones sólo de DNA se desplazan mediante mecanismos 
de corte y unión y mecanismos replicativos 


Los transposones sólo de DNA predominan en las bacterias y son responsables en gran me- 
dida de la propagación de la resistencia a antibióticos en cepas bacterianas. Cuando en la 
década de 1950, se inició la administración de algunos antibióticos corno la penicilina y la 
estreptoxmicina, muchas bacterias que provocaban enfermedades humanas eran suscepti- 
bles a ellos, Cincuenta años más tarde, la situación ha cambiado drásticamente, de forma 
que antibióticos como la penicilina (y sus derivados más modernos) ya no son efectivos en 
muchas cepas bacterianas modernas, incluyendo las que provocan la gonorrea y la neumo- 
nía bacteriana. La diseminación de la resistencia a antibióticos se debe sobre todo a genes 
que codifican diversas enzimas, que inactivan los antibióticos, situadas en los transposones 
(Figura 5-68). Aunque estos elementos móviles se pueden transponer sólo en las células que 
los tienen, también se pueden desplazar de una célula a otra mediante otcos mecanismos 
conecidos como la transferencia horizontal de genes (Figura 1-23). Cuando un transposón 
se ha introducido en una nueva célula, se puede insertar a sí mismo en el genoma y ser fiel- 


mente trasmitido a su progenie 2 través del proceso normal de replicación del DNA y de di- 


visión celular. > 


Los transpeosones sólo de DNA, llamados así porque sálo existen como DNA durantesu - 


desplazamiento, se pueden recolocar desde el sitio dador hasta el receptor ya sea por trans- 


posición de cortar y pegar o por mransposición replicativa. Se describirá en primer hugar elme- 


canismo de cortar y pegar porque conceptualmente es más sencillo. El proceso empieza 


cuando cada una de las secuencias cortas especiales de DNA, que marcan los dos extremos * 


del elemento, seune a la transposasa. Las dos moléculas de ransposasa se juntan y forman 
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, 3 transposasá 


Elemento P (Drosophila) 


. se desplaza como DNA, 
repeticiones invertidas cortas mediante “cortar y pegar” Ac-Os (mala ! 
en cada extremo o después de una replicación To3 y Tn10 (E colf 


transcríptasa inversa y integrasa 
repeticiones terrúnales largas (ETR) 

directamente en los extremos 
en LTR 


transcriptasa inversa y endonucileasa 
Polí A en el extremo 3'del transcrito, 

de RNA; el extremo 5' por lo general 

está truncado 


se desplaza en forma 
de intermediario de £NA 
producido por el promotor 


se desplaza en forma 
de intermediario de RNA 
que normaimente es producido 
por un promotar vecino . 


Tam (boca de dragón) 


Copla Drosophilay 
Ty1 (levadura) 
THE1 (humano) 
Bs1 (maíz) 


£lernento £ (Drosophifa) 
11 (humano) 
Cin4 (maíz) 


Estos elementos tienen una longitud de entre 1000 y unos 12.000 pares de nudedudos; cada familia condene muchos miembros, pero aquí solamente se 
muestran algunos de ellos, Ademnás de los elementos transponibles, existen ciertos virus que pueden desplazarse dentro y fuera de los cromosornas 


Ge las células huésped. Estos virus están relacionados con las dos primeras clases de transposones, 


un “transposoma" multimérico que produce un lazo de DNA, yuxtaponiendo los dos extre- 
mos del elemento (Figura 5-69). Entonces, la transposasa introduce un corte en la base del 
lazo y quita por completo el elenento del cromosoma original, formando un intermediario 
cencal en el proceso de transposición (Figura 5-70). Para completar el desplazamiento del 
DNA, la transposasa cataliza un ataque directo de los dos extremos de DNA del elemento 
sobre una molécula de DNA diana; este proceso rompe dos enlaces fosfodiéster en dicha 
motécula y genera dos enlaces nuevos a medida que va uniendo el elemento al DNA diana. 
Como esta reacción de unión de DNA, empieza y acaba con el mismo número de enlaces 
fosfodiéster, puede sticeder sin ninguna entrada adicional de energía. En el próximo capítu- 
lo veremos que este mismo tipo de reorganización de enlaces fosfodiéster (llamada transes- 
terificación) subyace a otro proceso fundamental de la biología molecular: la maduración 
del ENA par corte y empalme. 

Debido a que los cortes en las dos cadenas diana de DNA no están alineados [puntas de 
fiecha rojas en la Figura 5-69), la molécula de DNA producida inicialmente tiene dos peque- 
ños huecos de cadena sencilla, uno en cada extremo del ransposón insertado. Una DNA po- 
limerasa y una DNA ligasa de la célula huésped rellenan, sellan estos huecos y completan 
el proceso de recombinación. Esto produce una duplicación corta de la secuencia de DNA 
diana en el lugar de inserción; estas secuencias repetidas flanqueantes, cuya longitud es dí- 
ferente para transposones diferentes, actúan como registro del proceso previo de recormbi- 
nación transcripcional. : 
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Figura 5-68 Tres de los muchos tipos 

de transposones de DNA que se pueden 
encontrar en bacterias. Cada uno de estos 
elementos móviles de DNA contiene un gen 
que codifica una transposasa, una enzima 
que dirige al menos algunas de las reacciones 
de corte y unión del DNA necesarias para 
que el elernento se desplace. Además, cada 
transposón tembién lleva consigo unas 
secuencias cortas de DNA (indicadas en rojo) 
que solamente son reconocidas por la 
transposasa que codifica el elemento y que : 
son necesarias para su desplazamiento... 
Asimismo, dos de los tres elementos móviles 
que se muestran lleván genes que codifican 
enzimas que Iinactivan los antibióticos... 
ampicilina (AmpR) y tetraciciiná (TatR 
Parece que el elemento transponible Tn10, 
que se muestra en el diagrama inferior, ha: 
evolucionado a partir de su inserción ad. > 
azar de dos elementos móviles más cortos . 
eri cada extremo del gen de resistencia 

a tetraciclina; el uso tan amplio de la. 
tetraciclina como antibiótico ha seleccionado 
la diseminación de este ransposón entre 
poblaciones de bacterias. 
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Cuando se separa tun transposón de DNA de su localización original, deja tras de sí im 
“agujero” en el cromosoma. Esta lesión puede ser reparada completamente mediante la 
reparación por recombinación homóloga de roturas en la doble hélice (véase Figura 5-59), 
con la condición de que el cromosoma que se acaba de replicar y la copia idéntica de la ae- 
cuencia dañada del huésped estén asequibles. De forma alternativa, en los organismas 
diploides el cromosoma dañado se puede reparar por recombinación utilizando el crormo- 
soma homólogo. En este caso, el transposón no será restaurado, pero en el punto de repara- 
ción se puede producir pérdida de la heterocigosidad. Como tercera posibilidad, una 
reacción de tión de extremos no homólogos puede sellar la rotura. En este caso, 2 menudo 
la secuencia de DNA que originalmente fanqueaba al transposón queda alterada y se pro- 
duce una mutación en el lugar del cromosoma donde se encontraba el transposón (véase 
Figura $52) 

Hay que destacar que este misrio mecanisroo, que se utiliza para quitar los transposo- 
nes de cortar y pegar el DINA, también actúa en el desarrollo del sistema inenmume de los ver- 
tebrados, catalizando las reorganizaciones del DNA que producen la variabilidad de los 
anticuerpos y de los receptores de las células T Conocido como recombinación V(D)], este 
proceso será tratado en el Capítulo 28. La recombinación VOD)), observada sólo en los verte- 
brados, es una novedad evolutiva relativamente reciente, pero parece que ha evolucionado 
a partir de los transposones de corte y unión, mucho más ariguos. 

Algunos transposones de DNA se desplazan utilizando el mecanismo Hamado transpa- 
sición replicativa. En este caso, el DNA del transposón es replicado durante la transposición: 
una Copia permanece en el sitio original y la otra se inserta en una nueva posición del cro- 
mosoma. Éste mecanismo, aroque es más complejo, está muy relacionado con el mecanis- 
mo de “cortar y pegar” que hemos descrito. De hecho, algunos trensposones se desplazan 
usando uno u otro mecanismo, 


Algunes virus utilizan mecanismos de transposición 
para desplazarse a cromosomas de la célula huésped 


Ciertos virus pueden considerarse como elementos genéticos móviles, ya que para integrar 
su genoma en el de su célula huésped wrilizan mecanismos de transposición. Sin embargo, a 
diferencia de los transposones, estos virus codifican proteinas para exmpaquetar su informa- 
ción genética en partículas virales que pueden infectar otras células. Muchos de los virus 
que se insertan en cromosomas de la célula huésped lo hacen utilizando una delas dos pri- 
meros mecanismos indicados en la Tabla 5-3. De hecho, la mayor parte de lo que conoce: 
" mos de estos mecanismos se ha obtenido del estudio de los virus que los utilizan. 

Un virus que infecta una bacteria se denomina bacteriófago. El bacteriófago Mu no 
solamente utiliza la transposición basada en DNA para integrar su genoma al cromosoma 
de la célula huésped, sino que también utiiza procesos de transposición repticativa para la 
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Figura 5-69 Transposición mediante el 
procedimiento de “cortar y pegar” Los 
transposones de DNA pueden reconocerse 
endos cromosomas por las “secuencias de 
DONA invertidas repetidas” rojo) presentes en 
sus extremos. Estas secuencias pueden llegar 
a tener tan sólo 20 nucteótidos, es tado lo 
que necesita el DNA que se encuentra 

entre ellos para transponerse mediante la 
transposasa particutar asociada con el 
elemento, El desplazamiento de corte y unión 
de un elemento transponible de DNA desde 
un sitia del cromosoma a otro empieza, 
cuando la trensposasa une las dos secuencias 
de DNA invertidas, formando un lazo de DONA. 
La inserción en el cromosoma diana, 
catalizada por la transposasa, se produce en 
un lugar al azar mediante la formación de 
roturas escalonadas en dicha cromosoma 
diana (puntas de flechá rojas). Después de 

la transposición, los huecos en la cadena 
sencilla generados par la rotura escalonada, 


-sereparan con tuna ONÁ polimerasa y una 


ligasa tpúrpura). Como resultado de ello, el 
jugar de inserción queda mercado por una 
repetición directa de fa secuencia de DNA 
diana, tal como se indica. A pesar de que la 
rotura en el cromosoma dador (verda) se 
repara, a menudo este proceso altera la 
secuencia de DNA, dando lugar a una 
mutación en el lugar original del elemento 
trausponible escindido (no mostrada). 
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replicación de su genoma, La transposición también desempeña un papel clave en el ciclo 
vital de muchos otros virus, Los más destacables son los retrovírus, entre los cuales se en- 
cuentra el virus humano del sida o vinas HIV. Fuera de la célula, los retrovirus están forma- 
dos por un genoma de cadena sencilla de RNA encerrado en una cápside de proteína junto 
con una enzima codificada por el vinas denominada transcriptasa inversa. Durante el pra- 
ceso de infección, el RNA vírico entra en la célula y con su información se sintetiza una 
molécula de DNA, de doble cadena precisamente mediante la acción de esta enzima, 
que es capaz de polimerizar DNA a partir de un patrón tanto de RNA como de DNA 
(Bigura 5-71 y Figura 572). El término retrovirus hace referencia a la habilidad de estos vi- 
rus para revertir el fhujo habitual de la información genética, que normalmente va del DNA, 
al RINA [véase Figura 1-5). 

Cuando la transcriptasa inversa ha producido la molécula de doble cadena de DNA, 
unas secuencias especificas cercanas a los dos extremos de la doble cadena $e unen me- 
diante la acción de una transposasa lernada integrase, codificada por el virus, Esta integra- 
sa genera extremos 3'-OH activos en el DNA vírico, que pueden atacar de forma directa una. 
molécula de DNA diana mediante un mecanismo similar al de corte y pega utilizado por los 
transposones de DNA (Figura 5-73). De hecho, análisis detallados de la estructura tridi- 
mensional de las transposasas bacterianas y la integrasa HIV han revelado similitudes muy 
remarcables en estas enzimas, a pesar de que sus secuencias de aminoácidos han divergido 
considerablemente. 


Los retrotransposones retrovirales se parecen a los retrovirus, 
pero no tienen proteína de cubierta 


Existe tina gran familia de transposones llamados retrotransposones retrovirales (véase 
Tabla 5-3) que son capaces de desplazarse por sí mismos dentro y fuera de los cromeosornas, 
mediante un mecanismo idéntico al que utilizan los retrovirus. Estos elenentos están pre- 
sentes en organismos tan distintos como las levaduras, las moscas y los mamiferos. Aunque 
estos retrotransposones, a diferencia de los virus, no tienen Ja habilidad intrínseca de aban- 
donar la célula residente, sí que pasan a todas las células descendientes mediante los proce- 
sos normales de replicación del DINA y división celular. La primera etapa de su transposición 
es la transcripción de todo el transposón, produciendo ura copía de ENA del elemento que 
suele tener una longitud de varios miles de nucleótidos. Este transcrito, que la cébula hués- 
ped traduce como un RNA mensajero, codifica una enzima transcriptasa inversa. Esta 
enzima kace una copia de la molécula de RNA a DNA de doble cadena a través de un inter- 
mediario híbrido RNA/DNA que imita los primeros estadios del procesa de infección por 1 
retrovirus (véase Figura 5-71. La analogía continúa, ya que la molécula lineal de DNA de 
doble cadena se integra al azar en el cromosoma mediante waa enzima integrasa tembién 
codificada por el elemento (véase la Figura 5-73). - 


Figura 5-70 Estructura del intermediado 
central formado por una transporasa que 
corta Y pega, (A) Esquema de la estructura 
completa. (B) Estructura detallada de una 
trensposase que abraza los dos extremos 
de DNA; los grupos 3-OH están listos para 
actuar sobre un crornosoma diana, Uno de 
tos dominios de la transposasa reconoce 

la secuencia de DNA en el extremo del 
transposón mientras que otro dorsinio 
diferente Heva a cabo el proceso de rotura y 
ensariblaje (B, e partir de DA, Devles et al, 
£cfence 289:77-83, 2000, Con la atrtorización 
de BAME) 
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Figura 5-71 Ciclo “vital” de un retrovirus. El genoma del retrovirus está formado por una molécula de RNA de unos 2500 nucleótidos; 
normalmente, en cada partícula vírica están empaquetadas dos de estas moléculas, La enzima transcripinsa inversa hace primero una 
copia de DNA de la motécula de RNA vírica y después sintetiza una segunda cadena de DINA, con lo cua! se genera una copía de DNA 
de dos cadenas del genoma de RNA, La integración de este DNA de doble hélice en el cromosorna huésped está catalizada por una 
enzima integrasa codificada por el virus (véase Figura 5-73), Esta integración es necesaría pera la sintesis de las nuevas moléculas de 
RNA vídeo mediante la RNA polimerasa de la-célula huésped, que €s la enzima que vanscribe el OMA 2 RNA (véase el Capitulo 6), 


Una gran proporción del genoma humano está compuesto 


de retrotransposones no retrovirales. 


Una fracción significativa de muchos cromasornas de los vertebrados está constituida por se» 
cuencias de DNA repetitivas. En los cromosomas humanos estas repeticiones son mayorita- 
riamente versiones mutadas y tuncadas de retrotransposones no retrovirales, el tercer gran 
tipo de transposones (véase Tabla 5-3). A pesar de que muchos de estos transposones son in- 
móviles, vos pocos aún mantienen la capacidad de desplazarse. Se kan identificado los des- 
Plazamientos relativamente recientes del llamado elemento LJ (algunas veces también 
llamado LINE: long interspersed nuclear element), algunos de los cuales dan lugar a enferme- 
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Figura 5-72 Transcriptesa inversa. 

(4) Estructura tridimensional de la enzima 
del virus HEV (virus hurnano del sida) 
determinada por cristalografía de rayas X. 
(8) Modelo que muestra la actividad de la 
enzima sobre un RNA patrón. Nótese que el 
dominio de la polimerasá [amarillo en B) 
tiene un dominio (rojo) RNAsa H (H de 
“híbrido” unido covalenternente que 
degrada la cadena de RNA de la hélice” 

de RNA/DMA. Esta actividad ayuda a la 
polimerasa a convertir la hélice híbrida inicial 
en una doble hélice de DNA, (A, cortesía 

de Tom Steitz; 8, adeptado a partir de 

L.A. Kohistaedt et al, Sence 256: 1783-1790, 
1992, Con la autorización de AAAS) 
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dades humanas; por ejemplo, la inserción de L] en el gen que codifica el Factor VAL, proteína 
de coagulación de la sangre, produce un tipo de hemnofilia tvéase la Figura 6-25). 

Los retrotransposones no retrovirales se encuentran en muchos organismos y se despla- 
zan a través de diferentes mecanismos que requieren un complejo de endonueleasa y braris- 
criptasa inversa. En este mecauvismo, el RNA y la transeríptasa inversa tienen un papel 
inucho más directo en el proceso de la recombinación que eh el caso de los retrotransposo- 
nes de tipo retroviral descritos anteriormente, tal como se hustra en la Figura 5-74. 

El estudio de la secuencia del genoma humano ha desvelado que la mayoría de los re- 
trotransposones no retrovirales —por ejemplo, la gran cantidad de copias del elemento Alu, 


un miembro de la familia SINE (short interspersed ruuclear elemen) —han perdido los genes 


de la endonucleasa o de la retrrowanscriptasa inversa. Aun así, han conseguido amplifcarse 
con éxito hasta convertirse en el constituyente más importante del genoma buxnano, pro- 
bablemente utilizando enzimas codificadas por otros transposones. 

Parece que los elernentos L1 y Alu se han muluplicado en el genoma humano de forma 
bastante reciente (Figura 5-75), ya que secuencias muy parecidas a D1 y Alu de ratón tienen 
ín emplazamiento muy distínto en las cromosornas respecto a los cromosomas humanos 
(véase Figura 4-80). Junto con los LINE y los SINE, estos transposones constituyen alrededor 
del 40% del genorsa hurano (véase dida a Ñ 


En distintos organismos predominan distintos elementos 
transponibles 


Hemos descrito distintos tipos de elersentos transponibles: (1) transposones de DNA, cuyo 
desplazamiento se basa en cortes y uniones del DNA; (2) retrotrausposones retrovirales, que 
también se desplazan mediante procesos de corte y unión de DNA, pero en los que el RNA 
tiene un papel clave como patrón generando el sustrato de la recombinación del DNA, y (3) 
retrotransposones no retrovirales, en los que se necesita una copia de RNA del elemento pa- 
ra que pueda integrarse en el DNA diana, el cual actúa directamente como patrón para la 
transcripción inversa a DNA utilizando el propio DNA diana como cebador. 

Curiosamente, en distintos organismos predominan distintos tipos de tansposones. 
Por ejemplo, la iarmnensa mayoría de los transposones bacterianos son transposenes de DINA, 
mientras que sólo unos cuantos de ellos están relacionados con retrotransposones no retro- 


Figura 5-74 Transposición mediada por un retrorransposón no retroviral. El elemento 
13 (rojoj inicia la transposición cuando una endonucleasa unida a la ranscriptasa inversa 
de Li fuerde) y al RNA de 1) lozaf hace una muesca en el DNA diana en el punto donda 
tendrá lugar la inserción, Este conte libera un extremo 3'-OM del DNA diana, que es 
utilizado como cebador en la etapa de transcripción inversa que se muestra. Este hecho 
genera una copia de DMA de cadena sencilla del elemento que está directomente unido 
al DNA diana. En las reacciones siguientes, se sigue procesando la copta de DNA de 
doble cadena, dando lugar 4 Una nueva copia de ONA de doble cadena del elemento 1] 
que se ha insertado en el lugar de la muesca inicial, 


Figura 3-73 Fransposición mediante un 
retrovirus fcormo el HA) a mediante un 
retrotransposón no retroviral, El proceso 
empieza cora producción de una molécula 
de DNA de doble cadena inaranjal por la 
retrotranscriptasa inversa (véase Figura 5-71), 
És tina etapa inicial, la enzima integrasa 
forma un lazo de DNA y corta uña cadena a 
cada extrerno de la secuencia de ONA vírica, 
exponiendo asilos nuevos grupos Y-OH, A 
continuación, cada uno de estos extremos 
30H ataca un entace fos stodiéster en tuna 
posición al azar de las cadenas Opuestas en 

el cromosoma diana (puntas de flecha rojas 
sobre ONA de color ozufi. De esté modo, la 
secuencia de DINA vírica es insertada en el 
cromosoma diana, dejando unos pequeños 
huecos a cada fado que son rellenados 
mediante los procesos de reparación de DONA, 
Debido a que se rellenan los huecos, este 
mecanismo (como la transposición por corte 
y unión) deja repeticiones cortas de la 
secuencia de DONA diana (negro) a cada lado 
del segmento de ONA integrado. 
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virales, En levaduras, los elementos móviles mayoritarios observados son retrotransposones 
rerrovirales. En Drosophila se encuentran los tres tipos de transposones. Por último, en hu- 
manos, también se encuentran los tres tipos de transposones, pero su historia evolutiva es 
bien distinta, tal como se describirá a continuación. 


La secuenciación del genorna permite conocer aproximadamente 
cuándo se han desplazado los elementos transponibles 


La secuencia de nucieótidos del genoma humano ofrece tn “registro fósil” muy rico de la 
actividad de los transposones a lo largo del tiempo de evolución que abarca. Comparando 
cuidadosamente las secuencias de nucleátidos de los aproximadamente 3 millones de restos 
de elementos transponibles presentes en el genoma humano, ha sido posible reconstruir de 
forma aproximada los desplazamientos de los transposones en los genornas de nuestros an- 
cestros desde hace varios centenares de millones de años. Por ejemplo, parece que los traos- 
'. pesones de DNA fueron muy activos antes de la separación de los humanos y los simios del 
viejo mundo (hace 25-35 millones de años); pero debido a que gradualmente acumularon 
mutaciones inactivas, desde entonces están latentes en el bnaje humano, Del raismo modo, 
2 pesar de que nuestro genoma está lleno de reliquias de transposones retrovirales, ninguno 
de ellos parece estar activo hoy en día. Se cree que en el genoma humano los transposones 
retrovirales de una sola familia han sido activos desde la divergencia de los humanos y los 
chimpancés, aproximadamente hace 6 millones de años. Los retrotransposones no retrovi- 
rales tarabién son antíguos, pero al contrario de los otros dos tipos, algunos de ellos todavía 
se desplazan por nuestro genoma, como ya mencionamos. Por ejemplo, se estima que el 
desplazarmiento de novo del elemento Alu sucede una vez cada 109-200 nacimientos huma- 
nos. El desplazamiento de los retrotransposones no retrovirales es el responsables de una 
pequeña pero significativa fracción de nuevas mutaciones humanas, quizás 2 de cada mil 
mutaciones, 

La situación en los ratones es significativamente distinta. A pesar de que los genomas de 
ratón y de humanos contienen, a grandes rasgos, la misma frecuencia de los tres tipos de 
trarsposones, los dos tipos de retrotransposones todavía son activos en el genoma de ratón, 
y son responsables de cerca del 10% de las nuevas mutaciones. 

Aunque estamos empezando a comprender la forma en que el desplazamiento de los 
transposones ha modelado los genomas actuales de los mamiferos, se ha propuesto la im- 
plicación de los periodos de actividad de los transposones en los procesos de especiación. 

durante la radiación de los linajes de mamiferos a partir de un ancestro comiín, un proceso 
que empezó aproximadamente hace 170 millones de años, En este punto, podemos pregun- 


tax cuántas de nuestras cualidades humanas características surgieron de la actividad pasada. 


de la gran cantidad de elementos genéticas móviles cuyos restos todavía se encuentran dís- 
persos a lo largo de nuestros cromosomas. 


La recombinación conservativa específica de lugar puede reordenar 
el DNA de forma reversible 


Un mecanismo distinto de recormbinación, llamado recombinación conservativa especifica 


de lugar, rnedia la reordenación de otros tipos de elementos móviles de DINA. En esta vía, se 
produce un proceso de corte y unión en dos lugares especiales, uno en cada molécula de 
DNA que participa. Según la posición y la orientación relativa de los dos lugares de recom- 


binación se producirá la integración, la escisión o la inversión del DNA (Figura 5-78). La re-. 
combinación conservativa específica de lugar la llevan a cabo enzimas especializadas-que 


rompen y unen dos dobles hélices de DNA por secuencias específicas en cada molécula de 
DNA. El mismo sistema enzimático que une las dos moléculas de DNA también puede, a 
menudo, separarlas, restaurando de forma precisa la secuencia original de las moléculas de 
DNA (véase Figura 5-764A). . 

Algunas características distinguen la recombinación conservativa específica de lugar de 
la transposición. La primera es que la recombinación conservativa específica de lugar nece- 
sita secuencias especializadas de DNA en ambos DNA, el receptor y el dador (de ahí que sea 
específica de lugar). Estas secuencias contenen lugares de reconocimiento para la recombi- 
haga particular que catalizará la reordenación. Por el contrario, la transposición sólo requie- 
te que el transposón tenga una secuencia especializada. La segunda es que los mecanismos 
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Figura 5-75 Expansión de las secuencias 
Alu y 87 encontradas en los genomas de 
humano y de ratón, respectivamente. 

Se cree que estas dos secuen«cias de DNA 
transponibles han evolucionado a partir del 
gen 7SL RNA que codifica el RNA de SRP 
tuéase Figura 12-39), A partir de sus 
posiciones en ambos genomas y de la 
similitud de secuencia de estos elementos 
altamente repetidos, parece que la principal 
expansión en cuanto a número de copias ha 
ocurrido de forma independiente en ratones 
y en humanos (véase Figura 4-80), (Adaptado 
a pertir de EL. Deininger y S.R. Daniels, Trends 
Genet. 2:76-809, 1986. Con la autorización de 
Elsevier; e International Human Genome 
Sequencing Consortiuna, Nature 409:860-921, 
2001. Con la autorización de Maceoillan 
Publishers Ltd.) 
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de reacción son fundamentalmente diferentes. Las recombinasas que catalizan la recormbi- 


nación conservativa específica de lugar se parecen a las topoisomerasas en que forman . 


uniones covalentes de gran energía y transitorias con el DNA y utilizan esa energía para 
completar la reordenación del DNA. Así, todos los enlaces fosfato que se rompen durante la 
recombinación, al Anal se restauran (de ahí que se larne conservativa). La transposición, en 
cambio, utiliza la reacción de transesterificación que no se de por la unión covalente de una 
proteína a un intermediario de DNA. Este proceso deja huecos en el DNA que deben ser re- 
parados por wma DNA, polimerasa y por una ligasa, las cuales necesitarán una entrada de 
energía en forma de hidrólisis de nucleótidos. 


La recombinación conservativa específica de lugar fue descubierta 
en el bacteriófago A 


El primer elemento de DNA móvil, en el que se estudió en detalle su bioquímica, fue un vinos 
bacteriano: el bacteriófago lombda, Cuando este virus penetra en una célula, dirige la síntesis 
de una recombinasa codificada por él xoismo, la integrasa lambda. Esta enzima media la 
unión covalente del DNA vírico con el cromosoma bacteriano, lo que provoca que el virus en- 
tre a formar parte de este cromosoma y así se replique automáticamente como parte del DNA 
del huésped. El proceso de recombinación empieza cuando varias moléculas de la proteína 
integrasa se unen fuertemente a na secuencia específica de DNA en el cromosoma circular 
del bacteriófago, junto con varias proteínas del huésped. Entonces, este complejo DNA-pro- 
teína puede unirse a un sitio de unión de la secuencia de DNA del cromosoma bacteriano, 
permitiendo el encuentro entre los cromosomas de la bacteria y del bacteriófago. A conti- 
nuación, la integrasa cataliza el proceso de corte y unión necesario que da lugar a la recorn- 
binación. En el punto de intercambio se forma una dimínuta unión heterodúpiex, ya que 
entre las dos secuencias unidas existe una región corta de secuencia homóloga (Figura 5-77). 

El mismo tipo de mecanismo de recombinación específica de lugar permite que el DNA 
del bacteriófago lambda salga de su lugar de integración en el cromosoma de E. coli en res- 
puesta a señales específicas y se multiplique rápidamente dentro de la célula bacteriana 
(Figura 5-78). La escisión está catalizada por un coraplejo formado por la enzima integrasa 
y por factores del huésped junto con una segunda proteína del bacteriófago, la excisionasa, 
que está producida por el virus solamente cuando su célula huésped está estresada. En este 
caso, al bacteriófago le interesa abandonar la célula huésped y multiplicarse de nuevo como 
partícula vírica. 


La recombinación conservativa específica de lugar se utiliza para 
activar o desactivar genes 


Cuando los lugares especiales reconocidos en la recombinación conservativa específica de 
lugar están orientados de forma inversa, la secuencia de DNA entre ellos es preferentemen- 
te invertida en lugar de escindida (véase Figura 5-78). Muchas bacterias utilizan este tipo de 
inversión de la secuencia de DNA para controlar la expresión génica de genes particulares, 


Figura 5-76 Dos tipos de reordenamientos 
del DNA producidos por recombinación 
conservativa específica de lugar. La ónica 
diferencia entre las reacciones en (A) y (B) es 
la orientación relativa de los dos pequeños 
lugares del DNA (mercados con flechas) 

en donde tiene lugar la recombinación 
específica de lugar. (4) Una molécuta de 
DNA circular puede ser incorporada a una 
segunda molécula de DNA, mediante una 
reacción de integración. Mediante la reacción 
inversa fescisión), puede salir y volver a 
forrnar el DRA circular original. Muchos virus 
de bacterias se desplazan dentro y fuera 

de los cromosomas de sus huéspedes de 
este modo (réase Figura S-77).(8) La 
recombinación conservativa específica de 
lugar también puede invertirun segmento 
específico de DNA en un cromosorna. Un 
ejeraplo bien estudiado de inversión de ONA 
mediante recombinación específica de lugar 
ene lugar en la bacteria Salmonella 
tvpbienuriurn, Un organisrao que es la causa 
principal de intoxicación por alimentos en 
humanos; la inversión del segmento de DNA 
cambla el tipo de flagelo que produce la 
bacteria (véase Figura 7-64), 
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figura 5-77 Inserción del cromosoma de 


DHA circulos del bacteriófago lambda en el 


cromosoma bacteriano. En este ejemplo de 
recombinación conservativa específica de 
lugar, la enzima integrasa lambda se une a un 
sio de unión especifico de la secuencia de 
DNA en cada cromosoma, donde produce 
cortes que marcan Una secuencia corta de 
ONA homólogo. Entonces la integrasa 
carabía le pareja de las cadenas, las une y 
forraa una unión heterodóplex que ene una 
longitud de stete pares de nucdeóridos. Son 
necesarias un total de cuatro reacciones de 
corte y unión. Para cada una de ellas, la 
energía del erface tosfodiéster que se rornpe 
se almacena transitofiarjente en una unión 
covalente entre el DINA y la enzima, de 
manera que el selíado de la cadena de DNA 
tiene lugar sin gasto de ATP ni DIVA ligasa, 


Figura 5-78 Ciclo vital del bacteriófago 


SÍNTESIS DE PROTEINAS 
VÍRICAS NECESARIAS 
PARA LA FORMACIÓN 


tambda. El genoma de DINA de doble cadena 
de lambda contiene 59,000 pares de 


DE MUEVOS VIRUS nucdeótidos y codifica unas 50-60 protelnas 
diferentes. Cuando el DNA de lambda entra 
ena célula, sus dos extremos se Unen 

A formando una molécula de DNA circular, El 
inducción RÁPIDA REPLICACIÓN bacteriófago puede multiplicarse en E colí 
. A DEL DNA DE LAMBDA por una vía lítica, que destruye la cóluta, o 

) j Y EMPAQUETAMIENTO bien puede entrar en un estado latente de 


ss, EN VIRUS COMPLETOS profago. Sise produce algún daño sobre una 


célula que lleva un profago de lambia, se 
induce 2 que éste salga de su cromosora 
huésped y active su crecimiento lltico (fechas 
rojas). Tento la entrada del DNA de larmbdaa 

- como su salida del cromosoma bacteriano 
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(B) EN OTROS TERDOS El GEN DE INTERÉS SE EXPRESA CON NORMALIDAD 
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por ejemplo ensamblando un gen activo a partir de segmentos codificadores separados. Es- 
te tipo de control génico tiene la ventaja de que se puede heredar directamente, ya que el 
nuevo reordenamiento del DNA se transfiere a los eromosomas hijos de forma automática 
cuando la célula se divide. Veremos ejemplos específicos de este usa de la recombinación 
consexvativa especifica de lugar en el Capítulo 7 (véase Figura 7-54). . 

Las recombinasas conservativas bacterianas específicas de lugar se han convertido en 
herramientas muy útiles pera los biólogos celulares y del desarrollo. Para poder descifrar el 
papel de determinados genes y proteínas en organismos complejos pluricelulares, se uBli- 
zan técnicas de ingeniería genética para producir ratones que tengan un gen que codifigue 
una enzima para la recombinación específica de lugar y una diana de DNA diseñada que 


¿contiene los lugares que reconoce dicha enzima. En el momento adecuado, el gen que cadi- 


fica la enzima puede activarse y reordenar la secuencia del DNA diana. Este reordenamien- 
to se utiliza para eliminar un gen de un tejido en particular de ratón (Figura 5-79). Esta 
técnica es particularmente útil cuando el gen de interés desempeña un papel principal en el 
desarrollo temprano de muchos tejidos; una deleción completa del gen desde la línea ger- 
minal podría provocar la muerte en etapas termpranas de la embriogénesis. Se puede utilizar 
la misma estrategia para expresar de forma inapropiada cualquier gen específico en un teji- 
do de interés. Con esta herramienta, en principio, se puede determinar la influencia de cual- 
quier proteína en cualquier tejido de un animal intacto, 


Resumen 


Los genomas de prácticamente todos los organismos contienen elementos genéticos móviles que 
pueden despíazarse desde una posición en el genoma a otra, mediante procesos de recombinación 
transposicional o conservativa específica de lugar En la mayoría de los casos, este desplazamiento se 
produce al azar y ocitrre con frecuencias muy bajas. Los elémentos genéticos móviles incluyen los 
transposones, que se desplazan dentro de una misma célula (y sus descendientes), y todos aquellos 
virus cuyos genomas pueden integrarse en los genomas de sus cólulas huésped. 
Existen tres clases de transposones: transposenes de DNA, retrotransposones retrovirales y re- 
“trotransposones no retrovirales. Excepto los de la tercera clase, todos los transposones tienen parien» 
tes muy cercanos entre los virus. A pesar de que los virus y los elementos transponibles pueden 
considerarse como parásitos, muchos de los nuevos ordenamientos de las secuencias del DINA que 
producer sus procesos de recombinación específica de lugar han generado una variabilidad genétl- 
ca crucial para la evolución de las células y los organismos. : 


Figura 5-79 Cómo se puede wtilizar la 
enzima dela recombinación conservativa 
específica de lugar para eliminar genes 
específicos de determinados tejidos de 
ratón, Esta técnica requiere la inserción en 
la línea germinal del anirnal de dos molécutas 
de DNA diseñadas especialmente, La primera 
contiene el gen de la recombinasa (en este 
caso la recormbinasa Cre del bacteriófago PI) 
bajo control de un promotor específico de 
tejido, que asegura que fa recornbinasa sálo 
se exprese en ese teído. La segunda 
molécula de DNA contiene el gen de interés 
flanqueado por sitios de reconocimiento para 
la recornbinasa len este caso sitios toxP). 

El ratón está modificado de tal manera que 


" ésta esla única copla de ese ger: así, dl la 


recombinasa sólo se expresara en el higado, 
el gen de interés se etiminaria all y sólo alí 

Tal como se describe en el Capitido Y, se co" 
nocen muchos promotores específicos de te- 
fido; adernás, muchos de esos promotores 
son activos sólo en momentos concretos del 
desarrollo. Así, es posible estudiar el efecto de 
la eliminación específica de genes en muchos 
tiempos diferentes durante el desarrollo de 
cada tejida, 


PROBLEMAS 


PROBLEMAS 
¿Qué afirmaciones son ciertas? Explicar por qué sío por qué no 


5-4 ba hay dos células del cuerpo que tengan la secuencia neu- 
cleotídica idéntica. 


5-2 En E coll, en la que la horquilla de replicación viaja a una 
velocidad de 500 paxes de nucleótidos por segundo, el DNA situa» 
do por delante de la horquilla tene que rotar aprooimadamente a 
una velocidad de 3090 revoluciones por minuto. 


53 Cuando se encuentran dos horquillas de replicación bidi- 
reccionales de orígenes adyacentes, la cadena conductora sier- 
pre se encuenta con la cadena retrasada. 


5-4 Todos los mecanismos de reparación del DNA dependen de 
la existencia de dos copias de la información genética, ua en ca- 
da ima de los cromosomas homólogos. 


Resolver los siguientes problemas 


5-5 Para determinar la reproducibilidad de las mediciones de ta 
frecuencia de rautación, se realiza el siguiente experimento, Se 
inoculan 1 culrivos, cada uno con una sola bacteria de E coli, y se 
dejan crecer hasta que cada uno contenga 108 células; entences, 
se mide el número de células en cada cultivo que tienen una mu- 
tación en el gen de interés, Corno los resultados del experimento 
inicial son sorprendentes, se repite el experimento para confir- 
maxlos, Ambos conjuntos de resultados muestran una variabilidad 
extrema, coro se muestra en la Tabla PS-L Asumiendo que la ta- 
sa de mutación es constante, ¿por qué hay tanta variación en la 
frecuencia de células reurantes entre cultivos diferentes? 


Tabla P5-1 Frecuencias de células mutantes en varios 
cult 
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5-6 Las enzimas de reparación del DNA reparan sobre todo 
errores de apareamiento de bases en la cadena de DNA recién 
sintetizada, utilizando la cadena de DNA antigua como patrón. Si 
los errores de apareamiento fuesen reparados sín tener en cuenta 
qué cadena fue utilizada como patrón, ¿se reducirfan los errores 
de replicación con el sistema de reparación de errores de aparea- 
miento? Un mecanismo de reparación de errores de aparearnien- 
to indiscriminado, ¿daría lugar a una tasa de mutación inferior, 
superior o igual que si no hubiese ningun mecanismo de repara- 
ción? Razonar las respuestas. 


5-7 Sila DNA polimerasa necesita un cebador perfectamente 
apareado pera poder añadir el siguiente nucleótido, ¿cómo es que 
se le “escapan” nucleótidos mal apareados que sirven como sus- 
trato a las enzimas de reparación de errores de apareamiento? 


5-8 Un laboratorio está estudiando el ciclo “vital” de un virus 
animal cuyo genorsa es un DNA circular de doble cadena. El pro- 
yecto consiste en definir la localización del (de los) origentes) de 
replicación y determinar sí esta localización se da en un sentido o 
en ambos a partir del origen (replicación unidireccional o bidi- 
reccional). Para conseguirlo se han aislado moléculas replicativas, 
cortándolas con una nuecleasa de restricción que corta el genoma 
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vírico en un solo punto y convierte en lineal la molécula de DINA; 
se han examinado las moléculas resultantes con el microscopio 
electrónico. Algunas de las moléculas observadas se ilustran en la 
Figura PS-1. (Recordax que es imposible distinguir la orientación. 
de una molécula de DNA de otra en el microscopio electrónico.) 

Es necesario presentar las conclusiones al resto del laboratorio 
mañana mismo. ¿Cómo contestar a las dos preguntas iniciales? 
¿Hay un solo origen de replicación o varios? ¿Laseplicación es 
unidireccional o bidireccional? 


Figura PS-4 Formas patemnas 
y replicativas de uncÁras 
burbujas animal (Problema 5-8). 
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5-9 Al comparar la frecuencia de las dieciséis secuencias de 
dinucieótidos posibles en E. colí y en células humanas, no hay 
diferencias significativas excepto el nucleótido S'-CG-3". La fre- 
cuencia de los dinucleóridos CG en el genoraa humano es signifi- 
cafivamente inferior que en E coli y significativamente inferior 
que el esperado por azar. ¿Por qué los dinucleótidos CG están in- 
frarrepresentados en el genoma humano? 


5-30 Parece que las células somáticas acumulan "cicatrices" ges 
nóraicas como resultado de la reparación poco precisa de las ro- 
turas de doble cadena por unión de extremos no homólogos 
(NHEF nonkomologous end-joining). Según la frecuencia de ro- 
turas en fibroblastos humanos primarios, a la edad de 70 años, ca- 
de célula somática contiene unas 2000 mutaciones inducidas por 
la unión de extremos no homélogos debido a reparaciones im- 
precisas. Si esas mutaciones se distiibuyeran al azar por todo el 
genoma, ¿cuántos genes estarían afectados? ¿Es previsible que la 
función celular estuviese afectada? Explicar por qué. (Ásuodir que 
el 2% del genoma, un 1,5% codificante y un 0,5% regulador, con- 
tiene información crucial.) 


- 5-11 Dibujar la estruchura de la doble unión de Holliday que re- 


sultaria de la invasión de cadena por los dos extremos de un dú- 
plex roto a un dúplex homólogo intacto como el que se muestra 
en la Figura PS-Z indicar el extremo izquierdo de cada cadera de 
la unión de Holliday S' o Y de manera que la relación entre el dú- 
plex paterno y el recombinante sea clara. Índicar cómo se utilizaría 
la síntesis de DNA para Henar los huecos en cada cadena. 


5-12 ¿Por qué la recombinación entre secuencias repetidas simi- 
lares pero no exactas representa un problema para las células hu- 
raanes? ¿Córao nos protege el sistema de reparación de errores de 
apareamiento de este tipa de recombinaciones? 


5 3 Figura PS--2 Un dúplex rato cor 
A coles de cadena sencitla listas 
para invadir un dúplex homálogo 
intacto (Problema 5-11). 
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el genoma: del DNA 


a la proteína 


No fue hasta que se descubrió la estructura del DNA, a principios de la década de 1950, cuan- 
do se bizo evidente de qué manera estaba codificada la información hereditaria en la secuen- 
cia de nucleótidos del DNA. Desde entonces el progreso ha sido espectacular. Cincuenta años 
después, conocimos la secuencia completa del genoma de muchos organismos, incluyendo 
los seres humanos y, por consípujente, conocemos la méxima cantidad de información que se 
requiere pera generar un organismo corapiejo corno nosotros mismos. Los bimites de la infor- 
mación hereditaria determinan las características bioquímicas y estructurales de las células y 
dejan bien establecido que la biología no es infinitamente compleja. 

En este capítulo, explicaremos de qué manera descodifcan y utilizan las células la infor- 
mación de sus genomas. Hemos aprendido mucho sobre las instrucciones genétcas escritas 
en un alfabeto de tau sólo cuatro “letras” —los cuatro nucleótidos diferentes del DNA- y 
cómo estas instrucciones ditigen la formación de una bacteria, una mosca o un ser humano, 
Sin embargo, todavía queda mucho por descubrir sobre cómo la información almacenada 
en el genoma de un organismo puede originar incluso la bacteria más sencilla con 500 ge- 
nes, y mucho menos cómo dirige el desarollo de un organismo humano, con $us aproxima- 
damente 25.000 genes. Todavía quedan muchas áreas oscuras, retos fascinantes que esperan 
ala próxima generación de biólogos y biólogas celulares. 

Los problemas a los que se enfrentan las células para descodificar sus genomas se pue- 
den apreciar si consideramos una pequeña parte del genoma de la mosca del vinagre Dro- 
sophila melanogaster (Figueca 6-1). Una parte importante de la información codificada en el 
DNA tanto de este como de otros genomas, especifica el orden lineal Ja secuencia— de los 
aminoácidos de cada proteína que fabrica el organismo. Como se describe en el Capítulo 3, 
la secuencia de aminoácidos, a su vez, dirige el plegamiento de cada proteína dando lugar a 
una reolécula con una forma y unas propiedades químicas características. Cuando una céhu- 
la fzbrica una determinada proteína, ene que descodificax de forma adecuada la región co- 
respondiente del genorra. Pero el DINA del genoma también codifica información que 
especifica en qué momento de la vida del organismo y en qué células se expresará cada gen 
en forna de su cormespondiente proteína. Dado que las proteínas son jos principales com- 
ponentes de las células, la descodificación del genoma no sólo determina el tamaño, la for- 
ma, las propiedades bioquímicas y el comportamiento de las células, sino también las 
características distintivas de cada especie de la Tierra. 

En principio, se podría pensar que la información presente en los genomas debería es- 
tar dispuesta de una manera ordenada, parecida a la de un diccionario o a la de un listin de 
teléfonos. Aunque los genomas de algunas bacterias parecen bastante bien organizados, los 
genornas de la mayoría de organismos pluricelulares, como el de la Drosophila de nuestro 
ejemplo, están sorprendentemente desordenados. Las pequeñas fracciones de DINA codifi- 
cedor (es dectr, el DNA que codifica proteínas) están separadas entre sí por enormes bloques 
de DNA sin significado aparente. Algunos fragmentos del genorna contienen muchos genes, 
mientras que otros están casi desprovistos de ellos. Las proteínas que realizan funciones 

"uy relacionadas en la célula suelen tener sus genes localizados en cromosomas diferentes, 
mientras que los penes adyacentes codifican proteínas que tienen muy poco que ver unas 
con otras. Descodificar los genomas no es tezea fácil, hacluso con la ayuda de potentes orde- 
nadores, a los investigadores les sigue resultando muy difícil localizar de forma precisa el ini- 
cio y el final de los genes, en las secuencias de DINA de los genomas complejos, y todavía más 
difícil predecir cuándo se expresará cada gen en la vida del organismo. Aunque se conoce la 
secuencia del genorna humano, probablemente necesitaremos toda una década para identi- 

- ficar cada gen y determinar la secuencia de aminoácidos precisa de la proteína que codifica. 
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el genoma: del DNA 


a la proteína 


No fue hasta que se descubrió la estructura del DNA, a principios de la década de 1950, cuan- 
do se bizo evidente de qué manera estaba codificada la información hereditaria en la secuen- 
cia de nucleótidos del DNA. Desde entonces el progreso ha sido espectacular. Cincuenta años 
después, conocimos la secuencia completa del genoma de muchos organismos, incluyendo 
los seres humanos y, por consípujente, conocemos la méxima cantidad de información que se 
requiere pera generar un organismo corapiejo corno nosotros mismos. Los bimites de la infor- 
mación hereditaria determinan las características bioquímicas y estructurales de las células y 
dejan bien establecido que la biología no es infinitamente compleja. 

En este capítulo, explicaremos de qué manera descodifcan y utilizan las células la infor- 
mación de sus genomas. Hemos aprendido mucho sobre las instrucciones genétcas escritas 
en un alfabeto de tau sólo cuatro “letras” —los cuatro nucleótidos diferentes del DNA- y 
cómo estas instrucciones ditigen la formación de una bacteria, una mosca o un ser humano, 
Sin embargo, todavía queda mucho por descubrir sobre cómo la información almacenada 
en el genoma de un organismo puede originar incluso la bacteria más sencilla con 500 ge- 
nes, y mucho menos cómo dirige el desarollo de un organismo humano, con $us aproxima- 
damente 25.000 genes. Todavía quedan muchas áreas oscuras, retos fascinantes que esperan 
ala próxima generación de biólogos y biólogas celulares. 

Los problemas a los que se enfrentan las células para descodificar sus genomas se pue- 
den apreciar si consideramos una pequeña parte del genoma de la mosca del vinagre Dro- 
sophila melanogaster (Figueca 6-1). Una parte importante de la información codificada en el 
DNA tanto de este como de otros genomas, especifica el orden lineal Ja secuencia— de los 
aminoácidos de cada proteína que fabrica el organismo. Como se describe en el Capítulo 3, 
la secuencia de aminoácidos, a su vez, dirige el plegamiento de cada proteína dando lugar a 
una reolécula con una forma y unas propiedades químicas características. Cuando una céhu- 
la fzbrica una determinada proteína, ene que descodificax de forma adecuada la región co- 
respondiente del genorra. Pero el DINA del genoma también codifica información que 
especifica en qué momento de la vida del organismo y en qué células se expresará cada gen 
en forna de su cormespondiente proteína. Dado que las proteínas son jos principales com- 
ponentes de las células, la descodificación del genoma no sólo determina el tamaño, la for- 
ma, las propiedades bioquímicas y el comportamiento de las células, sino también las 
características distintivas de cada especie de la Tierra. 

En principio, se podría pensar que la información presente en los genomas debería es- 
tar dispuesta de una manera ordenada, parecida a la de un diccionario o a la de un listin de 
teléfonos. Aunque los genomas de algunas bacterias parecen bastante bien organizados, los 
genornas de la mayoría de organismos pluricelulares, como el de la Drosophila de nuestro 
ejemplo, están sorprendentemente desordenados. Las pequeñas fracciones de DINA codifi- 
cedor (es dectr, el DNA que codifica proteínas) están separadas entre sí por enormes bloques 
de DNA sin significado aparente. Algunos fragmentos del genorna contienen muchos genes, 
mientras que otros están casi desprovistos de ellos. Las proteínas que realizan funciones 

"uy relacionadas en la célula suelen tener sus genes localizados en cromosomas diferentes, 
mientras que los penes adyacentes codifican proteínas que tienen muy poco que ver unas 
con otras. Descodificar los genomas no es tezea fácil, hacluso con la ayuda de potentes orde- 
nadores, a los investigadores les sigue resultando muy difícil localizar de forma precisa el ini- 
cio y el final de los genes, en las secuencias de DINA de los genomas complejos, y todavía más 
difícil predecir cuándo se expresará cada gen en la vida del organismo. Aunque se conoce la 
secuencia del genorna humano, probablemente necesitaremos toda una década para identi- 

- ficar cada gen y determinar la secuencia de aminoácidos precisa de la proteína que codifica. 
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Figura 6-1 (página anterior) Descripción esquemática de urna fracción del cromosoras 2 del genoma de la mosca del vinagre 
Drasophila metanogaster. Esta figura sepresenta aproximadamente el 3% del total del genoma de Orosaphlla, dispuesto en sels 
segrnentos contiguos. Como se resume en la clave, las representaciones simbólicas son las siguientes: líneas negras verticales de varios 
grosores: localización de elementos transponibles, las barras más gruesas indican grupos de estos elementos; rectángulos coloreados: 
genes ltanta conocidos como predichos) codificados por una de las heleras del DNJA (rectánguios por encima de la línea horizantal 

y genes codificados por la otra hebra (ractángulos pordebajo de la línea horizontal). La longitud de cada rectángulo que representa 
un gen incluye tanto sus exones (DNA que codifica la proteína) como sus intrones (ONA no codificador) fuéase la Figura 4-15% su 
altura es proporcional al número de cONA conocidos que coinciden con ese gen. (Como se describe en el Capítulo 8, los CONA son las 
copias de DNA de las moléculas de mBNA, y las bases de datos contienen grandes colecciones de secuencias de nucleótidos de estos 
CONA; cuanto mayor sea el amero de coincidencias, trayor es el grado de fiabilidad de que el gen predicho realmente se transcriba a 
PRA y constituya, por tanto, un auténtico gen.) El color del rectángulo de cada ger Indica sí se conoce algún gen muy parecido en 
otros organismos, Por ejemplo, MAL significa que el gen tiene correspondencia con genes de riamiferos, del gusano nematodo 
Caenorhabdids elegans y la levadura Soccharomyces cerevisias. HAN ladica que el gen tiene correspondencia con genes de mamiferos 

y del nematodo, pero no con genes de la levadura. Las barras arco iris indican el contenido en porcentaje de pares de bases G-C; a lo 
largo de muchos genomas diferentes, este porcentaje muestra tina variación regional sorprendente, cuyo origen y significado es 
impreciso, (De 44.0, Adarms ex al, Science 28721852195, 2060, Con la autorización de ARAS.) b 


A pesar de esta complejidad biierente, les cébulas de nuestro organismo realizan. esta labor 
miles de veces por segundo. 

Ei DINA del genoma no dirige directamente la síntesis de proteínas, sino que utiliza el 
RNÁ como intermediario, Cuando la célula necesita una proteina determinada, la secuencia 
de nucleótidos de fa región apropiada de la inmensa molécula de DNA del cromosoma se 
copla prmero a RNA (proceso llamado transcripción). Son estas copias de RINA de seginen- 
tos del NA las que se utilizan como moldes para dirigir la síntesis de las proteínas (proceso 
Mamado traducción). Por tanto, el finjo de información genética en las células va del DNA al 
EIA y de éste, a las proteínas (Figura 6-2). Todas las células, desde las bacterias a los seres 
humanos, expresan su información genética de esta manera en principio tan fundamental 
que se ha depominado el dogrna central de la biología molecular. 

* Azpesar de la universalidad de este dogma, existen importantes variaciones en el meca- 
rúsimo por el que la información fluye desde el DNA a las proteínas. Entre estas variaciones, 
una de las principales es que, en las células eucariotas, los transcritas de RNA sufren una se- 
rie de procesamientos en el núcleo, incluyendo su maduración o ayuste, antes de que se les 
permita salir del núcleo y ser traducidos a proteínas, Estas etapas del procesamiento pueden 
cambiar aspectos críticos del “significado” de una molécula de ENA y, par tanto, resultan 
cruciales para entender de qué rmnanera las células eucariotas leen $us genomas, Finalmente, 
atingue en este capítulo nos vamos a centrar en la producción de las proteínas codificadas 
porel genoraa, también veremos que el producto final de muciros genes es la molécula de 
RNA. Como en el caso de las proteínas, inuchas de estas moléculas de RNA se pliegan for- 
mando estructuras tridimensionales precisas, que desempeñan papeles estructurales, cata- 
líticos y reguladores dentro de la célula, 


Empezaremos este capítulo con el primer paso en la descodificación del genoma: el 


proceso de la transcripción, por el cual se forma una molécula de RNA a partir del DNA de 
un gen, Seguiremos, a continuación, el destino de esta molécula de RNA, a través de la célula, 
acabando cuando se haya formado una proteína correctamente plegada. Al final del capítu- 
lo, se considerará cómo ha surgido el actual esquerna de almacenamiento, tanscopción y 
traducción de la información, muy complejo, a partir de los sistemas mucho más sencillos 
que se dieron en las primeras etapas de la evolución de la célula. 


DEL DNA AL RNA ml 


La transcripción y la traducción son los mecanismos por los que las células leen, o expresan, 
las instrucciones genéticas de sus genes. Se pueden obtener muchas copias idénticas de 
RNA a partir del mismo gen y cada molécula de RNA puede dixigir la síntesis de rauchas mo- 


Jéculas de la misma proteína, por lo que las células pueden sintetizar grandes cantidades de 


proteína cuando las necesiten de manera rápida. Pero cada gen puede ser transcrito y tra- 
ducido con ima eficiencia diferente, permitiendo a la cébula fabricar ingentes cantidades de 
algunas proteínas determinadas y cantidades roinúsculas de otras (Figura 6-3). Además, 
como se describirá en el pródimo capítulo, una cétula puede cambiax (o regular) la expresión 
de cada uno de sus genes según sus necesidades del momento —y la manera más habitual es 
controlando la producción de sus RNA. 
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Figura 6-2 El camino desde DMA hasta la 
proteina. El flujo de la información genética, 
desde el OMA al RNA (transcripción) y desde 
el RNA a las proteinas (traducción), tiene 
hugar en todas las células, 
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Fragmentos de la secuencia de DNA se transcriben a RNA 


El primer paso que da una célula para leer la parte que necesita de las instrucciones genéti- 
cas es copiar un determinado fragmento de su secuencia de nucleótidos de DNA —un gen-a 
una secuencia de nucleótidos de RNA. La información del RNA, aunque esté copiada en ua 
forma química diferente, continúa estando escrita esencialmente con el mismo lenguaje 
que la del DNA: el lenguaje de una secuencia de nucleótidos. De aquí el nombre que recíbe 
de transcripción. Ñ 

Como el DNA, el RNA es un polímero lineai de cuatro tipos diferentes de nucleótidos 
unidos por enlaces fosfodiéster (Figura 6-4). Desde el punto de vista químico se diferencia 
del DNA en dos aspectos: (1) los nucleótidos del RNA son ribonucleóridos-es decir, contienen 
el azúcar ribosa (de ahí el nombre de ácido ríbonueleico) en vez de desoxirribosa; (2) como el 
DNA, el RNA contiene las bases adenina (A), guanina (G) y citosina (C), pero en lugar de la ti- 
mina (T) del DNA, contiene la base uracilo (U). El U, al igual que la T, se aparea mediante 
puentes de hidrógeno con la A (Figura 6-5), por lo que las propiedades del apareamiento de 
bases complementarias descritas para el DNA. en los Capítulos 4 y 5 también se aplican al 
RNA (en el RNA, la G se aparea con la € y la A se aparea con la U). También se encuentran 
otros tipos de apareamiento en el RNA; por ejerapio, la G se aparea a veces con la U. 


A pesar de que estas diferencias químicas son pequeñas, el DINA y el RNA se diferencian 


enormemente en su estructura global, Mientras que el DNA sienpre aparece en las células 
como una doble hélice, el RNA es de cadena sencilla. Una cadena de RNA se puede plegar, 
por tanto, y adoptar formas particulares de la misma manera que las cadenas polipeptídicas 
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Figura 6-4 Estructura química E sa. z ens 
del RNA. (4) El azúcar del RNA utilizado en el ácido utilizado en el ácido 
es fa ríbosa, que se diferencia ribonudeico (RNA) desoxlrribonucleico (DNA) 
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el mismo que se da en el DNA. > utilizado en el RNA utilizado en el DNA 


Figura 6-3 Los genes se pueden expresar 
con diferentes eficiencias. En este ejernplo, 
eligen Á setranscribe y se traduce de forma 
mucho más eficiente que el gen B, Por esta 
rezón, la cantidad de la proteina A de la célula 
será my superior que la de la proteína B, 
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se pueden plegar hasta alcanzar la forma final de una proteína (Figura 6-6). Corso veremos 
más adelante en este mismo capítulo, la capacidad de plegarse formando complejas formas 
tidimensionales, peralte que algunas moléculas de FINA desarrollen funciones estructuras 
les y catalíticas concretas. 


La transcripción genera un RNA complementario 
a una hebra del DNA 


ELENA de una célula se obtiene rrediante transcripción del DNA, un proceso que tiene algu- 
nas siraifitades con el proceso de la replicación del DINA descrito en el Capítulo 5. La trans- 
cripción se inicia con la apertura y el desenrollamiento de una pequeña zona de la doble 
hélice de DINA, que deja al descubierto las bases de cada una de las dos hebras del DNA. Una 
de ellas actúa como molde para la síntesis de una molécula de RIMA, Como en la replicación 
del DINA, la secuencia de nucleótidos de la cadena de RINA depende de la conmplermentarie- 
dad de bases entre los nucleótidos que se van incorporando y el molde del DIVA, Cuando se 
produce un apareamiento correcto, el ribonucdeótido recién incorporado se une covalente- 
mente a la cadena de RINA que se está sintetizado, mediante una reacción catelizada por 
enzimas. La cadena de RNA originada durante la transcripción —el transcrito se va elongan- 
do, aucleótido a nucleótido, y erre una secuencia que es exactamente complementaria a la 
de la hebra de DMA utilizada como molde (Figura 6-7). 

La transcripción, sia embaxgo, difiere de la replicación del DNA en varios aspectos lm- 
portantes. Al contrario de lo que pasa con la nueva hebra de DNA formada, la cadena de 
RNA no permanece unida por enlaces de hidcógeno a la hebra moltde de DIVA. Justo por de- 
trás de la región en la que se van incorporando los nuevos ribonucleótidos, la cadena de RNA 
se va separando del DNA y la doble hélice se vuelve a formar. De esta manera, las moléculas 
de RNA generadas en la transcripción son liberedas del molde de DINA en. forma de cadenas 
de una sola hebra. Además, dado que sólo se copla una pequeña región del DINA, las rmolé- 
culas de RNA son mucho más cortas que las de DNA, Una molécula de DNA de un cromoso- 
ma humano puede tener hasta 250 millones de pares de bases de longitud, mientras que la 
mayoría de los RNA no tiene más de unos cuantos múles de nucleótidos y muchos de ellos 
son incluso mucho rrenores, 
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Figura 6-5 El uracilo forma pares de bases 
conta adenina: La ausencia de un grupo 
metilo en el U no tiene efecto sabre el 
apareamiento de bases: por tanto, el par 
de bases U-A se asemeja al par de bases 
T-A (véase la Figura 4-4). ñ 


Figura 6-6 El RNA puede plegarse adoptando estructuras especificas, El RNA es, mayoritariamente, una molécula de hebra sencilla, 
- pero a menudo contiene pequeños seoreentos de nucleótidos que pueden formar pares de bases convencionales con secuencias 
complernentañas de la misma molécula, Estas interacciones, junto con otras interacciones adiclonales“no convendonales” entre 
bases, permiten que una molécula de RNA se pliegue formando una estructura tridimensional que está determinada por su secuencia 
de nucleótidos. <AATC> (A) Esquema de una estructura de ANA plegada, mostrando sólo apareamientos de bases convencionales, 
(B) Estructura con interacciones entre bases convencionales (rojo) y no convencionales tverde). (C) Estructura de una molécula real 

de RNA, parte de un intrón de grupo | (véase la Figura 6-36). Cada par de bases convencional está indicado por un peldaño” de la 
doble hélice, Las bases con otras configuraciones están indicadas por peldaños rotos. ] R 
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Las enzirnás que levan a cabo la transcripción reciben el nombre de HINA polímerasas. 
Como pasa con la DNA polimerasa que cataliza la replicación del DINA (descrita en el Capi. 


tulo 5), las RNA polimerasas catalizan la formación de los enlaces fosfodiéster que unen a los 


nudeótidos formando una cadena lineal. La RNA polimerasa se desplaza, paso a paso, a lo 
largo del DNA, desenrollando la hélice de DINA un poco por delante del centro activo de po- 
limerización y expone una nueva región de la hebra molde para el apareamiento comple- 
mentario de bases. De esta manera, la cadena naciente de RNA va creciendo nucleótido a 
nucleótido en el sentido 5 a 3” (Figura 6-4). Los sustratos son nucleósidos trifosfato (ATP 
CTE UTP y GTP). Como en el caso de la replicación del DINA, la hidrólisis de los enlaces de al- 
ta energía suministra la energía necesaria para impulsar la reacción (véase la Figura S-4). 

La liberación casi inmediata de la cadena de RNA del molde de DINA a medida que vá 
siendo sintetizada, supone que se pueden hacer muchas copias de RINA a partir del mismo 
gen en un tiernpo relativamente corto, ya que se puede empezar la síntesis de una molécida 
de RNA antes de que haya acabado la síntesis de la molécula anterior (Figura 6-9). Cuando 
las molécules de RNA polimerasa se suceden con una elevada frecuencia, cade una de ellas 
desplazándose a unos 20 nucleótidos por segundo (la velocidad en eucarioras), se pueden 
obtener más de mil ranseritos de un miso gen en solemente una hora. 

áunque la RINA polimerasa cataliza esencialmente la misma reacción química que la 
DNA palimerasa, existen algunas diferencias muy relevantes entre las actividades de ambas 
enzimas. En primer lugar, y la diferencia más obvia, la RNA polimerasa cataliza la unión de 
ribonucleótidos, no de desoxirribonucieótidos. Segundo, y a diferencia de las DNA polimaera- 
sas implicadas en la replicación del DNA, las RNA polímerasas pueden inicler una cadena de 
EXNA sin ningún cebador. Esta diferencia puede darse porque la transcripción no tiene por 
qué ser tan exacta corao la replicación (véase la Tabla 5-1, p. 271). Al contrario que el DINA, el 
RNA no almacena de forma permanente la información genética en las células. Las RNA po- 
limerasas cometen aproximadamente un error cada 10% nucleótidos incorporados al RNA 
(mientras que la tasa de error de la DINA polimerasa es de alrededor de uno cada 107 nucleó- 
tídos) y las consecuencias de un errar en la iranscripción del RNA son mucho menos rele- 
vantes que las de la replicación del DNA. 

f£unque las RNA polimerasas no son tan exactas comio las DNA polimerasas que repli- 
can el DNA, también presentan un cierto mecanismo de corrección de lectura. Si se incorpo- 
rá un ribonucleótido incorrecto a la cadena de RNA, la polimerasa puede retroceder y su 
centro activo lleva a cabo na reacción de escisión que recuerda la reacción inversa a la poli- 
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Hlgura 6-7 La transeripción del DNA genera 
una emalécula de RNA de cadena sencilla, 
complementaria a la de Una de las cadenas 
del DNA. 
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Figuera 6-8 La enzima RINA polimerasa transcribe el DMA, (A) La RA polimerasa (azul claro) se desplaza paso a paso ato largo del DNA y desentolla la hélice 
de ONA en su centro activo. A medida que avanza, la polimerasa va añadiendo nucleótidos (representado con forma de pequeñas “1, uno a uno; a la cadena 
de AÑA en el centro activo de polimerización, utilizando como molde una de las hebras desentolladas del DNA. Por lo tanto, el transcrito de RNA es unta copia 
complementaria de una de las dos cadenas del DNA. Por tanto se forma una corta región helicoidal ONA/AMA (de aproximadamente nueve pares de 
nucleótidos de longitud); el resulrado es que existe una “ventana” formada por una hélice DNA/AMA que se desplaza a lo largo del DNA acompañando a la 
polimerasa. Los nucleótidos que se incorporan lo hacen en forma de ribonudeótidos tifosfaro (AT, UT CTP y GTP) y la energía almacenada en sus enlaces 
fosfaro-fostfato aporta la fuerza impulsora de la reacción de polimerización (véase la Figura 5-4). (B) La estructura de la RNA polimerasa bacteriana ha sido 
determinada mediante cristalografía de rayos X. Esta RNA polimerasa está formada por cuatro subunidades diferentes, indicadas por diferentes colores, La 
cadena de DNA utilizada como molde es roja, la cadena que nó actúa de molde es amarilla. (A, adaptado de una figura amablemente cedida por Robert 


Landick B, cortesía de Seth Darse.) 
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merización, excepto porque utiliza agua en lugar de pirofosfato y se libera un nucleósido 
meonofosfato. 

Dado que tanto las DNA corno las RNA polimerasas llevan a cabo polimerizaciones de 
rcleótidos dependientes de pauón, podría esperarse que armbos tipos de enzimas pudie- 
ran estar relacionadas desde un punto de vista estructural. Sin embargo, estudios de cristalo- 
grafía de rayos X revelan que excepto por el hecho de contener un ion Mg** crítico en el lugar 
catalítico, prácticamente no están relacionadas ente ellas; de hecho parece que las enzimas 
que polimerizan nucleótidos de forma dependiente de un patrón aparecieron dos veces de 
forma independiente al inicio de la evolución de las células. Un linaje lleva a las DNA poli- 
merasas modernas, a las transcriptasas reversas descritas en el Capítulo 3 y a algunas subu- 
nidades de las RNA polimerasas de virus. El otro linaje forma tadas las RINA polimerasas 
celulares modernas (Figura 6-10), de las que tratamos en este capítulo, 


Las células fabrican varios tipos de RNA 


La mayoría de los genes contenidos en el DNA de una célula especifican la secuencia de ami- 
noácidos de las proteínas; las moléculas de RNA copiadas a partir de estos genes (que son las 
responsables, en último término, de la síntesis de proteínas) reciben el nombre de moléculas 
de RNA mensajero (mBNA). Sin embargo, en una pequeña proporción de genes, el producto 
final es el propio RNA. El análisis detallado de la secuencia completa del DINA de la levadura 
S, cerevisice ha desvelado la existencia de más de 759 genes faproximadamente, algo más del 
10% del número total de genes de la levadura) que fabrican RNA como producto final. Estos 
RNA, al igual que las proteínas, actúan como componentes enzimáticos y estricturales en 
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Figura 6-10 Evolución de RNA polimerasas celulares actuales, De acuerdo 
con esta hipóresis, las RNA polímernasas evolucionaron a partir de un dominio 
proteico ancestral, lamado “barrií doble-psi” Se piensa que los pasos 
cruciales en esta evolución incluyen la dimerización del dominio, la inserción 
de"nuces” de polipéptidos largos, la adquisición de dos lisinas críticas, 
necesarias para el molde, y la adquisición de tres ácidos aspárticos, necesarios 
como quelantes del magnesio en el centro activo. Este esquema representa 
la evolución de dos grandes unidades de RNA polimerasa, que forman el 
centro activo de la enzima. Las estructuras representadas corresponden 

a las subunidades $ y B'de la enzíma de E coli, pero las subunidades 
correspondientes de la enzima eucariota están muy relacionadas. 

(Adaptado de LM. lyer, EW Koonin y L. Aravind, BMC Struct Bíof. 3:1, 2003.) 


Figura 6-3 Transoripción de dos genes 

vista al microscopio electrónico. 

La electroricrografía muestra rauchas 
moléculas de RMA polimerasa tvansoriblendo 
sirultáneamente dos genes adyacentes. Las 
moléculas de RNA polimerasa se observan 
como una seríe de puntos a lo largo del 

DNA con fos transcritas recién sintetlzados 
(en forma de delgados filamentos) unidos 
aetias, Las moléculas de ANA (RNA 
nibosómicos) mostradas en este ejemplo 

no se transcnbirán a proteína sino que se 
utilizarán directamente como componentes 
de les ribosomas, las máquinas en las que 
tiene lugar la traducción, Se cree que tas 
partículas que se observan en el extremo Y 
tel extremo libre) de cada transcrito de RNA 
reflejan el inicto del ensamblaje de los 
ribosomas. Por las longitudes de los 
transcritos recián sintetizados, se puede 
deducir que las moléculas de RNA polimerasa 
están transcriblendo de izquierda a derecha, 
(Cortesía de Ulrich Scheer.) 
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una gran variedad de procesos de la célula. En el Capítulo 5 aparecía uno de estos RNA, el 
molde utilizado por la enzima telormerasa. Aunque muchas de las funciones de estos RNA no 
codificantes todavía constituven un misterio, veremos a lo largo de este capítulo que los RIVA 
pequeños nucleares (smRNA: small nuclear RNA) dtigen la maduración del pre-1aRNA for- 
mando el miNA, que las moléculas de RNA ribosómico (¡RNA) forman el núcleo de los ribo- 
somnas y que los RNA de transferencia (RNA) son los adaptadores que seleccionan los 


aminoácidos y los retienen en el higar adecuado del sibosoma para que se puedan incorpo- 7 


rar a las proteínas. Finalmente, se explicaré en el Capítulo 7 que las moléculas de microRNA 
(mMiRNA) y que las moléculas de RNA pequeñas de interferencia (siRNA) actóan coro regula- 
doras clave de la expresión génica en eucariotas (Tabla 6-1). 

Cada segmento de DINA que se puede transcribir recibe el nombre de unidad de trans- 
cripción. En las células eucariotas, una unidad de transcripción suele llevar la información 
de un solo gen y, por tanto, codifica una única molécula de RNA o una única molécula de 
proteína (o un grupo de proteínas relacionadas, si el RNA transcrito inicial puede sufrir más 
de un tipo de maduración dendo lugar a diferentes rEINAL En bacterias, se da con cierta fre- 
cuencia la transcripción conjunta de un grupo de genes adyacentes como una sola unidad; 
la roolécula de miRINA resultante es portadora de la información de varias proteínas distintas. 

Considerado globalmente, el RNA constituye un porcentaje muy bajo del peso seco de 
una célula, La mayoría del RNA de una célula es RNA; el mENAÁ apenas representa 11 3-5% 
del total de RINA de una célula de marufero típica. La población de mRNA está constituida 
por decenas de miles de especies diferentes y en cada célula, de prornedio, tan sólo hay unas 
10-15 moléculas de cada especie de RNA. 


En el DNA hay señales codificadas que le indican a la RNA 
polimerasa dónde empezar y dónde acabar 


Para transcribte de forma correcta un gen, la RNA polimerasa debe poder reconocer en qué 
punto del genorna comienza el gen y dónde acaba. El mecanismo por el que las RNA poli 
merasas llevan a cabo esta tarea difiere un poco entre bacterias y eucariotas. Dado que el 
proceso en bacterias es más sencillo, lo estudiaremos primero. 

El inicio de la transeripeión es lun paso especialmente importante en la transcripción 
génica, ya que es el punto de regulación principal que utiliza la célula para seleccionar qué 
proteínas se expresan y a qué velocidad, La RNA polimerasa bacteriana es un complejo for- 
mado por muchas subunidades que sintetiza RNA utilizando un patrón de DINA coro guía. 
Una de las subunidades, Hamada el factor sigma fo), se asocia con el núcleo de la enzima y le 
ayuda en la lectura de las señales que hay en el DNA y que indican dónde debe empezar la 
transcripción (Figura 6-11). En conjunto, el factor sigma y el núcieo de la enzima constitu- 
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MRNA _RNA mensajeros, codifican proteínas 

FINA j RNA ribosómicos, forman la estructura básica de los Hhosomnas 
y carelizan la síntesis de protelnas 

RNA RNA de transferencia, ouciales en la síntesis de protefnas como 
adaptadores entre el mRNA y los arninoácidos 

¿NENA ] RNA nucleares pequeños, participan en varios procesos nucleares, 
incluyendo la meduración layuste) del pre-mENA 

snoRNA RNA pequeños nudeolares, participan en el PS 
y modificación química de los ¡RNA 

SERNA RNA Cajal pequeños, participan en la modificación de snoRNA y snENA 

miRNA microRNA, generalmente regulan la expresión génica bario 
fa traducción de mANA selectivos 

sIRNA "RNA deinterferencia pequeños, anulan la expresión de un gen 


mediante degradación directa de mBNA selectivosyel  -- ==. 
establecirniento de estructuras compactas de cromatina 
Otros RNA participan en diversos procesos celulares, como la síntesis 
no codificadores de los telómeros, la inactivación del cromosoma X 


y el transporte de proteínas al ER 0 a PA AA 
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yex la holoermána de la RNA polimerasa. Este complejo se adhiere débilmente al DINA bao- 
teriano cuando colisionan. con él y por lo general una molécala de la holoenzima de RNA po- 
limerasa se desliza con rapidez a lo largo de la molécula de DNA hasta que vuelve a 
disociarse. Sin embargo, cuando la holoenzima de polimerasa se desliza a lo largo de una re- 
gión de la dobie hélice de DNA llamada promotor, una secuencia especial de nucleótidos 
que indica el punto de inicio para la síntesis de RNA, la polimerasa se une a este DNA con 
na fuerza mucho mayor. La holoenzima de polimerasa, mediante su factor 6, reconoce la 
secuencia promotor de DNA y establece contactos especificos con la parte delas bases nitro- 
genadas que quedan expuestas hacia el exterior de la hélice (paso 1 de la Figura 6-11). 
Cuando la holoenzima de RNA polimerasa se ha unido fuertemente al promotor del 
DNA, separa la doble hélice exponiendo un pequeño tramo de nucleótidos de cada hebra 
(paso 2 de la Figura 6-11). Al contrario de lo que ocurría en la reacción de la helicasa de DNA. 
(véase la Figura 5-14), esta apertura Ennitada de la hélice no requiere la energía de la hidróh- 
sis de ATP En su hugas, la pofirnerasa y el DNA sufren tuna señe de cambios estructurales xe- 
versibles que los sitúan en un estado energético más favorable que el de la unión inicial. Con 
el DNA desenzollado, una de las dos hebras expuestas acuía como moide para el aparea- 
iriento complementario de bases con los ribonucleótidos que se van incorporando, dos de 
los cuales han sido unidos por la polimerasa para iniciar la cadena de RINA (paso 3 de la Figu- 
ra 6-11). Una vez se han incorporado al RNA los diez primeros nucleótidos tun proceso rela- 
tivamente ineficiente, durante el cual la polimerasa sintetiza y descarta varios oligómeros de 
DNA), el mícleo de la enzima rompe sus interacciones con el promotor de DNA, debilitando 
sus interacciones con el factor sigma o, y se desplaza por el DNA sintetizando RNA (pasos 4 y 
5 de la Figura 6-11). La elongación de la cadena continúa fa una velocidad aproximada de 
50 nucleótidos/segundo en el caso de las RINA polirmerasás bacterianas) hasta que la enzima 
encuentra una segunda señal en el DNA, el terminador (descrita más adelante), donde la 
polimerasa se detiene y Ebera tanto la cadena de RINA recién sintetizada como el molde de 
DNA (paso 7 dela Figura 6-11). Una vez el núcleo de la polimerasa se ha liberado en el termi- 
nador, vuelve a asociarse con una molécula libre de factor o y forma una holoenzima que 
volverá a iniciar el proceso de transcripción. 
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Figura 6-11 Ciclo de transcripción de la 
RNA polimerasa bacteriana. En el paso 1, 
se ensambla la holoenzima de la RINA 
polimerasa (el núcleo de la polimerasa más 
el factor 0) y localiza un promotor (véase 

la Figura 6-12). La polimerasa desenrolla 

“el DINA en la posición en la que debe 
empezar fa transcripción (paso 2) e inicia la 
transcripción [paso 3), Esta síntesis inidalde 
RNA (a veces llamada “nicio abortivo”) es 
relativamente ineficiente. Sin embargo, 
cuando la RNA polimerasa ha conseguido 
polimerizar unos 10 nucleótidos de RNA, 
rompe su interacción con el promotor y relaja 
y finalmente rompe su interacción con el 
factor a. La polimerasa está ahora lista para 
realizar la elongación del RNA (paso 4), 
desplazándose hacia la derecha del DNA 

en este esquema. Durante la elongación 
(paso 5) la transcripción es muy rápida, ya 
que fa polimerasa sólo se desprende del 
molde de DNA y libera la molécula recién 
sintetizada de RNA cuando se encuentra con 
una señai de finalización (pasos 6 y 7). Las 
señales de finalización están codificadas en 
el DNA, y muchas de ellas actúan formando 
una estuctura en el RNA que desestabiliza 


fa unión de la polimerasa con el RNA [paso 7). 
En bacterias, todas los moléculas de RNA 


son sinterizadas por un soto tipo de RNA 
polimerasa y el ciclo descrito en esta figura 
tiene validez tarto para la producción de los 
MRNA como de los RNA estructurales y 
catallticos, (Adaptado de una figura cortesia 
de Robert Landick,) 
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El proceso de la iniciación de la transcripción es complejo y requiere que la holoenzima 
de RNA polimerasa sufra tuna serie de carmbios de conformación. Podemos apreciar estos 
cambios como de apertura y de posicionamiento del DINA sobre el lugar activo, seguidos de 
un fortalecimiento progresiva de la unión de la polimerasa al DNA y al RNA, que asegura que 
no se disociará antes de haber acabado de transcribir el gen. Si una RNA polimerasa se diso- 
cla de forma prematura, No puede continuar la síntesis sino que debe volver a empezar de 
nuevo desde el prorabior. 

¿De qué manera las señales de terminación consiguen detener la elongación realizada 
por la polimerasa? En la mayoría de genes bacterianos, la señal de terminación consiste en 
una serie de pares de nucieátidos A-T precedidos por un secuencia de DNA doblemente si- 
mébica que, una vez transcrita 4 RINA, se pliega en forma de “horquilla” mediante aparea- 


miento de bases de tipo Watson-Crick (véase la Figura 6-11). Mientras la polimerasa 


transcribe a lo largo del terminador, la formación de la horquilla puede ayudar a “estirar” el 
transcrito de RINA del lugar activo. El híbrido DNA-RMA del lugar activo, que se mantiene uni- 
do alos terminadores predorninantemente por pares de bases U-A (que son menos estables 
que los pares G-C, ya que forman dos enlaces de hidrógeno en lugar de tres), no eslo bastante 
fuerte como para mantener el RNA en su lugar, por la que se disocia y provoca la separación 
dela RNA polimerasa del DNA (paso 7 de la Figura 6-11). Porlo tanto, en algunos aspectos, la 
terminación de la transcripción parece implicar una reversión de las transiciones estructura- 


es que habían tenido lugar durante el início, El proceso de la temminación también es un 


ejemplo de un tema habitual en este capítulo: el plegamiento del RNA formando estructuras 
específicas afecta muchas etapas de la descodificación del genoma, 


Las señales de i inicio y final de ta transcripción tienen secuencias 
de nucleótidos heterogéneas * 


Coma acabamos de ver, los procesos de inicio y terminación de la transcripción implican 
una serie de complicadas transiciones estructurales en las moléculas de proteína, DINA y 
RNA que intervienen. A senudo, las señales codificadas en el DINA que especifican estas 
transiciones son difíciles de reconocer por los investigadores. De hecho, la comparación de 
muchos prormotores bacterianos diferentes revela un sorprendente grado de variabilidad. 
Sin embargo, todas ellas contienen secuencias relacionadas, que reflejan de forma parcial los 
aspectos del DNA que son reconocidos directamente por el factor o. Por lo general a estas ca- 
racterísticas comunes se las conoce como secuencia consenso (Figura 6-12), Una secuencia 
de nucleótidos consenso se deduce de la comparación de muchas secuencias que tienen la 
riisma fianción básica y se escoge el nucieótido que más se repite en cada posición. Par lo 
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distancia entra los secuencias 35 y 10 
(8) , 


Flgura 6-12 Secuencia consenso de la 
principal dase de promotoras de E coll. 

(A) Los promotores se caracterizan por dos 
secuencias hexaméricas de ONA, la secuencia 
35 y la secuencia —10, Hernadas así por st 
locatización relativa respecto al sido de inicio 
de la transcripción (designado como +1). 
Par conventencia sólo se regestra la 
secuencia de nucleótidos de una de las 

das cadenas de ONA; en realidad, la RNA 
polimerasa reconoce el pramoror como un 
DMA de doble cadena. Sobre la base de la 
comparación de 300 promotores, se dan 

las frecuencias de los cuatro nucleótidos en 
cada posición de los hexámeros -35 y 10, 
La secuencia consenso, que $e muestra 
debajo de la gráfica, refleja el nucleótido 
más común en cada posición entre los 
promotores analizados. La secuencia de 
nucleótidos situada entre los hexámeros 
35 y 44 ño presenta ninguna similitud. 
significativa entre los diferentes promotores. 
(8) Distribución del espaciamiento entre 

las hexáémeros 35 y +10 de los promotores 
de E. coli. ! 

La información de estas dos gráficas es 
válida para los promotores de £ colí que son 
reconocidos par la RNA polimerasa y el factor % 
o principal (denominado «%, Como veremos 
en el próximo capítulo, las bacterias también 
contienen otros factores y minoritarios, cada 
uno de los cuales reconoce una secuencia 
prematora diferente. Algunos de los 
promotores reconocidos por la RNA polimera- 
say 0%, particularmente potentes, tienen una 
secuencia adicional, lacalizada por delante del 
hexámero -35 la la izquierda, en la figura), 
reconocida por otra subunidad deta BNA 
polimerasa, : 


O 
A A O A A A rmac vivo 


DEL DNA AL RNA 


tanto, son corno un resumen o “promedio” de un gran aúmnero de secuencias individuales de 
nucieátidos. 

Las secuencias de DNA de los promotores bacterianos difieren en aspectos que deter- 
rainan su fuerza (es decix, el mímero de procesos de iniciación por unidad de tierapo del 
promotor). Los procesos evolutivos han ido modificando cada promotor de forma que la 
transcripción se inicie tan a menudo como sea necesario, generando así un amplio espectro 
de promotores. Los promotores de los genes que codifican las proteínas más abundantes * 
son mucha más fuertes que los que están asociados a genes que codifican proteínas menos 
frecuentes; son sus secuencias de nucleótidos las responsables de estas diferencias. 

Como las promototes bacterianos, los terminadores de transcripción también presen:- 
taa un araplio rango de secuencias cuya característica común más importante consiste en la 
capacidad de formar lana estructura de RNA en horquilla sencilla. Dado que un número casi 
ilimitado de secuencias de nucieótido tienen esta capacidad potencial, las secuencias de ter- 
minación $on incluso más heterogéneas que las secuencias de promotores. 

Se ha tratado en detalle los promotores y terminadores bacterianos, para Dustrar un 
pusito importante en el análisis de las secuencias del genoma. Aunque sabemos ruuchas co- 
sas sobre los promotores y los terminadores bacterianos y podernos generar secuencias con- 
senso que resumen sus características más relevantes, la variación que presentan en sus 
secuencias de nucleótidos dificulta su localización definitiva simplemente mediante un aná- 
Hisis de la secuencia de nucleótidos del genoma Resulta incluso más difícil localizar secuen- 
cias análogas en los genomas eucariotas, debido en parte al exceso de DNA que contienen. A 
menudo. hace falta disponer de información adicional, en parte procedente de la experi- 
mentación directa, para localizar e interpretar con precisión estas cortas señales de DINA 
contenidas en el genoma, 

Dado que el DMA es de doble hebra, en principio a partir de cualquier gen se podrían, 
transcribir dos moléculas de RNA diferentes, utilizando cualquiera de las dos hebras de DNA 
sorno molde, Sin embargo, un gen típico tiene un solo promotor y, como las secuencias de 
nucleótidos de los promotores son asimétricas (véase Figura 6-12), la polimerasa sólo se 
puede unir en una orientación. La polimerasa sintetiza RNA en el sentido S' a 3' por lo que 
únicamente podrá transcribir una de las hebras de DNA por gen (Figura 6-13), Las secuen- 
cias de los genes revelan que la hebra de DNA que se utiliza como molde para la síntesis de 
RENA varía de un gen a otro dependiendo de la localización y de la orientación del promotor 
Figura 6-14). 

Una vez considerada la transcripción en bacterias, vamos a tratar ahora la situación en 
las células eucariotas, en las que la síntesis de RNA es mucho más elaborada, 


En las células eucariotas, el inicio de la transcripción 
requiere muchas proteínas 


Al contrario que en las bacterias, que contienen un único tipo de RNA polimerasa, los nú 
cieos de las células eucariotas contienen tres: la RNA polimerasa 1, la RNA polimerasa ly la 
RINA polimerasa LH. Les tres polimerasas son estructuralmente semejantes entre sí ty a la en- 
zima bacteriana) y comparten subunidades comunes pero transcriben diferentes tipos de 
genes (Tabla 6-2). Las RINA polimerasas 1 y HT transcriben genes que codifican RNA de 
transferencia, RNA ribosómicos y varios RNA. La RNA polimerasa li transcribe la mayoría de 
los genes, incluyendo los que codifican proteínas. En este capítulo nos centraremos en es- 
ta enzima. 


Aunque la RNA polimerasa II eucariota ene muchas similitudes estructurales con la RNA: 


polimerasa bacteriana (figura 6-15) también existen varias diferencias importantes en la for- 
ma en la que funcionan una y otra. Dos de estas diferencias nos afectan en especial, . 
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una RNA polimerara que se desplace de 
izquierda a derecha, fabricará un RNA 
utilizando como molde la cadena inferior 
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una RNA polimerasa que se desplace de 
derecha a izquierda fabricará un RNA. 
utilizando como molde la cadena superior 


Figura 6-13 importancia de la orientación 
dela RNA polimerasa. La cadena de DNA que 
actón de molde debe ser leída en dracción 3'a 
5 Así, el sentido del desplazamiento de la RNA 
polimerasa determina cuál de tas dos cadenas 
de DNA actuará de molde para la sintesis de. 
RNA, corno se muestra en (A) y (B). El sentido 
de la polimerasa, a su vez, está determinado 


* por la orientación de la secuencia del 


promotor, el lugar en el que la RNA 
polimerasa inicia la transcripción. 


Figura 6-14 Sentidos de transcripción 
de un fragmento de cromosoma bacteriano. 


" Algunos genes se transcriben vúlizando como” 


molde una de las dos cadenas de DNA, 
mientras que otros utilizan la cadena 
contraria, El sentido de la transcripción está 
determinado por el promotor en el que 
empieza cada gen (puntas de flecha verdes). 
En esta figura se presenta aproximadamente 
un 0,2% (9009 pares de bases) del cromosoma 
de E cofí. Los genes trensaricos de izquierda a 
derecha utilizan la cadena inferior de DNA 
como molde; los que se transcriben de 
derecha a izquierda utilizan la cadena 
superiar de molde. 
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1. Mientras que la RNA polimerasa bacteriana solamente necesita una proteína adicio- 
nal (el factor 0) para que se inicie la transcripción in vitro, las RNA polimerasa eucario- 
tas requieren muchas otras proteínas adicionales llamadas en conjunto los factores 
generates de transcripción. 

2. Enlas células eucariotas, el inicio de la transcripción debe resolver el problema que 
supone el empequetamiento del DNA en nucleosonies y en formas de cromatina de 
orden superior, aspectos ausentes en las cromosomas bacterianos. 


La RNA polimerasa il necesita los factores generales de transcripción 


Los factores generales de transcripción facilitan la colocación correcta de la RNA pobimera- 
sa de los eucariotas sobre el promotor, ayudan a separar las dos hebras de DNA para perrmni- 
tir el inicio de la transcripción y liberan la RNA polimerasa del promotor para que pueda 
elongar la cadena de RNA, cuando ya se ha iniciada la transcripción. <CTAT> Estas proteínas 
reciben el calificativo de “generales” porque son necesarias en casi todos los promotores uti- 
lizados por la RNA polimerasa 1); consisten en un grupo de proteínas que interactúan unas 
con otras, designadas como TER (transcription factor for polymerase Il: factores de transcrip- 
ción de la polimerasa II), y se identifican de forma arbitraría como TEBB, TPID, etc. En un 
sentido amplio, los factores generales de transcripción eucariotas llevan a cabo funciones 
equivalentes 2 las del factor y en bacterias. De hecho, porciones de TFHF tienen la misma es- 
tructura tddimensional que las zonas equivalentes de 9. 

La Pigura 6-16 lustra el ensamblaje de los factores de transcripción sobre un proxiotor 
utilizado por la RNA polimerasa E y en la Tabla 6-3 se resumen sus actividades. El proceso 
de ensamblaje se inicia con la unión del factor general de transcripción TEBD a una corta se- 
cuencia de la doble hélice de DNA compuesta principalmente por nucleótidos A y T. Por esta 
razón, esta secuencia se conoce como la secuezicia TSTA, o caja TATA, y la subunidad del 
TED que la reconoce se llama TBP (de proteína de unión a la TATA: TATA- binding protein). 
La caja TATA está localizada unos 25 nucleótidos por delante del punto de inicio de la 
transcripción. No es la única secuencia del DNA que señala el micio de la transcripción. 
(Figura 6-17), pero en la mayoría de los promotores de la polimerasa ll es la más importan- 


Figura 6-15 Semejanza estructural entra 
una RNA polimerasa bacteriana y una RNA 
polimerasa Il de eucariota. Las regiones 

de ambas RNA polimerasas que presentan 
estructuras similares se representen en verde, 
La polimerasa de eticariota es mayor que la 
enziña bacteriana (12 subunidades en lugar 
de 5) y algunas de las reglones adicionales 
se presentan en gris. Las esferas azules ' 
tepresentan átomos de Zn que actúan 
como componentes estructurales de las 
polimerasas y la esfera roja representa el 
átorno de Mg del centro activo, donde tiene 
lugar la polimerización. Las RNA pollmerasas 
de las células actuales (bacterias, arqueas y 
eucariotas) sor muy parecidas entre sí, lo 


cual indica que las caracteristicas básicas de 


la enzima se definieron antes de que se inicia- 
ra la divergencia de las tres rarnas principales 
de la vida, (Cortesía de P Cramer y R, Komberg) 


| 


1 
7 
¿ 
1 


DEL DNA AL ANA 


Figura 6-16 Inicio de la transcripción de un gen eucariota por parte de la RNA 
polimerasa ll.Para comenzar la transcripción, la RNA polimerasa requiere varios factores 
generales de transcripción. (A) El premotor contiene una secuencia de DNA Harnada la caja 
TATA, localizada a unos 25 nucleótidos de distancia del sitio de inicio de la transcripción. 
€) La ANA polimerasa, raediante las subunidades 189, TRIO reconoce y se une a la caja 
TATA, lo que permite la unión adyacente del TFIB._ (0) Por conveniencia, ño se representa 
la distorsión de la molécula de DINA causada por la unión del TFHID fuéase la Figura 6-18). 
(O) Los demás factores generales de transcripción, así coma la propia RNA pollmerasa, se 
unen al promotor. (E) ENTFIMH, mediante la energia del ATP, abre la doble hélice de DNA en 
el sitio de inicio de la transcripción, dejando expuesta la cadena molde. ElTFEH también 
fostoriía la ANA polimerasa lí, cambiando su conformación de manera que la polimerasa se 
libera de los factores generales y puede empezar la fase de elongación de la transcripción, 
Taly como aparece representado, el sitio de fosforilación es una larga cola polipeptídica 
C-“errginal, también Hamado dominio Cierminal (CTD: Cterminal domain), que se 
extiende por fuera de la molécula de la polimerasa. El esquema de ensamblaje mostrado 
en esta figuea se ha deducido a pastir de experimentos realizados in vitro y el orden exacto 
en el quelos factores generales de transcripción se unen al promotor, in vivo, puede variar 
de un gen a otro, Los factores generales de transcripción se han conservado mucho a lo 
largo de la evolución; algunos de ellos pueden ser sustituidos experimentaimente en 
células humanas por los correspondientes factores de las levaduras. 


te. La unión del TFID causa una gran distorsión en el DNA de la caja TSTA (Figura 6-18), Se 
cree que esta distorsión actúa como huella física, para la localización de un promotor activo 
en medio de un genoma enorme, y aproxima las secuencias de DNA de ambos lados de la 
distorsión para que se puedan dar los siguientes pasos del ensamblaje de proteínas. Sólo ent» 
tonces, se pueden ensamblar otros factores y la RNA polimerasa U formando el complejo de 
inicio de transcripción completo (véase la Figura 6-16]. De entre los factores generales de 
uanscripción, el más complicado es TENH: consta de 9 subunidades, es casi tan grande co- 
xo la RNA polimerasa ll y, como veremos enseguida, lleva a cabo varias etapas enzimáticas 
necesarias para el inicio de la transcripción. 

Una vez se ha formado el complejo de inicio de transcripción sobre el DINA promotor, la 
RNA polimerasa lí ene que poder acceder a la hebra molde en el punto de inicio de la trans- 
erípción, TFITH, que contiene una DNA helicasa como urna de sus subunidades, hace posible 
este paso hidrolizando ATP y desenroliando el DNA para exponer la hebra patrón. Á conti. 
nuación, la RNA polimerasa U al igual que la polimerasa bacteriana, permanece sobre el pro- 
motor, sintetizando pequeñas cadenas de RNA hasta que sufre una serie de cambios 
conformacionales que le permite separarse del promotor y entrar en la fase de elongación de 
la ranscripción. Un peso clave en esta transición es la adición de grupos fosfato a la “cala” de 
la RNA polimerasa (conocida como el CID o dominio C-terminab. En humanos, el CTD 
consiste en 52 secuencias repetidas en tándem de siete aminoácidos cada una, que cuelgan 
de la estructura central dela RNA polimerasa. Durante la iniciación de la transcripción, la se- 
riva localizada en la quinta posición de la secuencia repetida (Ser5) es fosforilada por TFXH, 
que contiene una proteína quinasa en otra de sus subunidades (véase la Figura 6-16D). En- 
tonces, la polimerasa puede desprenderse del complejo de factores generales de transcrip- 
ción. Durante el proceso sufre una serie de cambios conformacionales que refuerzan su 
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Tabla 6-3 Factores bal en transcripción necesarios en el inicio de la transcripción por la dei polimerasa ' eh eucariotas 


TFID está formada por TBP y —11 subunidades adicionales llamadas TAF IS CTD, dominio CAerminal (terminal dornain). , 
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interacción con el DNA y adquiere nuevas proteínas que le permiten tramscribir lergas se- 
cuencias de DINA, que en ocasiones duran muchas horas, sin disociarse del DINA. 

Cuando la polimerasa Il ha iniciado la elongación del transerito de RNA, la mayoría de 
los factores generales de transcripción se liberan del DNA y quedan disponibles para iniciar 
otra ronda de transcripción con una rueva molécula de RNA. polimerasa. Coro expardre- 
mos dentro de poco, la fosforilación de la cola de la RNA polimerasa 1 permite que los cor- 
ponentes de la maquinaría de procesamiento del RNA se unan a la polimerasa y estén en 
posición idénea para modificar el RNA que está siendo transcrito a medida que emerge de la 
polimerasa, 


La polimerasa U también requiere proteínas activadoras, 
mediadoras y modificadoras de la cromatina 


Estudios del cormmportarsiento de la RNA polimerasa E y de sus factores generales de trars- 
cripción sobre moldes de DNA purificado permitieron establecer el modelo de la iniciación 
dela teenscripción descrito, Sin embargo, como indicamos en el Capítulo 4, el DINA de las cé- 
lulas eucariotas está empaquetado en nucleosormas que, a su vez, están organizados en e5- 
tructuras de cromatina de orden superior. Como consecuencia de ello, el inicio de la 
transcripción de una célula eucariota es más complejo y requiere todavía más proteínas que 
en los estudios sobre DNA purificado. En primer lugax, tunas proteínas reguladoras de la ex- 
presión génica, amadas activadores transoripcionales, se deben unir a sus secuencias espe- 
cíficas del DNA atrayendo a la RNA polimerasa U hacia el punto de inicio de la transcupción 


Figura 6-17 Secuencias consenso halladas 
eola prododdad de los puntos de inicio de 
la RIGA polimerasa l de eucariotas. Se indica 
el nombre dado a cada sectencia consenso 
[prsnera columna) y el factor general de 
transoripción que la reconoce (última 
columad) N dica cualquier nucdeótido y dos 
nucleótidos separados por ua barra indica 
la raisma probabilidad de cada nucieóxido 
en esa posición. En realidad, ceda secuencia 
consenso es una representación abreviada 
de un histograma semejante ai de la 
Figura 6-2 

En la mayoda de puntos de inicio de 
transcripción de la RINA polimerasa ll, sólo 
hey dos o tres de estas cuatro secuencias, 
Por ejemplo, algunos de los promotores 
utilizados porla ANA polimerasa ll contienen 
une secuencia TATA, pero los que carecen de 
ella suelen tener una secuencia NR “fuerte”. 
Aunque le mayoría de las secuencias de DNA 
que influyen en el inicio de la transcripción: 
están localizadas “por delante” del sitio de 
inicio de transcripción, algtinas, coro la 
secuencia DPE de la figura, se localizan en 
la región transcrita, 


Figura 6-18 Estructura tridimensional 
dela TB8P (proteína de unión a la TATA] 
unida al DMA. La TBP es la subunidad del 
factor general de transcripción TFNO 
responsable de reconocer y unirse a la caja 
TATA del DMA frojo). La peculiar curvatura 
del DNA causada por la TBP dos rizos en la 
dobíe hélice que están separados por DONA 
parcialmente desenrollado— puede actuar 
como señal para atraer a los demás factores 
generales de transcripción. La TBP está 
formada por tena sola cadena pofipeptidica 
plegada ea dos dominios muy senñejantes 
tverde y azoñ, [Adaptado de LL Kira 

etal, Noture 365:320-527, 1993, Con la - 
autorizadón de Macmillan Publishers Ltd.) 
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(Figura 6-19). En el Capítulo 7 se analizará coo más detalle el papel de estos activadores, ya 
que constituyen una de las principales maneras mediante las cuales las células regulan la ex- 
presión de sus genes. Por el momento, destacaremos que su presencia sobre el DNA es nece- 
saría para iniciar la transcripción en una célula eucariota. En segunda lugar, el inicio de la 
transcripción eucariota in bivo requiere la presencia de un complejo proteico conocido co- 
meo Mediador, que permite que las proteínas activadaras se comunighen correctamente con. 


la polimerasa ll y con los factores generales de transcripción. Por último, el inicio de la trans» 


cripción en la célula eucariota suele requerir el rechutaniiento local de enzimas modificado- 
ras de la cromatina, incluyendo complejos remodeladores de la cromatina y enzimas que 
modifican las bistonas. Como se describió en el Capítulo 4, ambos tipos de enzimas pueden 
garantizar un mayor acceso al DNA presente en la cromatina y, al hacerlo, facilitan el ensana- 
blaje de la maquinaria de inicio de la transcripción sobre el DNA. En el capítulo” 7 volveremos 
a tratar el papel de estas enzimas en la iniciación de la transcripción. 

Como se ilustra en la Figura 6-19, en el punto de inicio de la transeripción se han de en- 
sambiar muchas proteínas (más de 100 subunidades individuales) para que comience la 
transcripción en una célula eucariota. Probablemente el orden del ensambiaje de estas pro- 
tefnas no parece seguir ninguna pauta preestablecida, sino que el orden difiere de un gen a 
otro. De hecho, algunos de estos complejos proteicos interachían unos con otros antes de 
unirse al DNA y ser reclutados conjuntamente sobre el DNA en forma de subensamblajes 
preformados. Para iniciar la transcripción, la RNA polimerasa U debe ser liberada de este 
gran complejo de proteínas lo cual, además de las etapas descritas en la Figura 6-46, reguie- 
re a menudo la proteolisis in sizu de la proteína activadora. Volveremos sobre algunos de es- 
tos puntos en el Capítulo 7, en el que explicaremos de qué manera as cu eucariotas 
regulen el proceso del inicio de la transcripción. A 


4 


La elongación de la transcripción produce una tensión 
superhelicoidalen el DNA | - ajo e 


Una vez iniciada la transcripción, la RNA polimerasa no se desplaza con suavidad a lo largo 
de la molécula de DINA, sino que lo hace de forma espasmódica, avanzando muy despacio 


en algunas secuencias y transcribiendo otras muy rápidamente. Durante la elongación, las 


ENA polimerasas tanto bacterianas como eucariotas se asocian a una serie de factores de 
elongación, proteínas que disminuyen la probabilidad de que la RENA polimerasa se disocie 
antes de alcanzar el final del gen, Estos factores se asocian con la HNA polimerasa poco des- 
pués de la iniciación y ayudan a las polimerasas a avanzar a través de la gran variedad dese- 
cuencias de DINA que se encuenten en los genes. Á medida que se desplazan a lo largo de la 
secuencia molde de DONA, las RNA polimerasas eucariotas también tienen que interactuar 


figura 6-19 inicio de la transcripción por la 
RNA polimerasa Hen una célula eucariota. 
El inicio de la transcripción in vivo tequiere la 
presencia de diversas proteínas activadoras 
dela transcripción. Como se describe en el 
Capítulo 7, estas proteínas se unen a unas 
cortas secuencias espedificas del DNA. 
Aunque sólo se muestra una de eltas, 
Ln gen eucanota típico puede tener 
muchas proteínas activadoras y todas 
hintas determinan su velocidad y patrón 
de transcripción. Actuando aveces 2 una 
distancia de varios roles de pares de bases 
(representado porla molécula internmnpida 
de DNA), estas prorelnas regutadoras de la 
expresión génica ayudan a ensamblar sobre 
el promotor la RNA polimerasa, los factores 
generales de transcripción y el Mediador. 
Adernás, los activadores atraen a los 
complejos rernodeladores de la cromatina 
dependientes de AFP y las histonas acetilasas. 
Como se describe en el Capitulo 4, el estado 
"de reposo” de la cromatina es probable 
que ses el filamento de 30 nen (véase la 
Figura 4-22), por lo que la trarscópción se 
iniciaria sobre esta forma de DNA. Para 
sienplificar, no se muestra en la figura. 
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con la estructura de la cromatina, típicamente ayudadas por complejos remodelantes de 
cromatina dependientes de ATP (véase pp. 215-216). Estos complejos pueden desplazarse 
con la polimerasa o pueden limitarse a buscar y rescatar las moléculas de polimerasa que 
ocasionalmente puedan haberse atascado. Además, algunos factores de elongación asocia” 
dos con la RNA polimerasa eucariota facilitan la transcripción a través de las mucleosornas 
sin necesidad de energía adicional. Todavía no conocernos con detalle cómo se consigue, 
pero estas protefras pueden transitoriamente desplazar los dímeros H24-H2B dela zona 
central del nucleosoma reermplazándolos a medida que la polimerasa se desplaza través del 
DINA del nucleosorna. 

Las polirnerasas tanto bacterianas como eucariotas deben salvaz otra dificultad durante 
la elongación. Para txatar este aspecto primero hernos de considerar una propiedad sutil in- 
herente a la doble hélice de DINA denorainada superenrollamiento del DINA. El superenro- 
lHamiento del DINA representa una conformeción que adopta el DNA en respuesta a una 
tensión superhelicoidal; reciprocamente, la generación de varios lazos o enrollamientos de 


la hélice puede crear esa tensión. En la Figuera 6-20, se ilustra una manera sencilla de visualí- 


zar las limitaciones topológicas que provocan el superentollamiento del DINA. Cada vuelta 
de la doble hélice de DNA tiene unos 10 pares de nucleótidos. Imaginemos una hélice cuyos 
dos extremos estén fijos uno respecto del otro [como ecurre en un DRA circular, como el 
cromosoma bacteriano, o en un lazo fijado con fuerza como se cree que existen en los cro- 
mosomas eucariotas). En este caso, cada 10 nucleótidos que se desenrollen se formará un 
granlazo de DINA superentollado para compensar la tensión generada, La formación de este 
stperentollamiento es energédcamente favorable porque restablece el giro normal de la hé- 
lices de las regiones apareadas restantes que, de no ser así, tendrían que sobrecompactarse 
ya que sus extremos no tienen libertad de giro, 

Cuando la RNA polimerasa avanza a lo largo de un segmento de DINA anclado a ambos 
extremos también genera tensión superhelicoidal (véase Figure 6-200). Si la RNA polimera- 
sa no puede rotar rápidamente (esta rotación es muy poco probable dado el tamaño. de las 
RENA poliraerases y el ranscrito que tiene unido), el desplazamiento de una RNA polimerasa 
alo largo del DNA generará una tensión superbelicoidal positiva en el DNA por delante del 


- punto ea que se encuentra y una tensión helicoidal negativa por detrás de él, Parece que en 


los eucariotas esta situación aporta una ventaja: la tensión superhelicoidal positiva generada. 
por delante de la polimerasa dificulta la apertura de la bélice de DINA, pero esta tensión de- 


igura 6-20 Tensión superhelicoidad del 
DNA causada por el superenrollanniento 
del DMA. (A) Encura molécula de DINA con 
un exterao libre (o un corte en ura de las 
cadenas que actúe como un tormiquete), la 
doble hélice de ONA sutre una rotación por 
cada 10 pares de nudeótidos abiertos. (E) $ 
se efita esta rotación, se introduce en el DNA 
tna tensión superhelicoidal al intentar abre 
la doble hélice. Una manera de astumnir 
esta tensión sería incrernenter la rotación 
helicoidal de 10 a 11 pares de nucleótidos 
por vuelta de la doble hélices sin embargo, la 
hélice de DONA restete mal esta deformación 
y tiende a aliviar la vensión superhelicoidal 
plegándose en lazos superensollados, 
Como resultado de eflo, se fonra un 
superenrollamiento de la doble hélice de 
OMA cada 10 pares de nucleótidos abiertos, 
En este caso, el superenrolamiento 
farmado tiene sigho positivo. (C) El 
superenrollamiento del DNA se induce por 
una proteína que avanza a lo targo de la 
doble hélice. Los dos extremos del DNA 
mostrado en la figura son incapaces de 
rotar libremente uno respecto del otro y la 
molécula de proteína tampoco puede rotar 
libremente mientres avanza. Bajo estas 
condiciones, el desplazamiento de fa protelna 
genera un exceso de hélices en el DNA por 
delante de la proteína y un: déficit de hélices 
por detrás de la posición de la proteína en el 
DINA, tal coma se muestra. 
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bería facilitar Ja desorganización de los nucleosormas, ya que la liberación del DNA del nú- 
cleo de histopas ayuda a relajar la tensión superhelicoidal positiva. 

Cualquier proteína que se impulsa a sí misma a lo largo de un fragmento de la doble hé- 
lice de DNA tiende a generar una tensión superhelicoidal. En células eucariotas, las topoiso- 
merasas de DNA. elirainan con rapida esta tensión superhelicoidal (véase p. 278). Pero en 
bacterias, tina topolsomerasa específica, llamada DONA girasa, utiliza la energía de la hidróli- 
sis del ATP para generar continuamente superhélices en el DNA y mantener el DNA bajo una 
tensión constante, Se trata de superhélices negativas, con un sentido de giro opuesto al de las 
superhélices positivas que se generan en una región al abrirse la molécula de DNA (véase la 
Pigura 5-20B]. Cuando una región de la hélice se abre, elimina del DNA bacteriano estas su- 
perhélices y reduce asíla tensión superbelicoidal. La DNA girasa consigue de esta forma que 
la apertura de la hélice de DNA sea energéticamente favorable, comparada con la apertura 
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Flawra 6-21 Resumen de los pasos que 
lbevan del gen a la proteína en eucariotas 
y en bacterias. La cantidad final de una 
proteína en una célula depende de la 
eficiencia de ceda uno de los pasos de 
síntesis y de la tasa de degradación 

de las moléculas de RNA y de proteína, 

(A) Enctas células eucariotas, la molécula de 
ENA resultante de la transcripción contiene 
tanto secuencias codificadoras (exones) 
corso no codificadoras fintrones). Antes de 
que se pueda traducir a proteína, se tienen 
que modificar los dos extrernos del RNA, se 


' tienen que eliminar los introres mediante 


una reacción de maduración (eyustej 
catalizada enzimáticamente y el mENA 
resultante debe ses exportado desde €) 
núdeo al citoplasma, Áungue enla figura 
los pasos se representan de uná en Uno, 
siguiendo una secuencia, en realidad, 
pueden tener lugar de forma simultánea, 
Por ejemplo, la adición de la coperuza y el 
ayuste suele iniciarse antes de que se haya 
corapietada la transeripción. Debido al 
acoplamiento entre los fenómenos de 
tanscripción y del procesamiento del ENA, 
se encuentran muy pocas veces trenscritos 
prirnarios las RNA que en teoría se hubleran 
producido si no se hubiese producido el 
procesamiento, (8) En procariotas, la 


de una hélice que no esté superenzollada, Por esta razón, esta enzima facilita aquellos proce- 
sos genéticos de las bacterias, incluyendo el inicio de la transcripción por la RNA polimerasa 
bacteriana, que requieren la apertura de la hélice (véase la Figura 6-11). 


producción del mANA es mucho más sencilla, 
El inicio de la transcripción genera el extremo 
5' de una molécula de mMANA y el final de la 
trensciipción genera el extremo 31 Dado que 
las células procariotas carecen de núdeo, la 
vanscripción y la traducción tienen kigar 

en el mismo compartimiento, De hecho, 

a menudo la traducción de un mRNA 
bacteriano comienza antes de que su 

sintesis se haya completado, 


La elongación de la transcripción en eucariotas está estrechamente 
acoplada al procesamiento del RNA 


En bacterias, la síntesis de mBNA depende de que le RNA polimerasa ermpiece y acabe de 
funcionar en unos puntos específicos del genoma. La situación en eucariotas es sustancial-' 
mente diferente, En particulax Ja transcripción sólo es el primer paso de una serie de varias 
etapas necesarias pera producir un mENA. Otras etapas críticas son la modificación cova- 
lente de los extremos del RNA y la eliminación de las secuencias intrónicas que son escindi- 
das del transcrito de RNA por el proceso conocido coro maduración por corie y empalme 
del RNA to ayuste; en inglés, splicing) (Figura 6-2D. 

Ñ Los dos extremos del mENA eucariota son modificados: por la adición de una CAperuza 

o cap al exisemo 5' y por la poliadenilación del extremo 3' [Figura 6-22). Estos extremos mo- 

dificados permiten a la cébula asegurarse de que están presentes ambos exuemos de la molé- 
cula de mANA (y, por tanto, que el mensaje está intacto) antes de exportar la secuencia de 
RNA del núcleo al citosol para su traducción a proteína. La maduración del RNA acerca difis- 
rentes zonas de la secuencia que codifican una proteína y ofrece a los eucariotas superiores 

la capacidad de sintetizar diferentes proteínas a partir de un mismo gen. 
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Un ingenioso mecanismo acopla todos los procesos de procesamiento del RNA anterio- 
res a la elongación de la transcripción. Como se describió con anterioridad, un paso clave en 
la iniciación de la transcripción por la RNA polimerasa lí es la fosforilación de la cola de la 
RNA polimerasa llamada el CTD (C-termínal domain: doránio C-terminal). Esta fosforita- 
ción se produce gradualmente a medida que la RNA polimerasa inicia la transcripción y se 
desplaza a lo largo del DNA. No sólo ayuda a disociar la RNA polimerasa Il de otras proteínas 
presentes en el punto de inicio de la transcripción, sino que también permite que se asocien 
una nueva serie de proteinas a la cola de la RNA polimerasa que participan en la elongación 


de la transcripción y en el procesanuento del RNA. Como expondremos a continuación, ale. 


gunas de estas proteínas parecen “saltar” de la cola de la polimerasa a la molécula naciente 
de RNA y empezar a procesarla en cuanto emerge de la RNA pobimerasa. Así podemos con- 
siderar la RNA polimerasa ll en su modo de elongación como una factoría de RNA, que 
transcribe el DNA a RNA y procesa el RNA que está fabricando (Pigara 6-23). Completamen- 
te extendido, el CTD es cerca de 10 veces más largo que el resto de la RNA polimerasa y, en 
efecto, actúa como correa, uniendo varias proteínas y acercándolas tado lo riecesario. Esta 
estraregia, que acelera la velocidad de las reacciones siguientes, se ei por lo general en 
la célula (véanse Figuras 4-69 y 18-38). 


La adición de la caperuza es la primera modificación 
de los pre-mRNA eucariotas 


Una vez la RNA polimerasa Il ha sintetizado, aproximadamente, los primeros 25 nucleótidos 
del RNA, el extremo 5” de la nueva molécula de RNA se modifica mediante la adición de una 
“caperuza” o “cap” que consiste en un nucleótido de guanina modificado (véase la Figu- 
ra 6-22B). La adición de la caperuza la llevan a cabo tres enzimas que achían de forma suce- 
siva: una de ellas (una fosfatasa) elimina un grupo fosfato del extremo 5' dei RNA naciente, 
otra (una guanil transfexasa) añade un GMP mediante un enlace poco común (S'-S', en vez 
del enlace 5'-3' habitual) y la tercera (una metil transferasa) añade un grupo metilo a la gua- 
nosina (Figura 6-24). Dado que estas tres enzimas se unen ala cola fosforilada de la RNA po- 
Himerasa en la posición de la serína S, la modificación añadida por TFHH durante la 
iniciación de la transcripción, están situadas de forma óptima para modificar el extrerno S' 
del transcrito naciente en cuanto emerge de la polimerasa. : 

“La caperuza 5' metilada indica cuál es el extrerno S' de los mANA eucariotas y ayuda a la 
célula a distinguir los miÑNA de otros tipos de moléculas de RNA presentes. Por ejemplo, las 
RNA polimerasas 1 y IE fabrican moléculas de RNA a las que no se les añade la caperuza du- 
rante la transcripción, en parte porque estas polimerasas carecen de CTD. En el núcleo, la ca. 
peruza $e une a un complejo proteico llamado CBC (cap-binding complex: complejo de 
unión a la caperuza) que, como se expondrá más adelante, ayuda al RNA a ser procesado co- 
rrectamente y exportado. La caperuza $' metilada también tiene un papel importante en la 
traducción de jos meNA en el citosol, como verernos más adelante en este mismo capítulo, 
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Figera 6-22 Comparación de las estructuras 
de las moléculas de mRNA procariotás 

y eucariotas. (A) Los extremos 5 y 3'de un 
MENA bacterlano no presentan modificación 
álguna y se corresponden con los extremas 
de la molécula generados por la 

RNA polimerasa, que inicia y termina, 
respectivamente, la transcripción en estos 
puntos. Los extremos Correspondientes de 
una molécula de raRNA eucariota se forman 
mediante la adición de una capenuza 5, 

la escisión del transorito de pre-mÑA 

y la adición de una cola de poli-A, 
respectivamente. La figura también ilustra 
otra diferencia entre los mANA procariotas 

y eucariotas: los mRNA bacterianos pueden 
contener las instrucctones para fabricar 
varias proteínas diferentes, mientras que los 
eucariotas prácticamente siempre contienen 
la información de una Única proteína, . 

(8) Estructura de la caperuza de los extremos 
5' de las moléculas de mANA eucariotas, 

Hay que destacar la inusual unión 5-5"de 

fa 7-metikG ai resto del RNA. Muchos 

MANA eucariotas contienen una segunda 
modificación adicional el grupo 2-hidroxilo 
de la segunda unidad de ribbosa del mANA 
está metilado (no se muestra en la figura). 
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Figura 6-23 La RNA polimerasa E como una “fábrica de RNAC A medida que la 
polimerasa trensoribe el ONA a RNA, trensporta proteínas procesadoras del premia 
unidas a su cola, que van siendo transferidas al RNA naciente en el mormento adecuado. 
La cola, conocida como CTA, contiene $2 repeticiones en tánden de secuencias de siete 
aminoácidos, con dos serinas en cada repetición. Las proteínas de la cóperuza primero se 
unen a la cola de la mANA polimerasa cuando está fosforilada en las Serí de las siete 
repeticiones, al final del proceso de inicio de la transcripción véase la Figura 6-16), Esta 
estrategía garantiza que se coloque ala molécula de AMA la caperuza de forraa eficiente 
antes de que el extrerno 5'terminol emerja desde la RNA polimerasa. A medida que la 
polimerasa continóa transcribiendo, las cotas sor fosforiladas en las posiciones Ser por 
quinasas asociadas a polimerasas de elongación y finalmente desfosforiladas en las 
posiciones Serí. Estas modificaciones posteriores atraen peoteínas de raaduración y de 
fal de procesarmiento 3' hacia la polimerasa que se está desplazando, y secolacan para 
actuar sobre la cadena de RNA acabada de sinterizar a medida que ernerge de la RNA 
polimerasa, Existen muchas enzimas que procesan el RNA y no todas ellas viajan con 

la polímerasa, Por ejernplo, para la maduración de ANA, la cola sólo transporta algunas 
componentes críticos; cuando se han transterido a la molécula de RIVA, actúan como 
lugares de nucieación del resto de componentes. 

Cuando la RMA polimerasa acaba de transcribir un gen, se libera del DMA, algunas 
fosfatasas solubles eliminan los fosfacos de su cota, y puede volver a iniciar la 
transcripción. Únicamente las formas desfostoritadas de la RIVA polimerasa lson 
competentes para empezar la sintesis de RMÁ en un prorrator, 


La maduración del RNA elimina los intrones de los pre-mRNA 
recién transcritos 


Como sé iadicó en el Capítulo 4, las secuencias codificadoras de proteínas de los genes euca- 
riotas Suelen estar intermunpidas por secuencias no codificadoras (iatrones). Esta caracterís- 
tica de los genes eucariotas, descubierta en 1977, sorprendió a los científicos que hasta este 
múomento se habían familiarizado con los genes bacterianos, que consisten en segmentos 
continuos de DINA codificador directamente transcritos a mANA. Muy al contrario, los genes 
eucariotas están divididos en pequeños fragmentos de secuencia codificadora (secuencias 
expresadas O exones), separadas por otras secuencias mucho más largas, las denominadas 
secuencias intercaladas o intrones. Por lo tanto, la secuencia que realmente codifica un 
gen tucariota suele representar sólo ima pequeña fracción de la longitud total def gen 
(Bigura.6-28). 

“Tanto los intrones como jos exones son transcritos a RNA. Los tutrones tienen que ser 
eliminados de la molécula de RNA recién sintetizada mediante un proceso conocido coro 
maduración por corte y empalme del RNA o ayuste del RNA. (RIVA splicing). La homensa 
mayoría de las reacciones de ayuste que tienen lugar en las células se realizan sobre molécu- 
las de RINA, por lo que la descripción se centrará en este tipo de moléculas. A veces se suele 
denominar maduración de precursores de mRNA fo pre-mRWNA). Sólo después de haber te- 
nido lugar los procesamientos de los extrernos 5' y 3' y la maduración por corte y empalme, 
el pre-mANA se denomina mRNA. 

En cada reacción de maduración o ayuste se elimina un Latrón, mediante dos reaccio- 
nes consecutivas de transferencia de un grupo fosforilo conocidas coma transesterilicacio- 
nes; este proceso une dos exones y elimina el intrón en forma de lazo figura 6-26). El 
número de enlaces fosfato de alta energía permanece constante, por lo que, en principia, es- 
fas reacciones podrían tener lugar sin la rotuxa de nucleósidos trifostato. Sta embargo, la ma- 
quínaria que cataliza la maduración del pre-mENA es compleja —consta de 5 moléculas 
adicionales de RNA y más de 200 proteínas- e hidroliza muchas moléculas de ATP exi cada 
reacción de maduración. Probablemente esta complejidad adicional asegure que la madura- 
ción se realiza con precisión, pero que a la vez sea lo bastante flexible como para reconocer 
la enorme variedad de intrones que se encuentran en una célula encariota. 


Figura 6-24 Reacciones de adición de la caperuza al extrema 5 "de cada molécula 
de RNA sintetizada por la ANA polimerasa ll La capenaza se une mediante un 
nuevo enlace 5-5 establecido entre el residuo 7-metiiquanosina, que está cargado 
positivamente, y el extremo 5'del transcrito de RNA (véase la Figura 6-228). La letra N 
representa cualquiera de los cuatro ribonucleótidos, aunque el primer nucteátido de 
la cadena de RNA, suele ser una purina (una Ao una 6). (Adaptado de A.I, Shatkin, 
BioEssays 7:215-277, 1987, Conda autorización de ICSU Press) 
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gen humano de la P-alobina gen humano del factor ill rones 
f Á 
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(A) pares de nucleótidos (8) 
El hecho de eliminar tentos intrones durante la maduración del RNA parece tin detro- Figura 6-25 Estructura de dos genes 
che para la célula. Para intentar explicar la razón de este fenórneno, los científicos han desta- humanos mostrando fa disposición 
cado que la organización en exones-intrones facilita la aparición de nuevas proteínas vítiles  elosexonesylos intrones. (A) El gen de 


A s A E la Be ina, relató 3 Eñe, 

para la célula a escalas evolutivas de tiempo. Así, la presencia de numerosos intrones en el pl a e e caló us 
DNA posibilita que mediante la recombinación genética se combinen Erne los exones proteína transportadora de oxtgeno, la 

de los diferentes genes (véase p. 140), permitiendo así, mediante la combinación de partes hemoglobina, tiene 3 exones (udase también 
de genes preexistentes, que evolucione con mayor hecuencia genes que codifican nuevas la Figura 4-7). (B) El gen del facior Vil, mucho 


¡ proteínas. La observación, descrita en el Capínulo 3, de que muchas proteínas de las céhilas mayor, ene 26 exones; codifica una proteína 


E actuales parecen confeccionadas a partir de un conjunto de piezas proteicas comunes, lla- — (€lfactorVIll que partícipa en el proceso 
: madas dominios proteicos, refuerza esta idea. secregulación dele Sanar Es IoIniSTnES 
: a E - z frecuente de hernofilia es el result 

¿ La maduración del RNA también ofrece otra gran ventaja. Los transeritos de muchos ge- Edd clas 


S de mutaciones de esta gen. 
nes eucariotas (en los genes humanos se estira que un 75%) pueden madurar de más de 


- una forma, lo que permite que un mismo gen produzca un Juego de proteínas diferentes 
¿ Figura 6-27). En lugar de ser el proceso derrochador que podría parecer en ua principio, la 
a - maduración del RNA permite a los eucariotas incrementar el ya de por sí enorme potencial 


e codificador de sus genomas, Volveremos de nuevo sobre esta idea en este capítulo y en el sí- 
á guiente, pero primero hemos de describir la rmequinaria celular que desarrolla esta notable 
3 tarea, : 


La secuencia de nucleótidos indica dónde se tiene 
que producir el corte 


El mecanismo de maduración del pre1RNA, mostrado en la Figura 6-26, implica que la ma- 
quinaria de maduración debe reconocer tres porciones de la molécula precursora de RNA: el 
lugar de rotuxa 5 el lugar de rotura 3' y el punto de ramificación en la secuencia del intrón 
que forma la base del lazo eliminado. No es de extrañar que cada lugar tenga una secuencia 
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secuencia del intrón (indicado en rojo) ataca 
el siñio 5" de maduración y. corta el esqueleto 
de azúcartosfato del RNA en este punto. El 
extremo 5 del intrón se une covalentemente 
ai nucisotido de adenina, corno se muestra . 
en detalle en (B), generando así un lazo enla 
rrdlécula de RNA. El extremo 3'-OM fibre de la 
secuencia del exón reacciona con el inicio del 
; j - exón siguiente, de forma que ambos exones 
a extremo 3" : se unen y el intrón se libera en forma de lazo, 
e e 3" RR delintrón ] Así, los dos exones quedan unidos formando 
o A j una secuencia codificadora continia; el 
ze ] E de intrón liberado será degradado 
posteriormente. 
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consenso de nucleótidos similar a la de los otros intrones y que proporcione a la célula se- 
fiales respecto a dónde se está produciendo la maduración (Figura 6-28). Sin embargo, estas 
secuencias consenso son bastante cortas y pueden acomodar un elevado grado de variabili- 
dad; como veremos en seguida, la célula incorpora otros tipos de información para acabar es- 
cogiendo exactamente dónde se debe producir la maduración de cada molécula de ENA. 

La elevada variabilidad de las secuencias consenso de maduración supone un reto es- 
pecial para los científicos que intentan descifrar las secuencias del genoma. Los intrones tie- 
nen un tamaño que varía de 10 a más de 100.009 nucleótidos y resulta muy dificil determinar 
los límites precisos de un intrón, incluso con la ayuda de potentes ordenadores. La posibili- 
dad de que existan maduraciones alternativas complica todavía más el problema de prede- 
cir les secuencias proteicas exclusivamente a partir de las secuencias genómicas. Esta 
dificultad constituye una de las principales barreras para identificar todos los genes de una 
secuencia genómica completa y es la razón principal por la que sólo conocemos el número 
aproximado de genes del genoraa humano. 


El espliceosoma lleva a cabo la maduración (splicing) del RNA 


A diferencia de los otros pasos de la síntesis del mMRNA tratados hasta ahora, las etapas clave 
de le maduración del RNA no se producen por proteinas sino principalmente por moléculas 
de RNA, Determinadas moléculas especializadas de RNA reconocen las secuencias de nu- 
cleótidos que determinan dónde se debe producir la maduración y también participan en 
los procesos de la reacción de maduración. Estas moléculas de RNA son relativamente cortas 
(menos de 200 nucleótidos cada una) y se conocen cinco de ellas (Ul, UZ, UA, US y U6) impli- 
cadas en la vía principal de rraduración de mRNA. Conocidas como salliVA o RNA nucleares 
pequeños (sitall nuclear RNA), cada una de ellas forma un complejo con al menos siete 
subunidades proteicas formando una SaRNP o ribonucleoproteína nuclear pequeña 
(small nuelear ribonueleoproteir). Estas snRNP constituyen el núcleo del espliceosoma, 
un gran complejo de RNA y proteínas que lleva a cabo la maduración (en inglés, splicing) del 

re-raRNA en las células. 

El espliceosoma es una máquina dinámica y compleja. Cuando se estudia ir vitro algu- 
nos componentes del espliceosoma se ensamblan sobre el pre-mRNA y, a medida que la 
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Fíguira 6-27 Waduración alternativa 

del gen de la cr tropomiosina de rata, 

La o-tropomiosina es una proteina 
sobreensollada (véase la Figura 3-9) 

Gue regula la contracción en das celulas 
mitisculares. El transcrito primario puede ser 
procesado de diversas maneras, como $e 
indica en la figura, dando lugar a distintos 
MÉNA que, a su vez, otiglnarán proteinas 
diferentes, Algunos de los patrones de 
maduración s0n específicos de dertos pos 
celulares. Por ejemplo, la amtropomiosina de 
la musculatura estriado es diferente de la que 
se obtiene, a partir del mismo gen, en la 
musculatura lisa. Las puntas de flecha de da 
parte superior de la figura indican los sitios 
en dos que se puede escindir el RNA y se 
puede añadir la cola de polkA al extremo 

3' de los RNA maduros. 


Figura 6-28 Secuencias consenso de 
nucdeótidos de una molécula de RNA que 
indican elinicio y el final de la mayoría de 
los intrones en los seres humanos, Sólo se 
requieren los tres bloques de secuencias 
indicados para eliminar el intrón; el resto de 
la secuencia del intrón puede estar octipado 
por cualquier nucleótido, A, G,UyC 
representan los nudeótidos estándar del 
RANA; R representa purinas (A o Gj Y 
representa pirimidinas (Co U)l La A destacada 
en rojo constituye el punto de ramificación 
del lazo que se origina durante la 
maduración. Los únicos nucleótidos que se 
conservan totalmente en las secuencias de 
corte son la secuencia GU al inicio del intrón 
y la secuencia AG al final del mismo. 


¿Las dernás posiciones incluso la A del punto 


de rarnificación) pueden ser ocupadas por 


. diversos nucleótidos, aunque los que 


se indican parecen serios preferidos, La 
distancia que separa las tres secuencias 
consenso en el RNA puede ser rauy variable: 
sin embargo, la distancia entre el punto de 
rarnificación y el sitio 3' de corte suele ser 


- mucho más corta que la distancia entre el 


sitio 5' de corte y el punto de ramificación, 
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reacción de maduración progresa, ven entcarndo más componentes como el que elimina las- 
tre para poder “despegar” (Bigura 6-29). Sia embargo, muchos científicos creen que, dentro 
de la célula, el espliceosoma está en forma de ensamblaje laco de tados los componentes 
que captura, hace madurar y libera RENA coreo una unidad coordinada, sutiiendo reordena- 
mientos generales cada vez que produce en proceso de maduración, Durante la reacción, el 
reconocimiento de los sitios de corte 9 y 3 y del punto de rarificación se lleva a cabo funda- 
mentalmente por el apareamiento de bases entre los snRNA y las secuencias consenso del 
pre-"nRNA, sustrato (Figura 6-30). En el transcurso de la maduración, el espliceosomma pasa 
por varios procesos en los que se rorape uan conjunto de interacciones ente bases y se forma 
Otro nuevo en su lugar, Por ejemplo, el soRiNA Ul es reereplazado por el soRiNA 16 en el sitio 
S' de maduración (véase la Figura 6-30A). Este tipo de reordenemientos RNA-RÍXA (en los 
que la formación de ua interacción RNA-RNA requiere la rotura de otra) sucede varias ve- 
ces durante la reacción de maduración. Permite comprobar y recomprobaxr las secuencias de 
RIVA, antes de que se permita proceder a la reacción química, e incrementar de este forma la 
precisión del proceso de maduración. 


Figura 6-29 Mecanismo de maduración 

del pre-mENA. La maduración del REÍA está 
catallzada por un conjunto de soRNP (círculos 
coloreados) y otras proteínas (de las cuales la 
mayoría no se muestra) que, en conjunta, 
constituyen el espliceosoma. El espliceosorna 
reconoce las señales de corte de una 
molécula de pre-RÑA, aproxima los dos 
extremos del intrón y aporta la actividad 
enzimática que cataliza los dos pasos de la 
reacción (véase la Figura 626%. 
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sitio 3" de corte de - 
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B5P ela extn (éssa la Figura 6-304) y el lugar de ramificación 
intrón STAN Edo fragmento de — es reconocida por la proteína de unión al Jugar de 
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El espliceosoma utiliza la hidrólisis del ATP para provocar 
una compleja serie de reordenamientos RNA-RNA 


Aunque no se requiere la hidrólisis del AP para los procesos químicos de la maduración del 
RINA per se, sí que se requiere para el ensamblaje y las reordenaciones del espliceosoma. Al- 
gunas de las proteínas adicionales del espliceosoma utilizan la hidrólisis del ATP para roto- 
per las interacciones ENA-RNA existentes y permitir así la forraación de Otras nuevas, De 
hecho, todos los pasos que se muestran en la Figuera 6-29 excepto la asociación de la BBP 
con el punto de ramificación y de la soRiN?P Ul con el sitio 5' de maduración requieren da hi- 
drólisis de ATP y la participación de proteínas adicionales. Cada reacción de maduración 
requiere más de 200 proteínas, sí contaros las que forman parte de las soknR 

Las reordenaciones ENA-RMA del espliceosorna que requieren ATP tienen lugar en las 
propias soRNP y entre las soRNP y el pre-2o RNA sustrato, Lina de las funciones tés impor- 
tentes de estas recrdenacioónes es la generación del centro catalítico activo del espliceosoma. 
La estrategia de generar el centro activo sólo cuando ya se han ensamblado todos los com- 
ponentes de la maduración sobre el pre-miANA sustrato es una manera muy efectiva de pre- 
vericuna maduración descontrolada. 


Quizá la característica más sorprendente del espliceosoma ses la naturaleza de su cen: 


tro catalítico: está formado principalmente (si no exclusivamente) por moléculas de RNA en 
lugar de moléculas de proteína. En la última sección de este capitulo deseribiremos en tér- 
minos generales cuáles son las propiedades estruchurales y químicas del PUNA que le pernai- 
ten realizar una catálisis; por el momento, basta con tener en cuenta que los snENA Ul y U6 
del espliceosoma forman una precisa estructura tridimensional de RNA que yutapone el si 
fio 5' de maduración del pre-mANA con el sitio de ramificación y probablemente realiza la 
primera reacción de transesterificación tvéase la Figura 6-300). De manera similar, Los sitios 
5 y 3' de maduración $e aproximan uno a otro (mediante un proceso en el que interviene el 
SARNA US) y facilitan la segunda twransesterificación. 

Cuando se ha completado la reacción química de la maduración, las soRNP permane- 
cen unidas al lazo. El desensamblaje de estas sukNP del lazo (y entre ellas mismas) requiere 
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figura 6-30 Algunos de las reordenaciónes 
que tienen lugar en el espliceosoma 
durante la maduración del pre nRNA, 

Se muestran los detalles del espliceosoma 
de Succharomaces cerovisias, en el que las 
secuencias secuencias de nudeótidos 
implicadas son bgeramente diferentes de las 
de las células humenas. (A) La sustitución 

de la «ANP LY por la snfiMP US tiene lugar 
antes de que ocurra la prirnera reacción: 

de transfosforilación tuéase la figura 6-29), 
Este Intercarabio necesita que el sito S'de 
corte sea leído por dos saRNP diferentes, 
para incrementar así la precisión de la 
selección del sitio $'por parte del 
esplicecsoma. (E) El lugar de ramificación 
esteconocida primero por la BEP y, 
posteriormente, por la snAMP 12; coma 
eníA), esta estrategia de comprobación y 


_tecomprobación incrementa la precisión 
“dela selección del lugar correcto, La salón 


de U2 al lugar de ramificación obliga al 
desapareamiento de la adenína apropieda 
ten rojo), con lo que se activa e inicia el 
ataqueal sitio 5"de maduración (véase la 
Figura 6-29). Junto con el reconocimiento 
ptedo por parte de la BSP ésta esla forma 
que tiene el espliceosoma de elegir 
correctamente la adenina que constituirá 

el punto de ramificación, (0) Después de 

la primera reacción de transfosforilación 
lizquierda), una sería de reordenaciones 
aproximan los dos exones que deben 

ser unidos en la segunda reacción de 
traosfostorilación (derecha). Las snANP sitúan 
a los reactivos en posición y aportan (total 

o parcialenente) los lugares catalíticas de 
ambas reacciones, La soORNP US está presente 
ex el espliceosorna antes de que tenga lugar 
esta reordenación; para mayor claridad, en el 
panel de la izquierda se ha omitido. Como se 
describe en el texto, todas las reordenaciones 
RNA-RNA mostradas en esta figura (y otras 
que tlenen lugar en el espliceosora pero que 
no se nusestrar] requieren da participación 
de protelhas adicionales y ta hidrólisis de AFP. 


dei 
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Otra serie de reordenaciones que necesitan la hidrólisis de más ATP para devolver los snRNA 
a su configuración original, de forma que puedan volver a ser utilizados en una nueya I2a0- 
ción. Cuando se ha completado la maduración, el espliceosoma dirige un juego de proteínas 
para que se unas a la molécula de mERNA cerca de la posición inicialmente ocupada par el 
intrón. Estas proteínas, denominadas complejo de unión al exón (£EJC: exon juncrion com- 
plex) mercan el lugar en el que se ha producido con éxito un proceso de maduración y, como 
veremos más adelante en este capítulo, afecta el destino siguiente del mRNA. 


Otras propiedades del pre-mRNA y de su sintesis ayudan a explicar 
cómo se escogen de forma correcta los sitios de maduración 


El tamaño de los intrones es rauy variable; alguno de ellos alcanza más de 100.000 nuecieótd- 


dos. Si la selección de los puntos de maduración sólo estuviera determinada por la acción : 


de las suRNP sobre una molécula de RNA preformada y líbre de proteínas, los errores de 
maduración -tales como el salto de exones o la utilización de lugares de maduración crípt- 
cos- deberían ser muy habituales (Figura 6-31). Sin embargo, los mecanismos del espliceo- 
soma encargados de mantener la fidelidad disponen de dos estrategias adicionales que 
contribuyen a asegurar que la maduración se produzca de forma adecuada. El primero de 
ellos es la consecuencia de las primeras etapas de la maduración que tíenen lugar mientras 
las moléculas de pre-mENA están siendo sintetizadas por la RNA polimerasa IL, A medida 
que se produce la transcripeión, la cola fosforilada de la RNA polimerasa transporta diversos 
componentes del espliceosoma [véase Figura 6-23); estos componentes son transferidos 
directamente desde la polimerasa al RNÁ a medida que éste ya siendo sintetizado. Esta es- 
trategia ayuda a la célula a mantener la huella de los intrones y de los exones: por ejemplo, 
los dnRNP que se ensamblan en el lugar de maduración 5' se presentan inicialmente con 
un solo lugar de maduración 3% ya que los lugares posteriores corriente abajo (en sentida 
5'a37 todavía nose han sintetizado. La coordinación de la rranscripción con la maduración 
resulta en especial importante para impedir que el proceso se salte exones de forma 
inadecuada. : 

lil tamaño de fos exones tiende a ser mucho más uniforme que el de los intrones; su ta- 
maño promedio en una gran variedad de organismos eucariotas es de 150 pares de nucleóti- 
dos (Figura 6-32). De acuerdo con la definición de la idea de exón, la maquinaria de 
maduración inicialmente selecciona las secuencias de los exones de tamaño relativamente 
homogéneo. A medida que tiene lugar la síntesis del RNA, un grupo de coraponentes adicio- 
riales del espliceosoma (sobre todo las proteínas SR, Harmadas así porque contienen un do- 
raúnio rico en serinas y argíninas) se ensamblan sobre las secuencias exónicas y colaboran 
a marcar cada uno de los siBios de maduración 3” y 5” empezando por el extremo 5' del RNA 
(Figura 6-33). A su vez, estas proteínas reclutan suRNA Ul, que señalan los ímites de un 
exón en sentido corriente abajo (5' a 3”), y UZAE que especifica los límites corriente arriba 
(3' a5'). Marcando de forma específica los exones y, por tanto, aprovechando el tamaño rela- 
tivarnente uniforme de los exones, la célula incrementa la precisión con la que deposita los 
componentes inicialés de la maduración sobre el RNA naciente, jo cual contribuye a evitar” 
los sitios crípticos de maduración. Todavía no entendemos en detalle de qué manera discri- 
minan las proteínas SR las secuencias de los exones de las de los intrones; sin embargo, se 
sabe que algunas de las proteínas SR se unen en mayor medida a las secuencias específicas 
de RNA de algunos exones, denominados activadores de maduración. En principio, dado 
que ninguno de los diferentes codones puede ser usado para codificar ningún aminoácido, 
existe libertad para ajustar la secuencia de nucleótidos del exón para que forme lugares de 
unión para una proteína SR sin afectar de forma necesaria la secuencia de aminoácidos que 
determina el exón. 
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Figura 6-31 Dos tipos de errores de 
maduración. (A) Salto de exón. (B) Selección 
de sitios erípticos de maduración. Las señales 
*crípticas” de maduración son secuencias de 
nucleótidos del RNA que se asernejan mucho 
a tas señales de meduración auténticas. 
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Tanto la delimitación de los exones e intrones como el ensambiaje del espliceosoma se 
inician sobre una molécula de RNA que todavía está siendo elongada pox la RNA polimerasa 
por su extremo 3” Sin embargo, el proceso químico real de maduración tiene lugar mucho 
más tarde, Este retraso significa que las secuencias intrónicas no son eliminadas de la mo- 
lécula de pre-mMENA necesariamente en el orden en que aparecen en la cadena de RNA. 
También significa que, aunque el ensamblaje del espliceosoma es cotranscripcional, las 
reacciones de maduración pueden tener lugar postranscripcionalmente, es decir, después 
de que se haya acabado de fabricar la molécula de pre-meNA., 


Un segundo conjunto de saRNP procesa uña pequeña fracción 
de secuencias intrónicas en animales y plantas 


Los organismos eucariotas sencillos, como las levaduras, sólo tienen un conjunto de saRNP 
que realiza todo la maduración del pre-mENA de la célula. Sin embargo, los eucariotas más 
coniplejos, como las moscas, los mamiferos o las plantas, disponen de un segundo conjunto 
de saRNP que dirige la maduración de una pequeña fracción de sus intrones. Esta forma mi- 
noritaría del espliceosoma reconoce un tipo diferente de secuencias de RNA en los sitios 5' y 
3' de maduración y en el sitio de ramificación; se conoce como espliceosoma de tipo U12 de- 
bido a la participación de la SnRNP Ul2 (Figura 6-344). A pesar de reconocer secuencias 
diferentes de nucleótidos, las snRNP de este espliceosorna llevan a cabo los mismos tipos de 
interacciones RNA-RNA con el pre-mANA y entre sí que ya hemos visto en las srRNP princi- 
pales (Figura 6-34B). A pesar de que, como se ha descrito, algunos componentes delos espli- 
ceosormas mayores viajan con la RNA polimerasa Xi a medida que va transeribiendo los 
genes, éste no es el caso del espliceosoma Ul2. Es posible, por tanto, que la maduración me- 
diada por UlZ2 se retrase y ello represente a la célula un camino para corregular la madura- 
ción de los centenares de genes cuya expresión requiere este espliceosoma. Varios miNA de 
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Figura 6-32 Variación de la longitud de los 
intrones y de los exones en los genomas 
humano, de nematodo y de la mosca. 

(4) Distribución de los tamaños de los 
exones. (8) Distribuición del tamaño de los 
intrones. Hay que destacar que la longitud 
de los exones es mucho más uniforme que 
la de los intronies, (Adaptado de Consorcio 
Internacional para la Secuenciación del 
Genoma Humeno, Noture 409:860-921, 
2007. Con la autorización de Macmillan 
Publisners Ltd.) 


Figura 6-33 La idea de definición de los 
exones. Según esta propuesta, las proteínas 
SR se unen a cada exón en el prenANA, 


. ayudando así a guiar a las smAN? a los límites 


correctos intrón/exón. Esta demarcación de 
los exones por las proteínas SR tiene lugar 
cotranscripcionalmente y se inicia en el CBC 
o complejo de tnión de la caperuza (cap- 
binding complex), en el extremo 5. Como se 
indica, los intrones del pre-mANA, que 
pueden ser muy largos, se empaquetan en 
coraplejos hKnRNP (ibonuceoproteínas 
nucleares heterogéneas) que los compactan 
en estructuras mucho más manejables y, 
quizá, contribuyen a enmascarar posibles 
sitios crípticos de maduración, Se ha 
propuesto que las proteirias hnANP se 
asocian sobre todo con los intrones y que 
esta preferenda ayuda al espliceosoma a 
distinguir ios intrones de los exones. Sin 
embargo, como se muestra en la figura, 

al menos algunas proteínas hnRNP se 
pueden unir ajos exones, (Adaptado de 

E. Reed, Cr. Opin. Cell Biol. 12340-345, 


"2600, Con la autorización de Elsevier) 
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manafferos contienen una mezcla de intrones, algunos de los cuales son eliminados por el 
espliceosoraa mayor y oteos por el espliceosoma menor; se ha propuesto que esta distribu- 
ción permite que ocurran patrones complejos de maduración alternativa. 

Algunos organismos eucariotas presentan una variante particular de la maduración, des 
nominada transmaduración. Entre estos organismos, se encuentran los tipanosoraas —pro- 
tozaos que causan la enfermedad del sueño a los humanos en África- y el organismo 
phxuicelular modelo, el gusano nematodo. En la transmaduración, los exones de dos trans- 
critos de RINA, diferentes se unen entre sí formando una molécula de mBNA madura (véase la 


Figura 65-344). Los uipanosomaes fabrican todos sus miRNA de esta manera, mientras que só- 


lo un 1% de los mRNA del nernatodo sufren el proceso de transmaduración. En ambos dasos, 
un exón determinado puede unirse al extrerno 5' de muchos transcritos diferentes de la cé- 
Jula; de esta forma, todos los productos de la transmaduración tienen el mismo exón 5' y di- 
ferentes exones 31 En esta reacción, se utilizan muchas de las mismas saRNP utilizadas en la 
maduración convencional, aunque la traosmaduración utiliza una sola soRNP Glamada la 
SURNP) que aporta el exón común (véase la Pigura 6-34). 

| Desconocermos la rezón por la cual algunos organismos utilizan la duren duración: sin 
embargo, parece que el exón S' común puede facilitar la traducción del rÚRNa. Así, parece 
que los mENA producidos por teansmaduración de los nematodos son traducidos con una 
eSciencía particularmente elevada, 


La maduración (ayuste) del RNA muestra una notable plasticidad 


Hemos visto que la elección de los sitios de maduración depende de características del 
transcrito de pre-mRNA como la afinidad de las tres señales del RNA para la maguinaria de 
la maduración (os sitios 5" y 3' y el sitio de ramificación), el ensamblaje cotranseripcional del 
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Figura 6-34 Esquema de los mecanismos 
utilizados en tres tipos de maduración 

del RNA. (A) Tres Upos de espliceosomas, 

El espliceosorna principal fa la quierda), 

el espliceosoma tipo Ut (en el central y 

el transespliceosoma la la derecha) se 
representen en dos estados diferentes de 
ensamblaje. Los intrones eliminados por 

el espliceasoma tipo 112 tienen unas 
secuencias consenso de maduración 
diferentes de las de los intrones eliminados 
por el espliceosoma principal En los seres 
hurnanos, se estima que el 0,1% de los 
intrones es eliminado por el esplicaosonia 
Ugo UT2. En la vansmeduración, algo que no 
ocurre en humanos, une parte del snANA SL 
se convierte en el primer exán del míBNA 
raaduro, porlo que la sBNP Sk, acaba siendo 


- consumida durante la reacción. (8) Tanto 


la snANP US principal como la snANP U6 
específica del espliceosoma tipo U12 


| reconocen el sitio S' de maduración, pera lo 


hacen mediante apareamientos de bases 
diferentes. Las secuencias representadas 
corresponden a las de los seres humanos, 
(Adaptado de Y.T. Yu et al, The RNA world, 
pp. 487-424. Cold Spring Harbor, Neve York 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999.) 


DEL DINA ALENA 


Figura 6-35 Procesamiento anormal del AMA transcrito primario de la B-globina en 
seres humanos afectados por la enfermedad B talasemia. En los ejeraplos mostrados, la 
enfermedad está causada por rotaciones endos sitios de praduración (puntas de fleche 
negras) en el genorna de los pacientes afectados. Los rectónguios azut Oscuro representan 
los tres exones normales; las líneas rojas indican los sitios Y y 3 de maduración. Los 
rectángulos azul daro corresponden a las nuevas secuencias de nucleótidos incluidas en 
la molécula final de rafiMA como resultado de la mutación. Hay que destacar que cuando 
na turación deja un sítio de raaduración ía su correspondiente pareja, se produce 

el salto de un exón: o se utiliza algún sido “criptico” de maduración, coma en (1) 

y (0). (Adaptado en parte de 5.4, Orkán, en The Molecular Basis ol Blood Diseases 

(6. Stamatoyannopoulos et el, eds pp. 106-126. Philadelphia: Saunders, 1987.) 


espliceosoma y la precisión “de relojero” que subyace a la definición de los exones, No sabe- 
mos con qué precisión se producen los procesos de maduración porgue, cCorao verergos más 
adelante, existen varios sistemas de control de calidad que rápidamente destuyen aquellos 
IOENA cuya maduración es errónea. Sin embargo sabemos que, comparados con Obras pro- 
cesos de la expresión génica, la maduración es uy flexible. Por ejemplo, una mutación en 
una secuencia critica para la maduración de un intrón determinado no impide necesaria- 
mente que se procese este intrán. Por el contrario, la mutación suele originar un nuevo pa- 
trón de maduración (Figura 6-35). En el caso más habitual, se salta un exón (Figura 6-35B). 
En otros casos, la mutación provoca que se utilice de forma eficiente un sitio críptico de na- 
duración (Figura 6-350). Parece que la maquinaria de maduración ha evolucionado en el 
sentido de escoger el mejor patrón posible de sitios de maduración y si el óptimo ha sida da- 
fado poruna mutación, seleccionará el siguiente y así sucesivamente. Esta flexibilidad en el 
proceso de maduración del RNA sagiere que los cambios en los patrones de maduración 
causados por mutaciones aleatorias han supuesto un mecanismo importante en la evolu- 
ción de los genes y de los organismos. 

La plasticidad de la maduración del RNA también significa que la célula puede regular 
el patrón de maduración de sus RNA, En esta misma sección, ya bemos visto que la madura- 
ción alternativa puede generar diferentes proteínas a parti de 1 mismo gen. Algunos ejer- 
plos de maduración alternativa son constitutivos; es decir, los RNA procesados de nmanera 
alternativa son fabricados contimuamente por las células de un organismo. Sín embargo, en 


muchos casos la célula regula los patrones de maduración de rnanera que cada forma dife- 


rente de la proteína sea fabricada en momentos diferentes y en tejidos diferentes (véase la 
Figura 6-27), En el Capítulo 7, volveremos sobre este aspecto para analizar algunos ejemplos 
específicos de regulación dela maduración del RNA: 


Probablemente la maduración de RNA catalizada por el espliceosoma 
evofucionó a partir de mecanismos de automaduración 


Cuando se descubrió el espliceosoma, su mecanismo confundió a los biólogos moleculares, 
¿Por qué son las moléculas de RNA y no las de proteína las que interpretan los papeles prin- 
cipales en el reconocimiento de los sitios de maduración y en la propia reacción química de 
la maduración? ¿Por qué se forma un lazo intermediario en vez de utilizar la alternativa, apa» 


“rentemente más sencilla, de aproximar los sitios 5 y 3* de maduración en un solo paso, se- 


guido del corte y erapalme de las secuencias exónicas? Las respuestas a estas preguntas 
reflejan la forma en que se supone que ha evolucionado el espliceosoma. 

Como ya expusimos brevemente en el Capítulo 1 ty lo volveremos a hacer con més deta- 
lte en lasección final de este capítulo), es probable que las células primitivas utilizasen molé- 
culas de KNA en lugar de proteínas como sus principales catalizadores y que almacénasen. 
su información genética sobre todo en forma de secuencias de RNA en lugar de DINA. En es- 
tas células primitivas, las reacciones de maduración catalizadas por RNA deberían tener, 
probablemente, funciones importantes. Como prueba de ello, todavía hoy existen algunos 
intrones de RNA autocatalíticos (es decir, secuencias intrónicas cuya meduwación puede te- 
rer lugar en ausencia de cualquier ora molécula de proteína o de RNA) —por ejemplo, en los 
genes nucleares de rIRNA del cilíado Terahymena, en elgunmos genes del bacteriófago T4 y en 
algunos genes de raitocondrias y de cloroplastos. 

Un intrán autocatalítico se puede identificar incubando en un tubo de ensayo wa rao- 
lécula puza de RNA que conteoga la secuencia inrónica y observando si tiene lugar la reac- 
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ción de rnaduración. De esta forma, se pueden distinguir dos clases principales de lotrones 
autocatalíficos. Los intrones del grupo | inician la reacción de maduración mediante la unión 
de un nucleótido Ga la secuencia del intrón; este G se activa, formando el grupo atacante 
que romperá el primero de los enlaces fosfodiéster escindidos durante el proceso de madu- 
ración (el enlace del sitio 5' de maduración). En los intrones del grupa Han residuo Á espe- 
cialmente reactivo del intrón actúa de grupo de ataque y se genera un lazo intermediario. El 
resto de la reacción de maduración es idéntica en ambos grupos de intrones autocatalíficos. 
Se supone que ambos grupos representan vestigios de mecanismos moleculares muy anti» 
guos (Figura 6-36). 

En amabos fipos de reacciones de automaduración, la secuencia de nucleóidos del n- 
trón es crítica; el RNA del intrón se pliega adoptando una estructura tridimensional especif- 
ca, que ¿proxima los sitios 5' y 3” de corte y sitúa los grupos reactivos en las posiciones 
precisas para realizar la reacción química (véase la Figura 6-60). Debido a que las reacciones 
químicas de sus mecanismos de maduración son muy similares, se ha propuesto que el es- 
pliceosoma evolucionó a partir del grupo Y de intrones autocatalíticos. De acuerdo con esta 
idea, cuando las snRNP del espliceosoma adoptaron los papeles estruenralés y químicos de 
los intrones del grupo IL, las estrictas limitaciones de la secuencia de los intrones desapare- 
cieron, por lo que se produjo una vasta expansión del número de RNA diferentes que podían 
ser sometidos a maduración. 


Unas enzimas procesadoras del RNA generan el extremo 3" 
de los mRNA eucariotas 


. Como se explicó anteriormente, el extremo 5" del pre-mBNA fabricado por la RNA polimera- 
sa ll adquiere la caperuza 5' casí en el mismo mornento en que emerge de la RNA polimera- 
sa. Posteriormente, a medida que la polimerasa prosigue su avance a lo largo del gen, el 
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Figura 6-36 Las dos clases conocidas de 
intrones con capacidad de automaduración. 
En la figura se destacan las semejanzas entre 
jos dos mecarúsrios. Endos dos casos, el 
proceso está acelerado por algunas proteínas 
agícionales presentes en la célula, aunque la 
catálisis está mediada exclusivamente por 

el RNA. Los ntrones del grupo | iniclan fa 
maduración uniendo tun nucleótido G libre a 
un síño específico del RNA, mientras que los 
intrones del arupo ll lo hacen utilizando un 
nucteótido de A, especialmente reactiva, de 
la propia secuencia del intrón, Ambos tipos 
de reacciones de automaduración requieren 
Gue el intrón se pliegue formando una 
estructura tridimensional determinada que 
permita generar la actividad catalítica de la 


_ reacción (véase la Figura 6-6). El mecanismo 


utilizado por los intrones del grupo lilibera el 
intrón en forma de una estructura de lazo y 
todo el proceso recuerda la maduración 

del pre-+aRNA que tiene lugar en el 
espliceosoma fcompárese con la Figura 
6-29). En las células eucariotas, la 
meduración del RNA tiane lugar sobre todo 
en el espliceosoma y los RNA autocatafíticos 
representan casos excepcionales. (Adaptado 
de TR. Cech, Cell 44207-210, 1986, Con la 
autorización de Elsevier) E 


DEL DONA ALRNA 


 Alemente rico en EU o en Y, 


1 
¿ degradado 
en el núcipo 


ADICIÓN 
DEL PolkA 


espliceosoma se va ensambiando sobre el RINA y van delimitando los límites de exones e in- 
trones. La larga cola C-terminal de la RNA polimerasa coordina estos procesos al transferi 
directamente al RINA los componentes que participan en la adición de la caperuza y en la 
maduración, a medida que el RENA emerge de la enzima. Veremos en esta sección que cuan- 
do la RNA polimerasa alcanza el nal del gen, un mecanismo similar asegtira que el extre- 
mo 3* del pre-mEINA sea procesado de forma adecuada. 

Coamo era de esperar, la posición del extremo 3' de cada molécula de miNA está especi- 
ficado, en último término, por una señal codificada en el genoma (Figura 6-37). Estas seña- 
les son transcritas a RNA cuando la RNA. polimerasa pasa sobre ellas y entorices son 
reconocidas (corno RNA) por una serie de proteinas de unión al RNA y enzirnas procesado- 
ras del RNA. (Figura 6-38). En este proceso tienen una importancia destacada dos complejos 
proteicos, damados CstF o factor F estimulador de la escisión (eleavege stímulation factor E) y 
CPSF o factor de especificidad de la escisión y la poliadenilación (cleavage and polyadenyla- 
tion specificity factor). £onbos complejos viajan con la cola de la RNA polimerasa y son trans- 
feridos al extremo 3' de una molécula de RNA cuando ernerge de la RNA polimerasa. 

Cuando el CstF y el CPSE se unexa a tunas secuencias deserminadas de nucleótidos de la 
molécula naciente de RNA, se les eosambian otras proteínas adicionales que generarán el 
extemo $ del mENA. Primero, el RNA es escindido (véase la Figura 6-38) A continuación, 
una enzima llamada poli-A polimerasa (PAP) añade, de uno en uno, aproximadamente 
200 nucleótidos de 4 al extremo 3' originado en la escisión anterior. El nucieótido precursor 
de estas adiciones es el ATP y se forman el mismo tipo de enlaces 5” a3' que en la síntesis 
convencional de RNA (véase la Figura 6-4). Al contrario que las RNA pobimnerasa normales, la 
pob-A polimerasa no necesita un molde; por lo tanto, la cola de poli-A de los TMANA eucario- 
tas no está directamente codificada exfel genoma. A medida que se va sintetizando la cola de 
polí-A, se le van uniendo una serie de proteínas, llamadas proteínas de unión al poli-A que, 
mediante un mecanismo todavía mel conocido, determinen la longitud Bal de la cola. Al- 
gunas proteínas de unión a polt-A permanecen unidas a la cola de poli-A mientras el mERNA 
viaja del núcieo al citosol y contribuyen a dirigir la síntesis de la proteína en el ribosoma, co- 
Ino veremos más adelante. 

Cuando el extremo 3' de una molécula de pre-mBNÑA eucariota ha sido escindido, la 
RNA polimerasa H continúa transcriblendo, en algunos casos varios centenares de nucleót- 


dos. Pero la polimerasa rápidamente libera su presa sobre el DINA. molde y la transcripción. 


termina; cuando se ha producido la rotura del extremo 3', el RNA acabado de sintetizar que 
emerge de la polbmerasa no presenta una caperuza en 5” Este RNA desprotegido es degrada- 


Figura 6-38 Algunos de las etapas principales del proceso de generación 
del extremo Y de un mRNA eucariota, Este proceso es mucho más complejo 
que su equivalente en bacterias, en el que la RNA polimerasa se detiene al 
llegar a una señal de terminación y fibera tanto el extremo 3'de su tranisarito. 
como el moide de DNA (véase fa Figuras 6-11), 
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Figura 6-37 Secuencias consenso que 
dirigen el corte y la poliaderálación que 
forma el extremo 3" de un mRDÍA excarlota. 
Estas secuencias están codificadas en el 
genoma y, cuando han sido transcritas a RNA, 
son reconocidas por proteínas específicas. 

Al hexáraero AAUAAA se le une el CPSE al 
elernento fico en GU más allá del sitio de 
corte se le une el Cstf (véase Figura 6-38) 

y ala secuencia CA, un tercer factor necesario 
paca la reacción de corte, Como otras 
secuencias consenso delas que hemos 
tratado en este capítulo (véase Figura 6-12), 
las secuencias que se muestran en esta figura 
representan una arnplla variedad de señales 
individuates de corte y de polladenilación. 
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do con rapidez por una 5 > 3' exonucleasa gue es transportada por la cola de le polirnerasa. 
Aparentermente, es la degradación de este RNA la que finalmente hace que la RNA polímera- 
sa se disocie del DINA, 


Los mRNA maduros de los organismos eucariotas son exportados 
selectivamente desde el núcieo 


Ya hemos visto que la síntesis del pre-MiENA y su procesamiento en eucariotas tiene lugar de 
manera ordenada en el núcleo de la célula. Sin embargo, estos procesos generan un proble- 
ma especial para las células eucariotas, especialmente en las de organismos complejos en 
los que los intrones son mucho mayores que los exones. De todo el pre-mENA sintetizado, 
sólo uma pequeña fracción —el raRNA maduro—será de usilidad para la céhila. Ebresto Los in. 
trones escindidos, los RNA rotos, los pre-miNA procesados de forma aberrante no sólo son. 


. inútiles sino que pueden resultar peligrosos. ¿Córno, entonces, puede la céhula distinguir en- 


tre las relarivamente poco frecuentes moléculas de mRNA maduro que debe conservar y la 
abrumadora cantidad de desechos del procesamiento del RNA? 

La respuesta es que a medida que una molécula de RNA es procesada, pierde ciertas 
proteínas y adquiere otras, marcando asíila finalización correcta de cada uno de las diferen- 
tes etapas. Por ejemplo, hernos visto que la adquisición de los complejos de unión a la cape- 
ruza, los complejos de unión al exón y las proteínas de unión a poli-A marcan la finalización. 
dela formación de la caperuza, de la maduración y de la adición de poli-A respectivamente. 
Una rnolécula de mANA completada de forma adecuada también es reconocida por las pro- 
teínas de que carece, Por ejemplo, la presencia de una snRN? significaría una maduración 
incompleta o aberrante. Sólo cuando todas las proteínas presentes sobre una molécula de 
NENA signifiquen colectivamente que el proceso se ha completado con éxito, el mANA será 
exportado desde el núcleo al citosol y traducido a proteína. Los mRNA procesados de forma 
inadecuadamente, y otros “escombros” de RNA, son retenidos en el núcleo donde serán de- 
gradados por el exosoma nuclear, un gran complejo proteico cuyo interior es rico en exonu- 
cleasas 3' a 5” Así, las células eucariotas sólo exportan al citoplasma moléculas útiles de RNA. 
mientras que los “escombros” se quedan en el núcleo. 

De todas las proteínas que se ensamblan en las moléculas de pre-rnRINA mientras emer- 
gen de las RNA polimerasa durante la transcripción, las más abundantes son las haRNP (ri- 
bonticieoproteínas nucleares heterogéneas) (véase Figura 6-33). Algunas de estas proteínas 
(en los seres humanos se conocen unas 30) desenrollzn las horquillas en hélice del RNA de 
forma que las señales de maduración y otras señales del RNA pueden ser lefdas con más faci- 
lidad. Otras preferentemente empaquetan el RNA contenido en las larguísimas secuencias 
intrónicas que son frecuentes en los genes de organismos complejos. Por tanto, pueden de- 
sempeñar un importante papel diferenciando los mRNA maduros de los “escombros” pro- 
ducidos por el procesamiento del RNA. 

Los mRANA procesados con éxito son guiados a través de los somplejos de poro nuclear 
(NPC; nuclear pore complexes) canales acuosos situados en la membrána nuclear que ca- 
nectan directamente el nucleoplasma con el citosol (Figura 6-39). Las moléculas pequeñas 
(menos de 50.000 daltons) difunden Hbrermnente a través de estos canales. Sin embergo, la 
mayoría de las macromoléculas de las céhulas, incluidos los complejos mRNA-protefra, son 
demasiado grandes para pasar a través de los canales sin que exista ningún proceso especial. 
La céhua utiliza energía pará transportar de forma activa estas macromoléculas en ambos 
sentidos a través de los commpiejos de poro nuclear 

Como explicamos con detalle en el Capítulo 12, las macromoléculas son desplazadas a 
través de los complejos de poro nucleares por receptores de transporte nucleares los cuales, 
dependiendo de la identidad de la macrormolécula, la “escoltan” desde el núcieo hasta el cj- 
toplasma o viceversa. Para que se produzca la exportación de un mRNA, un receptor de 
transporte nuclear específico debe cargarse sobre el mRNA, una etapa que, al menos en al- 
gunos ofganismos, se asocia con la rotura 3" y la polladendlación. Una vez ha ayudado a des- 
plazar tuna reolécula de RNA a través del complejo de poro nuclear, el receptor de 
transporte se disocia del mANA, vuelve a entrar en el núcleo y exporta otra molécula de 
TORNA (Figura 6-40). 

En el caso del mRNA de los genes de los anillos de Balbiani de los insectos, un mRNA ex- 
traordinariamente abundante, ta exportación de los complejos mRNA-proteína desde el nú- 
cleo se puede observar con el microscopio electrónico, Cuando estos genes se transcriben, el 
RNA. recién formado es empaquetado por diversas proteínas incluyendo las haRNB las pro- 
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Figura 6-39 Transporte de tina molécula de mBNA a través del complejo de pora nuclear. (A) La maduración de una 
molécula de mfINA a medida que es sintetizada por la RHyA polímerasa y empaquetada por diferentes proteínas nucleares, 
Este esquema de un RNA extraordinariamente abundante, denominado mANA del aníllo de Balbiani, está basado en 
electromicrografías como la que se muestra en (B), Los gentes del anillo de Balbiani se encuentran en tas células de ciertos 
insectos, (A, adaptado de B. Daneholt, Cell 88:585-588, 1997. Con la autorización de Elsevier. B, de B.4, Stevens y H. Swift, 
3.Cell Biol.31:55-77, 1966. Con la autorización de Me Rockefeller University Press) 
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teínas SR y los componentes del espliceosorna. Estos complejos proteína-—RNA sufren una 
serje de transiciones estructurales, que probablemente reflejan las diferentes etapas del pro- 
cesamiento del RNA, y culminan con tna apariencia de fibra curvada (véase Pigura 6-39). 
Esta fibra curvada se desplaza por el nucleoplasma y entra en el complejo de poro nuclear 
(primero por la caperuza 57) y entonces sufre otra serie de vransiciones estructurales a medi- 
da que se desplaza por el poro. Éstas y otras observaciones revelan que tanto los complejos 
pre-meENA-proteína como los mRNA-proteína son estructuras dinámicas que ganan y pler- 
den numerosas proteínas específicas durante la síntesis, el procesamiento y la exportación 
del ENA (véase Pigura 6-40). 

Como henaos visto, algunas de estas proteínas marcan los diferentes estadios de la ma- 
duración del RNA; otras proteínas depositadas sobre el mENA cuando todavía está en el 
núcdeo pueden afectar el destino del RNA, tras su transporte al citoso). Así, la estabilidad de 
un mRNA, en el citoso), la eficiencia con la que será traducido a proteína y su destino final en 
el citosal dependen de proteínas adquiridas en el núcleo que permanecen unidas al HNA 
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Figura 6-40 Esquema de una molécula de mBNÑA “Esta para la exportación” y su transporte a través del poro nuclear. 

Yal corno se índica, algunas proteínas wWajan con el mANA a medida que éste atraviesa el poro, mientras que otras se quedan en 

el núcleo. El receptor nuclear de exportación de mBNA es un coraplejo de proteínas que se deposita cuando el mANA ha sido 

madurado y poliadenilado correctamente. Cuando el mANA es exportado al citosol, el receptor de exportación se disocia del 

MENA y vuelve a serirmportado al núcleo, donde puede volver a ser utilizado. inmediatamente después de que el mANA 

ha abandonado el núcleo y antes de que pierda el complejo de tnión a la caperuza o C8C (cop-bíading complex), este mRKA es 
sometido a un análisis final, denominado destrucción del mANA mediada por triplete sín sentido, que se describe abfinal del 

capítulo. Cuando ha superado este análisis, el mBNA continós cediendo proteínas que habás unido previarnente y adquidendo 

otras, antes de ser traducido de forma eficiente a proteína. EC: complejo de unión a exones [exon junction complex, 
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después de que ha abandonado el núcleo, En el Capítulo 7 describiremos estos extremos 
cuando volvarnos al control postranseripcional de la expresión génica. 

Hemnos visto que la síntesis y el procesamiento del RNA están íntimarnente acoplados 
enla célula, por tanto, es previsible que la exportación desde el núcleo esté integrada, de al- 
guna manera, con estos dos procesos. Á pesar de que los anillos de Balbiani de RNA se des- 
plazan a través del nucleoplasma y salen del núcleo a través de los poros nucleares, parece 
que otros mRNA son sintetizados y procesados muy cerca de los complejos de poro muclea» 
ves. En estos casos, que pueden representar la mayoría de los genes eucariotas, parece que la 
síntesis, el procesamiento y el ransporte del miRNA están estrechamente acoplados; así, se 
puede imaginar que el mANA que ernerge del poro nuclear es como un coche que sale de 
una cadena de montaje. Más adelante en este capítulo veremos que la célula realiza otro 
control de calidad sobre cada mRNA antes de que pueda ser traducido a proteína de forma 
eficiente, 

£ntes de analizar qué sucede con el mRiNA después de salir del núcleo, vamos a consi- 
derar brevemente cómo tiene lugar la síntesis y procesamiento de las moléculas de RNA no 
codificador. Aunque existen muchos otros ejemplos, la exposición se centrará en los rRNA 
que resultan críticos en la traducción de los ¡ANA a proteínas. 


En el núcleo también se sintetizan y procesan muchos RNA 
no codificadores 


Tan sólo un pequeño porcentaje del peso seco de una célula de mamifero es RNA; de éste, 
sólo un 3-5% corresponde al mRNA, Dela fracción restante, una parte representa las secuen- 
cías intrónicas antes de que sean degradadas, pero la mayoría del RNA de las células heva a 
cabo funciones estructurales y catalíticas [véase la Tabla 6-1, p. 336). Los RNA más abundan- 
tes de las células son los RNA dbosómicos (RNA) que constituyen cerca del 80% del RNA 
de uma célula que se esté dividiendo rápidamente, Como deseribiremos más adelante en es- 
te mismo capítulo, estos RNA forman el núcleo de los ribosomas. Al diferencia de lo que 0cu4- 
rre en bacterias en las que todos los RNA de la célula son sintetizados por la misma RNA 
polimerasa- los eucariotas poseemos una polimerasa especializada, la RNA polimerasa l, 
que se dedica a fabricar los rRN4. La RNA polimerasa l es estucturalmente similar a la RNA 
polimerasa ll descrita; sin embargo, la ausencia de la cola C-terminal en la polimerasa Í ex- 
plica en parte por qué sus transcritos no presentan ni caperuza 5' ni cola de poli-A. Como ya 
se mencionó, esta diferencia ayuda a la célula a distinguir entre los RNA no codificadores y 
los MENA, ] 

Cada molécula de mENA puede someterse a múltiples rondas de traducción, ampliói- 
cando en gran medida la producción de moléculas de proteína, por lo que muchas de las 
proteínas más abundantes de la célula se sintetizan a partir de genes de los que hay una sola 
copia por genoma haploide. Por el contrario, los componentes de RNA del ribosoma son 
productos génicos finales; cada célula de mamífero en crecimiento debe sintetizar en cada 
generación celular aproximadamente 10 millones de copias de cada tipo de RNA ribosómico 
para fabrifar sus 10 millones de ribosomas. Sólo se pueden alcanzar las cantidades adecua- 
das de cada RNA ribosómico gracias a que la célula contiene muchas copias de los genes 
RNA que codifican los RNA ribosómicos (RNA). hacluso E. cofí necesita siete copias de sus 
genes TENA para cubrir las necesidades celulares de ribosomas. Las células humanas contie- 
den unas 200 copias de cada gen rRNA por genoma haploide, disuibuidas por grupos en cia- 
co cromosomas diferentes (véase la Figura 4-11), mientras que las células de la rana Xenopus 
contienen aproximadamente 600 copias de cada gen rRNA por genoma kaploide en un solo 
grupo situado en un solo cromosoma (Figura 6-41). 

Los organismos eucariotas tienen cuatro Upos de rRNA, y en los ribosomas hay una co- 
pia de cada uno de ellos. Tres de los cuatro rRNA (185, 5.88 y 285) se obtienen mediante la 
modificación química y escisión de un solo rRNA precursor (Figura 6-42); el cuarto (el RIVA 
58) se sintetiza a partir de un grupo diferente de genes mediante una polimerasa diferente, la 
RENA polimerasa 1, y no requiere ninguna modificación química. 

EL rRNA precursor de 13.000 nucleótidos de longitud sufre importantes modificaciones 
químicas antes de escindirse en los res rRNA a los que da lugar y a partir de los cuales se 
construye el ribosoma. Entre estas modificaciones, se incluyen unas 100 metilaciones en po- 
siciones 2'-OHB de los azúcares de los nucleótidos y 100 isomerizaciones de nucleótidos de 
tridina a pseudouridina (Figura 6-43A). No comprendemos todavía con detalle el signáfica- 
do y la hunción de estas modificaciones, pero probablemente son importantes en el plega- 
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miento y ensamblaje de los 1RNA Bnales y algunos de ellos pueden participar de alguna for- 
ma sul en el funcionamiento de los ribosomas. Cada modificación tiene lugar en una posí- 
ción especifica del RNA precursor. Estas posiciones vienen especificadas por unos 150 “RNA 
guía”, que se localizan sobre el TERNA precursor mediante apareamiento de bases y permiten 
situar así en el sitio adecuado a una enzirna modiicadora del RNA (Figura 8-43B). Otros RNA 
guía provocan la escisión de los rRNA precursores en los RINA maduros, probablemente 
causando cambios conformacionales en el RNA precursor y exponiendo estos lugares a las 
nuecleasas, odos estos RNA guía son reiensbros de una gran clase de RNA Bamados RNA nu- 
oleolares pequeños (snmoRNA: small nucieolar RNA), llamados así porque realizan sus fun- 
ciones en un subcompertimiento del núcieo conocido como el nuclealo. Muchos snoRNA. 
están codificados en los intrones de otros genes, especialmente los que codifican las protel- 
nas ribosómicas. Porlo tanto, son sintetizados por la RNA polimerasa ll y procesados a partir 
de las secuencias inurónicas escindidas. 

Recientemente se han identiícado algunas moléculas semejantes a snoRNA que sólo se 
sintetizan en las células del cerebro, Parece ser que direccionan la modificación de mRNA, 
no de rRÑA, y podrían constituix ia nuevo tipo de mecanismo regulador de genes, todavía 
muy poco conocida, 


El nucleolo es una factoría de producción de ribosomas 


El nucleolo es la estructura más aparente que se puede, detectar en el núcleo de una célula 
encariota cuando se la observa en un microscopio óptico. Por esa razón, fue tan estudiado 
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Figura 6-41 Transcripción de los genes 

de (RNA dispuestos en tándern vista por 
electromicrascopís. Es fácil observar el 
patrón de genes alternativamente transcritos 
y no transcritos. En fa Figura 6-9, se muestra 
una vista a más aumentos de genes de RNA, 
(De VE. Foe, Cold Spring Harbor Symp. Quant. 
Biol.42:723-740, 1978. Con la autorización 
de Cold Spring Harbor Laboratory Press.) 


Figura 6-42 Modificación quimica 

y procesamiento de nucleótidas de una. 
molécula de ANA precursora 455, en tres 
RNA nibosómicos separados, La molécita 
precursora de RNA sufre dos tipos de 
modificaciones químicas [el código de 
colores está indicado en la Figura 6-43) artes 
de ser cortada. Casi la mitad de fa secuencia 
de nudeótidos de este rRNA precursor es 
eliminada y degradada en el núdeo. 
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porlos primeros citólagos que en una revisión de 1898 recogfa 700 referencias bibliográficas. 
Ahora sabemos que el nucleolo es el lugar donde se procesan los rENA y donde se ensara- 
blan formando las subunidades de los ribosomas. A diferencia de la mayoría de los demás 
orgánulos de la cólhula, el nucleolo no está rodeado por una membrana (Figura 6-44), sino 
que consiste en una gran agregación de macromoléculas, incluyendo los propios genes rRNA, 
el (RNA precursor, los rRNA maduros, las enzimas procesadoras del rRNA, las snoRNP las 
proteínas de los ribosomas y algunos ribosomas parcialmente ensamblados. Probablemen- 
te, la asociación de todos estos componentes permite que el ensambiaje de los ribosomas se 
haga de manera más rápida y seacilla. 

Varios tipos de moléculas de RNA tienen un papel central en las caracteristicas químicas 
y en la estructura del nucieoto, lo cual sugiere que quizá ha evolucionado a partir de alguna 
antigua estructura presente en las células cuando predominaba la catálisis mediada por el 
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Figura 6-43 Madificaciones def TENA 
precursor mediante los RNA guía. 

(4) Tras la sintesis del rRNA, tienen lugar dos 
modificaciones covalentes destacadas; las 
diferencias con fos nucleótidos incorporados 
inicialmente están indicadas por los átamas 
dibujados en rojo. La pseudouridina es un 
isómero de la uridina en la que lá ase ha 
girado respecto al azúcar. (8) Como se 
indicar, los snoRNA determinan los sitios 

de modificación por apareamiento de bases 
con las secuencias complementariós del 
precursor de (RNA. Los snoRiNA están Unidos 
a proteínas y los complejos techbeñ al. 
norabre de snoRNP. Las ¿noRNP contienen 
tanto las secuencias guía como lag enzimas 
que modifican el RINA. . Fo 


Figura 6-44 Electromicrogratía de una 
sección ultrafina de un nucleolo de un 
fibreblasto humano, mostrando sus tres 
zonas diferencladas. (A) Vista compieta del 
rúdeo. (8) Imagen a alta resolución del 
nucieolo. Parece que la transcripción de los 
genes de RNA tiene lugar entre el centro 
filorilar y el componente fibrilar denso, 

y que al procesarmiento de los «ANA y st 
ensamblaje enlas dos subunidades 

del ribosoma va avanzando desde 

el componente fibritar denso hacia los 
componentes granulares periféricos, 
(Cortesía de EG, Jordan y 4. McGovern.) 
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Figura 6-45 Cambios de apertencia del nuclecto en una célula humana 
durante el ciclo celular. En este esquema sólo se representa el núdeo de la 
célula. En la mayoría de las células de organismos eucariotas, la envoltura 
nudear se rompe durante la mitosis, tal como indican los circulos discontinuos. 


RNA. En las células acorales los genes RNA también deserepeñan un papel importante en la 
formación del nucleota. En uvas célula humana diploide, los genes rRINA están distribuidos 
en 10 grupos localizados cerca del extremo de cada de cinco pares de cromosomas (véase la 
Figura 4-11). Durante la interfase estos 10 cromosomas contribuyen a las asas de DINA (que 
contienen los genes rRNA) del núcleo; en la fase M, cuando los cromosomas se condensan, 
el nucleolo desaparece. Finalmente, en la telofase, cuando los cromosomas recuperan su es- 
tado sernidisperso, los extremos de los 10 cromosornas coalescen y se vuelve a formar el nu- 
cieolo (Figura 6-45 y Figura 6-46). Para que tenga lugar este proceso, es necesaria la 
transcripción de los genes rRNA mediante la RNA polimerasa L 

Corno era de esperar, el tamaño del nucleclo refleja el número de ribosomas que está fa- 
bricando la célula. Su tamaño varía enormemente entre las diferentes células y puede cam. 
biar a lo largo de la vida de una célula, ocupando un 25% del volumen nuclear total en las 
células que están fabricando cantidades especialmente grandes de proteína. 

El ensamblaje de los ribosomas es un proceso complejo, las características más impot- 
tantes del cual se muestran en la Figura 6-47. Además de su importante papel en la biogéne- 
sis de los nibosomas, el nucleolo también es el lugar donde se fabrican otros RNA y donde se 
ensambian otros complejos RNA-proteína. Par ejemplo, la snRNP U6, que como hemos vis- 
to participa en la maduración del pre-mANA (véase la Figura 6-29), está formada por una 
molécula de RNA y al menos siete protebaas. El saRNA U6 es ruodificado químicamente por 
los snoRNA del nucleolo artes de sí ensamblaje final en la snRNP U6. Se cree que en el nu- 
cleolo también se eosamblan otros importantes complejos RNA-proteína. coma la telome- 
rasa (que se trató en el Capitulo 5) y la partícula de reconocimiento de señales (que 
describirernos el Capfrulo 12). Finalmente, los tRNA (RNA de transferencia), que transportan 
los aminoácidos para la síntesis proteica, también son procesados en el nucleolo; como los 
genes rRNA, los que codifican los IRNA están agrupados en el nucleolo. Por to tanto, el nu- 
cdleolo puede ser considerado como una gran factoría en la que muchos RNA no codificadores 
se transcriben, procesan y ensarmblan con proteinas formando una gran variedad de com- 
plejos riborructeoproteicos. 


El núcleo contiene varias estructuras subnucieares 


Aunque el nucleolo es la estructura más prominente del núcleo, también se han visualizado 
y estudiado otros cuerpos nucleares (Figura 6-48). Entre ellos, se incluyen los cuerpos de 
Cajal (Bemados así en honor del científico que los describió por primera vez en 1908), los 
GEMS (cuerpos Géminis de Cajal) y los grupos de gránulos intercromatínicos [también lla- 
mados “motas” o “speckles”). Como el nucleolo, estas estructuras también carecen de mem- 
bxana y son muy dinámicas; su apariencia es, probablemente, el resultado de la estrecha 
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Figura 6-46 Fusión nucleolar. Estas 
micrografías de Ebroblastos humanos en 
cultivo muestran varios estados de la fusión 
nuceotar. Después de la mitosis, cade uno de 
los 10 cromosomas humanos portadores de 
un gripo de genes de r RNA empieza a 
formar un pequeño nucleolo individual, 
que rápidamente se fusiona con los demás 
formando un gran nucleolo Único, típico 

de muchas células en interfase, 

¿Cortesia de E.G. Jordan y ). MeGovern) 
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asociación de los componentes proteicos y de JONA implicados en la síntesis, ensarmblaje y 
almacenamiento de macromoléculas implicadas en la expresión génica. Los cuerpos de Ca- 
jel y los GEMS se parecen entre sí y con frecuencia están apareados en el núcleo; no está cla 
ro que representen estructuras auténticamente diferentes. Parecen ser los hugares donde los 
SOUo0FOA y los saRiNA sufren sus modificaciones covalentes y su ensazablaje Boal con protel- 
nas, Un grupo de RINA guía, llarnados ENA Cajal pequeños (scarNa) seleccionen los hugares 
de estas modificaciones mediante apareamiento de bases. Los cuerpos de Cajal /GEMS tarn- 
bién pueden ser lugares donde se reciclan las snRNP y se reajustan sus RNA tras las modifi- 
caciones sufridas durante la maduración. (véase p. 352). Por el contrario, se ha propuesto que 


los grupos de gránulos intercrormatínicos son almacenes de proteínas ¿aRNP maduras y 


otros componentes de procesado de RINA, que están listas para ser utilizadas en la produe- 
ción de los mANA (Figura 6-49). 

Los científicos han encontrado muchas dificultades para deducir la función de estas pe- 
queñas estructuras subnucdleares, en parte debido a que sus apariencias difieren entre orgar 
nismos y pueden cambiar radicalmente cuando las células atraviesan el ciclo celular o 
responden a cambios en su entorno. Se están haciendo grandes progresos mediante el uso 
de herramientas genéticas el examen de los efectos de mutaciones diseñadas en los Drgá- 
vismos modelo o mutaciones espontáneas en los seres humanos. Como ejemplo, los GEMS 
contienen la protebna SMN (survival of motor neurons: supervivencia de neuronas motora). 
Ciertas mutaciones del gen que codifica esta proteína son la causa de la atrofia espinal mus- 
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Figura 6-47 La función del nucdeolo en 

la sintesis de las ribosernas y de otras 
ríbonucleoprotelnas. El RNA precursor 455 
es empaquetado en una gran partícula 
tibanucleoprateica que contiene muchas 
proteínas rbosómicas importadas del 


, citoplasma. Mientras este partícula está en 


el nucleolo, se van añadiendo elernentos 
seleccionados y otros se eliminan, 2 medida 


que va siendo procesada hasta constitulr las 
“> dos subunidades nbosómicas inmaduras, 


mayor y menor. Se cree que las dos - 
subunidades ribosómicas sólo adquieren su 


forma funcional final cuando cada una de 
. ellas es transportada de forma individual 


a través de los poros nucleares hasta el 


“ctoplasma, Otros complejos 


tibonucleoprotelcos, como el de la. 
telomerasa que se muestra, tembién 
se ensarniclen en el nudeolo. 
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Figura 6-48 Visualización de algunos cuerpos nudeares relevantes. (AD) Micrografías del núcleo de 
tuna miseaa céluta humana, procesadas pora realzar un tipo determinado de estructuras nucleares. (Ej 
Superposición ampliada de las cuatro imágenes individuales, (A) muestra la localización de la protelna 
fibritarina (un componente de varias snoRNP), que está presente tanto en los nucleolos como en los 
cuerpos accesofios de Cajal, estos últimos indicados por flechas, (8) muestra los gránulos de 
intercromatina o “motas” detectadas mediante anticuerpos contra na proteína implicada en la 
maduración del pre-mANA. (() está teñida para mostrar la masa de cromatina. (0) muestra la localización 
de la proteína coílina, presente en los cuerpos accesorios de Cajal (fechas; véase tembién la Figura 4-67). « 
(De LR, Swediow y AJ Lamond, Gen. Biol 2:1-7, 2007; Con ta autorización de BioMed Central; micrografias, > 
por cortesía de Hudith Sieeman) - 


Figura 6-49 Visión esquemática de las 
SARWP parcialmente estructuras subnucieares. Un pico núdeo 
ensambiadas envoltura nuclear de vertebrados tiene varios cuerpos de Cajal, 
ES X en los que se cree que tienen lugar las 
L A A as modificaciones finales de las snANP y las 
E : SnoRNP. Se ha propuesto que los gránulos A 
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cular hereditaria, una enfermedad humana caracterizada por la arrofía de los músculos, Pa- 
rece que la enfermedad está generada por un defecto en la producción de las saBiNB Una 
pérdida más complera de las saRNP sería probablemente letal. 

Dada la importancia que tienen los subdormiaios nucleares en el procesamiento del 
RNA, se podría pensar que la maduración del pre-ToRNA también tiene higar en alguna lo- 
calización particular del núcleo, ya que requiere numerosos componentes de RNA y de pro- * 
teína. Sin embargo, ya hernos visto que el ensamblaje de los componentes de la maduración 
sobre el pre-mBNA es cotranscripcional, es decir, que la maduración tiene lugar en muchas 
localizaciones diferentes a lo largo de los cromosomas. Á pesar de que ima célula típica de 
mamifero expresa del orden de 15.060 genes, la transcripción y la maduración del RNA se 
localizan, en tan sólo algunos mules de sitios del núcleo. Estos tugares también son muy di- 
námicos y probablemente son el resultado de la asociación de los componentes de la trans- 
cripción y la maduración, que generan pequeñas “cadenas de producción” en las que la 
concentración local de estos cormponentes es muy elevada. Á menudo los agregados de grá- 
nulos de intercromatina -que contienen acuratilaciones de componentes de procesamien- 
to de RNA- se observan cerca de los lugares de transcripción, preparados para volver a 
llenar sus reservas. Así, parece que el núcleo está altamente organizado en subdominios, en- 
tre los que se desplazan las snRiNB las snoRiNP y otros componentes nucleares de una ma- 
nera ordenada según lag necesidades de la célula (véase Figura 6-48; véase también la 
Figura 4-69), 


Resumen 


Antes de empezar la síntesis de una proteína determinada, se tiene que fabricar la molécula del 
inBNA correspondiente mediante la transcripción. Las bacterias contienen un solo ripo de RNA poli- 
merasa (la enzima que lleva a cabo la transcripción del DITA a RNA). Para fabricar una molécula de 
mBNA, la enzima debe iniciar la transcripción en un promotor, sintetizar el RNA mediante la elon- 
gación de la cadena, detener la transcripción en un terminador y liberar tanto el rmiolde de DNA 
como la molécula completa de mANA, En tas células eucariotas, el proceso de ta trariscripción es mu- 
cho más complejo y existen tres ANA polimerasas polimerasa EI y 1U- relacionadas evolurivamen- 
te tunas con oras y con la polimerasa bacteriana. 

La RNA polimerasa E sinteriza el mRNA eucariota. Esta enzima requiere una serte de proteí- 
nas adicionales, lenadas factores generales de transcripción, para iniciar la transcripción sobre 
un molde de DNA purificado, y otras proteínas (incluyendo complejos remodeladores de la croma- 
tina y enzimas histona modificantes) para hacerlo sobre su molde de cromarina en el interior de 
una célula. 

Durante la fase de elongación de lo transcripción, el RNA naciente sufre tres tipos de procesa- 
mientos diferentes: se le añade un nucleórtido especial a su extremo 5' (la capenuza), se eliminan las se- 
cuencias intrónicas del interior de la molécula de RNA (maduración o ayuste) y se genera el extremo 3' 
del mBNA (escisión y poliadenilación). Cada uno de estos procesamientos se inicia por proteínas que 
viajan con la RNA polimerasa ll uniéndose a lugares de su larga y extendida cola C-terminal. La ma- 
duración o ayuste es especial dado que muchas de sus etapas clave no se realizan por proteínas sino 
par moléculas especiatizadas de RNA. Los mMANA procesados adecuadamente son transferidos q tra- 
vés de los complejos de poro nuclear hasta el citosal, donde son traducidos a proteína, 

En algunos genes, el producto final es el RIVA, En eucariotas, estos genes suelen ser transeritos 


por la RNA polimerasa Lo la RNA polimerasa UI. La RNA polimerasa i fabrica los RNA ribosómicos. 


Después de sul síntesis en forma de un gran precursor, los rRNA son modificados químicamente, es- 
cindidos y ensamblados en las dos subunidades de los ribosomas en el nucleolo -un estructura sub- 
nuclear que también participa en el procesamiento de otros complejos RNA-proteína de la célula. 
Otras estructuras subnucleares adicionales (incluyendo los cuerpos de Cajat y los agregados de 
gránulos intercromatínicos) son lugares donde se ensambian, almacenan y recician diversos compo- 
nentes que participan en el procesamiento del RNA. 


DEL RNA A LA PROTEÍNA 


En la sección precedente hernos señalado que el producto final de algunos genes es una mo- 
lécula de RIVA, como las que forman parte de las saRiNP o de los ribosomas. Sin embargo, la 
mayoría de los penes generan moléculas de mBANA que se utilizan como intermediarios en la 
síntesis de las proteinas. En esta sección, examinaremos el mecanismo por el que una célula 


meras 


DEL.ENAA LA PROTEÍNA 


convierte la información de una molécula de mRNA en una protefaoa. Este proceso, lamado 
traducción, fue el loco de atención de los biólogos por priraera vez al final de la década de 
1959, cuando se planteó el “problerna de la codificación”: ¿córno se puede traducir la infor- 
mación contenida en una secuencia lineal de nucieórdos en el RNA a la secuencia lineal de 
unas wudades completamente diferentes los aminoácidos de las proteínas? Esta lescinante 
pregunta fue el estímulo que promovió las investigaciones de los científicos de aquella épo- 
ca. Se trataba de un criptograma elaborado por la naturaleza que, después de más de tres mil 
millones de años de evolución, era resuelto por uno de los productos de esa evolución —el ser 
humano. En realidad no sólo se ha descubierto el código paso a paso sino que, en el año 
2000, se acabó describiendo la estructura de la complicada raaquinaria utilizada por la célta- 
la para leer el código —el ibosoma- en sus detalles atómicos, 


La secuencia del mRNA es descodificada en grupos 
de tres nucleótidos 


Una vez fabricado el mBNA, mediante la transcripción, el procesamiento de la información 
presente en su secuencia de nucleótidos se utilizará para la síntesis de una proteína. La 
transcripción es un proceso fácil de emender en cuanto a lo que representa de ransferencia 
de información: dado que el DNA y el RNA son química y estructuralmente semejantes, el 
DNA puede actuar de forma directa como un molde para la síntesis del RNA por aparea- 
miento entre bases complementarias. Como el propio término transcripción implica, es co- 
mo si un mensaje escrito a mano se convirtiese, por ejemplo, en un texto escrito a máquina. 
El lenguaje y la forma del mensaje no cambian y los símbolos utilizados san muy parecidos. 

Por el contrario, la conversión de la información del RNA a proteína representa una tra- 
ducción de la información a otro lenguaje que utiliza símbolos muy diferentes. Además, 
dado que en el miNA sólo hay 4 nucleótidos diferentes y en una proteína hay 20 tipos dife- 
rerices de aminoácidos, esta traducción no puede realizarse por una correspondencia uno a 
uno entre los nucieótidos del mRNA y los aminoácidos de la proteína. La secuencia de nu- 
cieótidos de un gen, a través del intermediario miNA, es traducida a una secuencia de amni- 
noácidos de tiria proteína siguiendo una sere de reglas, conocidas como el código genético. 
Este código fue descifrado a inicios de los años 1960. 

La secuencia de nucleótidos de un mRNA se lee en grupos consecutivos de tres nucleó- 
tidos. ELRNVA es un polímero lineal de cuatro nucleótidos diferentes, así que hay 4x4 x4=64 


- combinaciones posibles de tres nucleótidos: los trípietes AAA, AUA, AUG, etc. Sin embargo, 


en las proteínas sólo hay 20 aminoácidos diferentes. O bien algunos tripletes de nucleótidos 
no se utilizan nurca o el código es redundante y algunos aminoácidos son especificados por 
más de un triplete. En realidad, la alternativa correcta es la segunda, como demuestra el có- 
digo genético completamente descifrado de la Figura 6-50. Cada grupo de tres nucleótidos 
consecutivos del RNA recibe el nombre de cadón y cada codón especifica un aminoácido o 
una señal de paro del proceso de la traducción. 

Este código genético es utilizado por todos los organismos actuales. Aunque se han de- 
tectado algunas pequeñas diferencias en el código, éstas se dan sobre todo en el DNA mito- 
condrial. Las mitocondrias tienen sus propios sistemas de transcripción y síntesis de 
proteínas que actúan de forma bastante independiente de los del resto de la célula y es com- 
prensible que sus pequeños genomas hayan podido albergar algunos cambios menores en 
el código (descritos en el Capítulo 14). 

En principio, una secuencia de RNA podría traducirse siguiendo cualquiera de las tres 
posibles pautas de lectura diferentes, dependiendo del punto en que empiece el proceso 
de descodificación (Figuera 6-51). Sin embargo, sólo una de las tres pautas de lectura de un 
MENA codifica la proteína correcta. Más adelante, verernos cuál es la señal de puntuación 
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Figura 6-50 El código genético. Para cada 
aminoácido, se presenta la abreviatura 
estándar de una sola letra debajo de la 
abreviatura de tres letras (véase el Panel 3-1, 
pp. 128-123, para el nombre completo de 
cada aminoácido y su estructura). Por 
convento, los codones siempre se escriben 
con el extremo Stern. izquierda. . 
Cabe destacar que la mayoría de los 
aminoácidos están representados por más 
de un codón y que hay ciertas regularidades 
entre los codones que especifican cada uno 
de los aminoácidos. Los codones de un 
mismo aminoácido tienden a contener los 
mismos nucleóridos en la primera y segunda 
posición y varian en la tercera. Hay ves 
codones que no especifican ningún 
aminoácido sino que actúan como sitios de 
finalización (codones de paro), señalando el 
final de la secuencia codificadora de la 
proteína. Un codón -AUG-- actúa tarito como 
codón de inicio, señalando el inicio del 
mensaje codificador de la proteína, como 
especificando el aminoácido metionina, 
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especial que, al inicio de cada mensaje de RNA, determina cuél es la pauta de lectura correc- 
ta al empezar la síntesis de la proteína. 


Las moléculas de RNA aparean los aminoácidos 
con los codones del mRNA 


Los codones de una molécula de mANA no reconocen directamente los aminoácidos que 
especifican: el grupo de tres nucleótidos no se une directamente al anmnoácido. La traduc- 
ción del mEINA a proteína depende de wnas moléculas adaptadoras que reconocen y se nen 
por ina región de su estructura al codón, y por otra región de su estructura, al aminoácido. 
Estos adaptadores son un grupo de pequeñas moléculas de RNA conocidas coro RNA de 
trausferencia (RNA), cada una de la cuales tiene unos 80 nucleótidos de longitud. 

Ea este raismo capítulo ya hemos visto que las moléculas de RNA pueden plegarse ad- 
quidiendo estructuras tridimensionales precisas, Las moléculas de DANA constituyen un 
ejemplo excepcional de este hecho. El KRNA plegado presenta cuatro zonas de dobles héli- 
ces, lo cual da lugar a una molécula que, al representarla de forma esquemática, recuerda 
una hoja de trébol (Figura 6-52). Por ejemplo, una secuencia 5'-GCUC-3' de una región de la 
cadena de nucleótidos puede aparearse de manera relativamente fuerte con una secuencia 
5-GÁGC-3' de otra región de la misma molécula. La hoja de trébol todavía sufre otro plega- 
miento, formando una estructura compacta en forma de L que se mantiene plegada gracias 
ala formación de enlaces de hidrógeno adicionales entre diferentes regiones de la molécula, 

Las dos regiones de nucleótidos desapareados situadas en cada extremo de la L son cru- 
ciales para el funcionamiento de los ERNA en la síntesis de proteínas, Una de estas regiones 
forma el anticodón, un grupo de tres nucleótidos consecutivos que se aparea con el codón 
complementario de la molécula de mENA. La otra es una región corta, de una sola hebra, si- 
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Figura 6-51 Las tres posibles pautas 

de lectura en la sintesis de proteinas, 

En el proceso de traducción de una secuencia 
de nucleótidos lozuf) e tina secuencia de 
aminoácidos trojo), la secuencia de 
nudeótudos de la molécula de miINA se 

lee desde el extremo S'al 3'en grupos 
consectitivos de tres nucleótidos. Portanto, 
en principio, la misma secuencia de RNA 
puede especificar tres secuencias de 
aminoácidos completamente diferentes 
según cuál sea le pauta de lectura que se 
siga. En realidad, sólo una de estas tres 
pautas de lectura contiene el mensaje real. 


Figura 6-52 Una molécula de tRNA. Un RNA específico del aminoácido fenilalanina (Phe), representado de varlas maneras. (A) Estructura en hoja de 
vébol que muestra el apareamiento de bases complementarias Uineas rojos) que generan las estructuras en doble hélice de la molécula, Elanticodón 
es la secuencia de tres nucleótidos que se aparea con un codón del mANA. El aminoácido correspondiente al par codón/anticodón se une al extremo 3' 
del tRNA, Los tRNA contienen algunas bases poco frecuentes, generadas por modificación química cuendo el tRNA se ha sintetizado. Por ejemplo, 

las bases denominadas y (pseudouridina -vésse la Figura 6-43) y D (desoxiutidina -véase la Hgura 6-55) derivan de la modificación química del uracilo, 
(B y O) Dos vistas de la estructura de la molécula, en forma de 1, basadas en la difracción de rayos X. Aunque este diagrama representa ebtRNA del 
aminoácido fenalalaniina, todos los demás tRNA tienen unas estructuras similares. <CGCA> (D) Secuencia nea! de nudeótidos de la molécula, con las 
regiones coloreadas correspondientes a los esquemas (A), (B) y (9). (E) Icono utilizado en este libro para representar el RNA. 
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tada en el exreno 3' de la molécula; éste es el sitio donde se une al (RNA el arninoécido que 
se corresponde con el codón. 

Enda sección anterior se indicó que el código genético es redundante; es decir, que va- 
dos codones diferentes especifican el mismo eminoácido (véase la Figura 6-50). Esta redan- 
dancia implica que existe más de una molécula de (RNA pera muchos arminoácidos o que 
algunas moléculas de RINA, se pueden aparear con más de un codáón, De hecho, ambas si- 
tuaciones son ciertas. Algunos aminoácidos denen más de un (RNA y algunos (RNA están 
construidos de tal manera que sólo requieren un apareamiento de bases correcto entre las 
dos primeras posiciones del codón, tolerando un desapareamiento to balanceo) en la tercera 
posición (Figura 6-53). Este balanceo en el apareamiento de bases explica por qué ocurre 
con tanta frecuencia que varios codones alternativos para ua mismo aminoácido sólo se dí- 
ferencien entre sí en el mucieótido situado en la tercera posición (véase la Figura 6-50). Ea las 
bacterias, el balanceo del apareemiento de bases hace posible encajar los 20 arminoácidos 
en sus 61 codones con tan sólo 31 moléculas diferentes de tRVA. Sin embargo, el número 
exacto de tipos diferentes de IRINA difiere entre especies. Por ejemplo, los seres humanos 
tenemos alrededor de 500 genes de (RIVA pero, entre todos ellos, sólo hay representados 
48 anticodones diferentes, 


Los tRNA son modificados covalentemente antes 
de salir del núcleo 


Como da meyoría de los otros RNA eucariotas, los tRINA son modificados covalenternente ayttes 
de poder salir del núcleo. Los ¿RNA eucariotas son sintetizados por la RNA polimerasa IL. 
Tento los tRNA bacterianos como los eucariotas suelen ser sintetizados en forma de precur- 
sores más largos que van siendo recortados hasta febricar los URNA maduros. Además, algu- 
nos precursores de RINA. (tanto en bacterias como en eucariotas) contienen intrones que 
deben ser eliminados, Esta reacción de maduración es químicamente diferente de la de la 
meduración de los pre-mANA; en lugar de generarse un lazo, la maduración del tANA utiliza 
un mecanismo de “cortar y pegar” catalizado por proteínas (Figura 6-54). Tanto el proceso 
de recorte como el de la maduración requieren que el ERNA precursor esté plegado correcta- 
mente en su configuración de hoja de trébol. Los ¿RNA precursores mal plegados no puedes 
ser procesados de forma correcta, por lo que las reacciones de recorte y de maduración 
actían como pasos de control de calidad enla generación de los RNA. 

Además, todos los ¿RNA están modificados quírnicamente -cexca de mo de cada 10 nu- 
cleótidos de la molécula de (RNA madura es una versión alterada del ribonucleótido estándar 
de G, Y, Co A. Se conocen más de 50 tipos diferentes de modificaciones de los nucleótidos 
del tRNA; en la Figura 6-55 se rauestran algunas de ellas. Algunos de los nucleótidos modifi- 
cados -el más notable, la inosina, procedente de la desaminación de la adenosina- afectan la 
conformación y apareamiento de bases del anticodón, por lo que facilitan el reconocimien- 
to, por parte de la molécula de tRNA, del codón de mENA apropiado (véase la Figura 6-53), 
Otros afectan a la precisión con la que el HANA se une al aminoácido correcto, 


Figura 6-53 Balanceo en el apareamiento de bases entre los codones y los anticodones, 
Si el rmudeótido de la primera colurma está presente en la tercera posición del codón, o 
posición de balanceo, puede aparesrse con cualquiera de los nucteótidos de la segunda 
cotumana. Ásí, por ejemplo, cuando en la posición de balanceo del anticodón del (ANA 

hay una inosina (), el tANA puede reconocer a tres codones diferentes en bacterias y dos 
codones diferentes en eucariotas, La inosina de los (RNA se forma por desaminación de la 
quanina (véase la Figura 6-55), Una modificación química que tene lugar después dela 
síntesis del RNA. Los pares de bases no estándar incluyendo aquellos en los que participa 
la inosina, suelen ser más débiles que los pares de bases convencionales, Cabe destacar 
que el aparearmiento de bases entre el codón y el anticodón es más estricto en las 
posiciones 1 y 2 del codón, en las que sólo se permiten apareamientos de bases 
convencionales. Probablemente las diferencias en las interacdones entre pares de bases 
corn balanceo entre bacterias y eucariotas son resultado de pequeñas diferencias 
estructurales entre los nbosomas bacterianos y los eucariotas, las máquinas moleculares 
que llevan a cabo la síntesis de les proteinas. (Adaptado de €. Guthije y 1 Abelson, en 

The Molecular Biology of the Yeast Seccharomyces: Metabolisra and Gene Expression, 

pp, 487-528. Cold Spring Harbor, New Yodo Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1982.) 
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Unas enzimas específicas acoplan cada aminoácido 
con la molécula de tRNA apropiada 


unido covalentemente. 


] o 
ES | Jo il A 
| 


CH, 


-ribosa * ribosa 


adición de das grupos metilo a G adición de dos hidrógenos a U 
(NMdirmerit E) tdihidro U) 


N Lo 
LE 


y un azufre sustituye a un desaminación de G 
EA oxígeno en U (4-fiouridinz) (inosina) 


E Para leer el código genético, la célula fabrica una serie de ERA diferentes, Considerarermos, 
ay ahora, de qué manera se une cada molécula de RINA con el nico de los 20 arainoácidos que 

constituye su pareja adecuada. El reconocimiento y la unión del aminoácido correcto de- 
pende de unas enzimas llemadas aminoacil-(8NA sintetasas, que unen covalentemente cá- 
da aminoácido con el RNA apropiado (Figura 6-56 y Figura 6-57). La mayoría de las células 
paa tienen una sintetasa diferente para cada aminoácido (es decir, 20 sintetasas en total); una de 
A ellas une la glicina a todos los IRNA que reconocen la glicina, otra une la alanina a todos los 
RNA que reconocen cadones de alanina, etc. Sin embargo, muchas bacterias tienen menos 
de 20 sintetasas, de forma que una misma sintetasa es capaz de acopler más de ua aminod- 
cido a sus RNA apropiados. En estos casos, una misma sintetasa coloca aminoácidos idén- 
ticos en dos tipos diferentes de RNA, sólo uno de los cuales tiene el anticodón que corres- 
ponde al aminoácido. Una segunda enzima modifica químicamente cada aminoácido unido 
de forma incorrecta, de modo que corresponda al anticodón del £RNA al que se encuentra 


La reacción catalizada por la sintetasa que une el aminoácido al extremo 3” del URNA es 
tuna de las muchas reacciones que están acepladas a la liberación de energía producida en la 


Figura 6-54 Estructura de taa 
endonucdeasa de maduración de ¡RNA 
anclade a un ANA precursor, , 

La endonuctessa (una enzima de cuatro 
subunidades) elimina el intrón deliiBA 
(azub, Una segunda encima, tina (RIÑA ligasa 
multifuncional (no mostrada), vuelve a uni 
las dos partes del RNA. (Corresía de Hong Li, 
Christopher Trotía y John Abelsons 


% 


Figura 6-35 Algunos delos nucleótidos 
poco comunes hallados en las moléculas 
de tRNFA. Estos nucdeótidos se fabrican por 
modificación covalente de un nudedtido 
normal, después de que éste haya sido 
incorporado a la cadería de ANA. En la 
Figura 6-43 se mitestran otros dos pos de 
nudeótidos modificados. En la mayorta de 
las moléculas de tRNA, aproximadamente el 
10% de los nucleótidos está modificado 
(véase la Figura 6-52). 
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hidrólisis del ATP (véase pp. 79-81) y permite fabricar un enlace de alta energía entre el tBNA 
y el aminoácido. La energía de este enlace se uulizará más tarde pera unir covalentemente el 
aminoácido a la cadena polipeptídica que se está fabricando durante la síntesis de proteínas. 

Las aminoaci-tKNA sintetasas y los TRINA tenen la misesa importancia en el proceso de 
descodificación (Figura 6-48). Esta importancia se estableció mediante an experimento en 
el que um aminoácido (cistefna) era convertido químicamente en otro aminoácido (alanina) 
una vez incorporado ya a su RNA específico. Cuando se utilizaban estas moléculas de ami- 


noacilRNA “híbridas” en la síntesis de proteínas en un sístera libre de células, se insertaba. 


siempre el arinoácido equivocado en cada punto de la cadena polipeptíidica en el que se te- 
nía que utilizar ese RNA. Aunque, como veremos, las células tienen varios mecanismos de 
control de calidad para evitar este upo de errox, el experimento demuestra que el código ge- 
nético es traducido por dos series de adaptadores que actúan de forma secuencial, Cada uno 
encaja en la superficie molecular del otro con gran especificidad, y es su acción combinada 
la que asocia cada secuencia de tres nucleótidos de la molécula de mRINA -es decir, cada co- 
dóx-con su aminoácido particular. 


La edición mediante RNA sintetasas asegura la precisión 


Existen varios mecanismos complementarios que asegufan que la URNA sintetasa une el 
aminoácido comecto a Cada RNA. En primer lugar, cada sintetasa debe seleccionar el aral- 
noácido correcto. Muchas de ellas lo hacen mediante un mecanismo que consta de dos pa- 
sos. Primero, el aminoácido apropiado es el que presenta mayor afinidad por el “bolsillo” del 
centro activo de su sintetasa y, por lo tanto, su unión es más favorable que la de los otros 19 
aminoácidos. En particular, aquellos aminoácidos mayores que el correcto son excluidos 
con toda eficacia del centro activo. Sin embargo, este mecanismo de un solo paso ene gxran- 
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Figura 6-56 Activación de los ardanácidos. 
Procesa, en dos etapas, por el cual un 
aminoácido es activado mediante una 
arinoecHRNA sintetosa para la sínmasis 
proteica, Como se ladica, se utiliza la energía 
dela hidrólisis del ATP para nir cada 
aminoácido a su correspondiente molécula 
de RNA mediante lin entace de alta energla, 
En primer lugar, el aminoácido es activado 
mediante la unión de su qrapo cerboxilo 
direcramente a tun grupo AMÉ formando 

un aminoácido odenilado; ta unión del AMP, 
porlo general una rescción desfavorable, 

$e consigue mediante la hidrólisis de la 
molécala de ATP que aporta el AMP. Sin 
abandonar la sintetasa, el grupo carboxila 
del aminoácido unido el APAS es trensierido 
al grupo hidroxilo del azúcar del extremo Y 
dela molécitia de 1BNA Esta transferencia 
une el aminoácido alMANA mediante un 
éster activado y genera la molécula final 

de aminoacihtRNA. La sintetasa no se 
mtestra en este esquerria. 


Figura 6-57 Estructura de la unión del 
aminoaciHRKMA. El extremo carboxifto del 
¿minoácido forma un enlace éster con la 
ríbosa. Dado que la hidrólisis de este enlace 
éster está asociado con un gran cambia 
favorable de energía libre, se dice que un 
aminoácido urido de esta rmonera está 
activado, (A) Esquerna de ja estructura. 

£l arninoácido está unido al nucieótido del 
extremo 3 deltBKA (véase la Figura 6-52 
(8) Estructura real comespondiente a la reglón: 
recuadrada en (A), Hay dos grandes clases 
de sintetasas: una une el aminoácido 
directamente al grupo 3'-OH de la ribosa 

y la otra lo une inicialmente al grupo 2-OH, 
En este segundo caso, tene lugar una 
rescción de transesterificación posterior, 
que lo desplaza a la posición 3 Al qual que 
en ta Figura 6-56, el grupo R'señala la 
cadena lateral del arinoácido. 
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des dificultades para discriminar adecuadamente entre dos aminoácidos muy similares, co- 
mo la isoleucina y la valina (que se diferencian en un solo grupo metilo). Por elo, existe un 
segundo paso de discriminación que tiene lugar una vez el arninoácido se ha unido covalen- 
temente al AMP (véase la Figura 6-56). Cuando el (RNA se une a la sintetasa, intenta forzar al 
aminoácido a que entre en un segundo “bolsillo” de la enzima, cuyas dimensiones precisas 
impiden la entrada del aminoécido correcto pero no la de aminoácidos muy similares. Una 
vez ha entrado el aminoácido en este segundo “bolsillo”, se hidroliza su unión al AMP (o al 
¿RNA si el enlace del aminoacittRWNA ya se había formado) y se expuisa de la enzima. La edi- 


ción hidrolítica, análoga a la corrección de pruebas exonucleorídica que llevan a cabo las * 


DNA polimerasas (Figura 6-59), incrementa la precisión global de la carga de los RNA a 
aproximadarnente un error cada 40,000 reacciones de acoplamiento. 
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Figura 6-58 La información genética 

del mENA se traduce mediante dos 
adaptadores que actúan uno a 
continuación del otro. El primer adaprador 
esla aminozciHRNA sintetasa, que acopla 
un aminoácido a su correspondiente tRINA; 
el segundo adaptador es la propia molécula 
de RNA, cuyo anticodón se une mediante 
apareamiento de bases con el codón 
apropiado del mANA. Un error en cualquiera 
de fos dos pasos provocaría la incorporación 
de un aminoácido erróneo en la cadena 
proteica, En la secuencia mostrada en la 
figura, el aminoácido triptófano (Trp) es 
seleccionado por el codón UGG del mANA. 


Figura 6-59 Edición hidrolítica. 

(A) Las tRINA sitetesas corrigen sus propios 
“errotes mediante la edición hidrofítica de los 
aminoácidos incorporados incorrectarnente, 
Coso se describe en el texto, el aminoácido 
correcto es expulsado del sitio de corrección. 
(8) El proceso de corrección de errores 
realizado por las DNA polimerasas muestra 
algunas similitudes; sin embargo, la principal 
diferencia consiste en que el proceso de 
eliminación depende sobre todo del 

mal aparearmento con fa hebra molde 
véase la Figura 5-8), 
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Figura 6-60 Reconocimiento de una molécula de RNA por parte de su 
aminoa HARNA sintetasa, En el caso de este TRA (MINASÍA), los rasgos del 
tRNA reconocidos por la sintetasa (azul son dertos nucleótidos específicos 
del articodón [abajo] y el brazo aceptor del arninoácido. na molécula 

de ATP unida se representa en amarifío. (Cortesía de Torn Steíz] j 


La ERNA sintetasa también puede reconocer él grupo correcto de moléculas de RNA 
gracias a que la extensa complementariedad estructuzal y química entre la sintetasa y el RNA 


permite que la sintetasa identifique varias características del (RNA (Pigara 6-50). La mayoría 


de las (RNA sintetasas reconocen directamente el anticodón del (RNA correspondiente; es- 


tas sintetasas contienen tres “bolsillos” adyacentes de unión a nucleótidos, cada uno de los * 


cuales es complementario en estructura y carga eléctrica a uno de los nucleótidos del antico- 
dón. En otras sintetesas, la secuencia de nucleótidos del brazo aceptor del tRNA resulta clave 


en el reconocimiento, De todas formas, en la mayoría de los casos, la sintetasa “les” varios. * 


nucleótidos diferentes situados en distintas posiciones del RNA! 


Los aminoácidos se añaden al exiremo terminal 
de la cadena polipeptídica en crecimiento 


Ahora que ya hemos visto córno se unen los aminoácidos a las moléculas de (RNA, describi- 
rernos el mecanismo que une los aminoácidos entre sí formando proteínas. La reacción fun- 
damentel de la síntesis de proteínas es la formación del enlace peptídico entre el grupo 
carboxilo de un extremo de la cadena polipepúdica en crecimiento y el gnipo amino libre del 
aminoácido siguiente que va a incorporarse a la proteína. Porlo tanto, la proteína se sinteti- 
za paso a paso desde su extremo N-terminal hacia su extremo C-terminal. A lo largo de todo 
el proceso, el extremo carboxilo de la cadena polipeptídica permanece activado gracias a su 
unión covalente a una molécula de RNA formando una molécula de peptidi- RNA). Cada 
adición. rompe este enlace covalente de alta energía pero es inmediatamente reermplazado 
con un enlace idéntico en el último aminoácido añadido (Figura 6-S1), De esta forma, cada 
aminoácido añadido aporta la energía de activación necesaria, más que para su propia 
unión, para la adición del siguiente aminoácido —um ejemplo del tipo de polimerización de 
“crecimiento porla cabeza” descrito en la Figura 2-68, 


El mensaje del RNA es descodificado en los ribosomas 


La síntesis de proteínas está guiada por la información contenida en las moléculas de mANA. 
Para mantener la pauta de lectura correcta y asegurar la precisión de la traducción (aproxi- 
madamente 1 error cada 10,000 aminoácidos), la síntesis de proteínas se lleva a cabo en el 
ibosema, tna compleja máquina catalítica compuesta por más de 50 proteínas diferentes 
las proteínas ribosómicas) y varias moléculas de RNA, los RNA ribosómicos (1RINAS), <CGOC> 
Una célula eucariota Upica tiene millones de ribosomas en su citoplasma (Figura 6-62). Las 
subunidades de los ribosornas eucariotas se ensamblan en el mucleolo, donde los nuevos 


peptidil- <RNA unido al extremo 
Caerminal de ta cadena 
polipeptídica creciente 


molécula de IRNA liberada 
de su unión peptídica 


Figura 6-61 lacorporación de un 
aminoácido «una proteína. Una cadena 
polipeptídica crece mediante la adición 
secuencial de arminoácidos a 51 externo 
Cierminal. La formación de cada enlace 
peptídico es energéticamente favorable, 
ya que el extremo C-terminal está activado 
mediante la unión covalente a una molécula 
de tRNA, El entace del pepridiMRNA que 
activa el extrerno C-terminal se regenera 
durante cada adición. Las cadenas laterales 
de tos aminoácidos han sido abreviadas 
como Ry. Ra, Ra y Re; como punto de 
referencia, todos los átomos del segundo 
aminoácido de la cadena pollpeptidica han 
sido sombreados en gris. La figura muestra 
la adición del cuarto arninoácido (rojo) 

ala cadena. 
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hueva molécula de pepticiltRKA 
sunida al extremo C-terminal de 
la cadena polipeptídica creciente. 
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Figura 6-62 Ribosomas en el citoplasma de 
una célula eucariota. La electrormicrografía 
muestra una sección ultrafina de una 
pequeña región del citoplasma. Los 
ribosornas aparecen como puntos negros 
tfiechas rojas). Migunos de ellos están libres 
enel ctosol; otros están unidos ala 
membrana del retículo endoplasmático. 
(Cortesía de Daniel 5. Friend) 


IRNA, transeritos y modificados se asocian con las proteínas ribosómicas, que han sido Íra- 
portadas al núcleo tras su síntesis en el citoplasma. Una vez ensambladas, las dos subunida- 
des ribosómicas son exportadas al citoplasma, donde se unen entre sí y llevan a cabo la 
síntesis de proteínas, 

Los ribasomas de los eucariotas son muy parecidos en cuanto a diseño y función a los 
delos procariotas. Ambos están formados por una subunidad mayor y una menor que erica- 
jan una enla ova, formando el ribosorna completo, con una masa molecular de varios millo- 
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Figura 6-63 Comparación de las estructuras de los ribosomas procariotas y eucariotas. Á pesar de las diferencias en el número y 
tamaño de sus componentes de RNA y de proteina, los ribosomas tanto procariotas como eucariotas tienen prácticamente la misma 
estructura y actúan de forma similar. Aunque los rRNA 185 y 285 de fos ribosomas eucariotas contienen muchos nucleótidos que na 
están presentes en los ribosomas bacterianos, estos nudeótidos están presentes en forma de muchas inserciones que forman 
dominios extra y dejan la estructura básica de cada ¡RNA prácticamente inalterada. 
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nes de dalton (Figura 6-63). La subunidad menor constituye el soporte sobre el que los RNA 
pueden aparearse correctamente con los codones del mANA (véase la Figura 6-58), mientras 
que la subunidad mayor cataliza la formación de los enlaces peptídicos que unen los amino- 
ácidos en una cadena polipeptídica tuéase la Figura 6-61). 

Cuando no están fabricando una proteína, las dos subunidades del ribosoma están di- 
sociadas. Se unen sobre una molécula de mANA, generalmente cerca de su extremo 5, e ini- 
cian la síntesis de una proteína. A continuación, el mBNaA va siendo empujado a través del 
ribosoma; a medida que sus codones entran en el centro del ribosoma, la secuencia de nu- 
cleótidos del ruRiNA se traduce a la secuencia de aminoácidos utilizando los RINA como 
adaptadores pera añadir cada aminoácido, en la secuencia correcta, al extremo de la cadena 
polipeptídica creciente. Cuando se encuentra un codón de paro, el ribosoma libera la proter- 
na terminada y sus dos subunidades se disocian de nuevo, con lo que pueden ser utilizadas 
para sintetizar otra proteína a partir de otra malécula de mRNA. 

Los nbosomas actúan con una eficiencia destacable: en un seguudo, un ribosoma de 
una célula eucariota añade 2 aroinoácidos a la cadena polipeptídica; los ribosomas bacteria- 
nos actúan incluso más deprisa, a una velocidad de unos 20 aminoácidos por segundo. ¿Có- 
mo puede el ribosoma dirigir la coreografía coordinada de tantos movimientos necesarios 
para realizar eficazmente una traducción? Cada ribosoma contiene cuatro centros de unión 


para las moléculas de RINA: uno de ellos es el centro de unión del mENA y los otros tres Gila- . 


mados los centros A, P y E) son los centros de unión de los RNA (Figura 6-64). En los centros 
A y P se puede unir tera molécula de RNA con fuerza suficiente, sólo si su'anticodón está 
aparezdo con el codón complementario (aunque en algiraos casos se tolera un cierto balan- 
ceo) de la molécula de mRINA que está ensartada en el ribosoma (Figura 6-65). Los centros Á 
y ? están lo suficientemente próximos como para que sus dos moléculas de URNA se vean 
obligadas a apareerse con dos codones adyacentes de la molécula de mENA. Esta caracterís. 
tica del ribosoma permite mantener correcta la pauta de lectura del mRNA. 

Cuando se ha iniciado la síntesis de proteínas, cada nuevo artinoácido es añadido a la 
cadena polipeptídica mediante un ciclo de reacciones constituido por cuatro etapas princi- 
pales: la unión del tRNA, la formación del enlace peptídico y la translocación de la subuni- 


dad mayor y de la subunidad menor. Coro resultado de las dos etapas de taaslocación, el. 


subunidad mayor 
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subunidad menar 


Figura 6-64 Sitios de unión al RNA en el 
ribosoma. Cada ribosoma tiene un sítio de 
unión para el mANA y tres sitios de unión 
al RIMA, los sitios A, P y E tabreviaturas de 
aminoaciht8NA, peptiditt ANA y expulsión, 
respectivamente). (A) Un ribosoma 
bacteriano visto con la subunidad menor al 
frente (verde oscuro) y la subunidad mayor 
al fando (verde claro). Se muestran tanto 
los TRAMA como las proteínas. Se muestran tres 
RNA unidos al sitio E trajo), al sitio P (naranja) 
y al sitio A (amarilla). Aunque se muestran 
ocupados los tres sitios de unión, durante - 
el proceso de síntesis proteica sólo están 
ocupados simitáneamente dos de ellos 
(véase la Figura 6-66). (8) Subunidades 
mayor y menor dispuestas coma sí el 
ribosatna de (A) estuviera abierto como 
urilibro. (€) Ribosoma representado en 

(A) girado 99% y colocado con la subunidad 
rasyor en la parte superior y la subunidad 


- menor enta parte inferior. (D) Representación 


esquemática de un ribosoma (en la misma 
orientación que en €), que será utilizada 

en las demás figuras. (A, B y €, adaptado de 
MM. Yusupor et al, Science 292:883-896, 
2001, Con la autorización de ARAS; cortesia 
de Albion Baucom y Harry Noller) 
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ribosoráa completo se desplaza tres nucleótidos a lo largo del mRNA y se coloca de forma 
adecuada para iniciar el nuevo ciclo (Figura 6-86). Nuestra descripción del proceso de elon» 
gación empieza en el morsento én que ya se ha incorporado algunos aminoácidos a la ca- 
dena polipeptídica, que está unida covalentemente a una molécula de UNA situada en el 
centro P del ribosoma. En el paso 1, un RINA que transporta el próximo aminoácido que se 
debe incorporar a la proteína, se me al centro A mediante el apareamiento de su anticodón 
con el codón del mANA situado frente a él, de manera que tanto el centro P como el A tienen 
unido un ¿ENA. En el paso 2, el extremo cerboxilo de la cadena polipeptidica se desprende 
de su URNA en el centro P (mediante la rotura del enlace de alta energía entre eltRINA y la ca- 
dena polipeptídica) y se une al grupo amino libre del arninoécido unido al tRINA del centro A, 
formándose un nuevo enlace peptídico. Esta reacción, central en la síntesis de proteínas, €es- 
tá catalizada poz una peptidil transferasa contenida en la subunidad mayor del ribosoma. En: 
el paso 3, la subunidad mayor se desplaza en relación al mENA que está unido a la subuni- 
dad pequeña, cambiando así los higares aceptores de los dos tRINA a los lugares E y P de la 
subunidad mayor. En el paso 4, otra serie de cambios conformacionales desplaza la subuni- 
dad menor y el mANA al que está unido, exactamente tres aucleótidos, y deja al riibosoraa 
preparado para recibir el siguiente aminoacil-1RNA. Entonces se repite el paso 1 con el amí- 
noacil-tRNA recién llegado y así sucesivamente, <OGTT> 

Este ciclo de cuatro etapas se repite cada vez que se añade un nuevo aminoácido ala ca- 
dena polipeptídica, de forma que la cadena va creciendo por su extremo carboxilo terminal, 


Figura 6-66 Traducción de terra molécula de mRNA, Cada aminoácido que se incorpora a la 
cadena polipeptídica en crecimiento se selecciona por la complementariedad de bases entre el 
anticodón de la molécula de 1RNA a la que se halla unido y el siguiente codón de la cadena de 
MENA. A cada codón sólo se le puede unir por complementariedad de bases una de las muchas 
moléculas de RNA de la célula, por lo que el codón determina qué arminoácido específico será 
incorporado a la cadena pofipeptidica. El ciclo de cuatro pasos mostrado en esta figura se repite 
na y otra vez durante la sintesis de una proteína. En el paso 1, tuna molécula aminoaciHRANA 

se une a un sítio A vacio del ribosoma y se elimina del sitio E una molécula de RNA ya utilizada. 
En el paso 2 se forma un nuevo entace peptídico, En ef paso 3, la subunidad mayor se desplaza 
respecto a la subunidad menor, dejando los dos (RNA en sitos híbridos: uno formado por P 

de ta subunidad mayor y A de la subunidad menor, y el otro formado por E de la subunidad 
mayor y P de la subunidad menor En el paso 4, la subunidad menor se desplaza llevándose 

el MBNA a una distancia equivalente a tres nucleótidos a través del ribosoma. Esto resetea” 
elribosoma con una posición A completa y vacía, preparada para aceptar la siguiente moléctta 
de ariinoach-tRNA, Tal como se indica, el mRNA se traduce en dirección 5'a $ y al principio 

del proceso se fabrica el extrerno N-terminabde la proteína, mientras que el aminoácido que se 
incorpora en cada cíclo lo hace al extremo Cterminal de la cadena polipeptidica, 


Figura 6-65 Trayectoria debraRNA (ozul) 

a través de la subunidad pequeña del 
ribosorza. La orientación es la mástoa que 
ec el panel derecho de la Figura 6-64B. 
(Cortesta de Harry E Moller, basado en datos 
de G.Z fusopova etal, Cell 106:233-241, 
2001. Conda autorización de Elsevier) 
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Los factores de elongación impulsan la traducción 
y mejoran su precisión 


El ciclo básico de la elongación del péptido que se muestra en la Figura 6-66 presenta una ca- 
racterística adicional que hace la traducción especialmente eficiente y precisa, Durante cada 
ciclo, entran y salen del ribosoma dos factores de elongación, cadecuno de los evtales hidrolizan 
GTP a GP subiendo canabios conformacionales durante el proceso, Estos factores se deno- 
reinan ER-Tu y EF-G en las bacterias, y EFL y EF2 en los eucariotas, Bajo ciertas condiciones ln 
vitro los ribosomas pueden serforzados a simetizar proteínas sin la ayuda de estos factores de 
elongación y la hidrólisis de GYB pero esta síntesis es muy lenta, ineficiente y poco precisa, 
Acoptando los cambios dirigidos por la hidrólisis de GTP en los factores de elongación con las 
transiciones entre los diferentes estados del ribosoma, el proceso de síntesis de proteínas se 
acelera enormemente. Aunque estos estados del ribosoma aún no se comprenden con deta- 
lle, casi con toda seguridad implican reozganizaciones de la estauctura del RINA del centro del 
ribosorna. Los ciclos de asociación de los factores de elongación, hidrólisis del GTP y disocia- 
ción aseguran que todos estos cambios ocuzzea en el sentido “hacia adelante" de forma que la 
traducción puede producirse de una manera eficiente (Figura 6-67). 

Como hemos visto, los ER-Tu se unen simultáneamente a GTP y a un aminoacilRNA, 
(véase Figura 3-74). Adernás de impulsar la traducción, EF-Tu (4F1 en eucariotas) aumenta 
la precisión de la traducción de diferentes maneras. Primero, al escoltar hasta el ribosoma 
los aminoacil-(RNA entrantes, EF-Mu comprueba si la pareja URNA-aminoácido es la correc- 
ta. Se desconoce cómo se realiza exactamente esta función. Una teoría propone que las pa- 
rejas tRINA-arninoácido correctas tienen una afinidad definida por EF-Tu, lo cual permite a 
EF-Tu discriminar, al menos de forma grosera, entre muchas combinaciones aminoácido- 
RNA, uniendo selectivamente al ibosorna las torrectas. En segundo lugar, EF-Tu sigue la in- 
teracción inicial entre el anticodón de un arminoacil RNA entrante y el codón del mENA en 
el lugar A. Los aminoacil RNA son doblados cuando se unen a la forma de EF-Tu; esta con- 
forraación doblada permite emparejarse con el codón, pero impide la incorporación del 
aminoácido a la cadena polipeptídica en crecimiento, Sin embargo, siel ermparejamiento cg» 
dón-anticodón es correcco, el ribosoma rápidamente dispara la hidrólisis de la molécula de 
GTP; a continuación EE-Tu libera su unión sobre el tRNA y se dísocia del ribosoma perni- 
tiendo que el £RINA aporte su aminoácido a la síntesis de la proteína. Sin embargo, ¿córno se 
determina que la unión codón-anticodón es o no correcta? Esta hazaña la leva a cabo el ri- 
bosoma a través de un mecanismo que se basa en RNA. El RINA de la subunidad pequeña 
del ribosoma forma una serie de enlaces de hidrógeno con la pareja codón-anticodón que le 
permite determinar si es o no correcta (Figura 6-68). En esencia, el 1RNA se plega alrededor 
de la pareja codóni-anticodón y su plegarmiento final -que sólo ocurre cuando está colocado 
un anticodón correcto dispara la hidrólisis del GTB Hay que destacar que este mecanismo 
de unión inducida puede distinguir interacciones codón-anticodón correctas de interaccio- 
nes incorrectas a pesar de las reglas de balanceo de apareamiento de bases resumidas en la 
Figura 6-53, A partir de este ejemplo, corno en el caso de la madiración del RNA, se percibe 
las sofisticación extraordinaria de las formas de reconocimiento molecular que son capaces 
de realizar las moléculas de RNA. 

"Las interacciones que acabamos de describir entre los PE “Pa, los ERNA y los ribosomas 
presentan etapas críticas de corrección de pruebas en la síntesis de proteínas durante la se- 
lección inicial del URNA. Sin embargo, después de que el GTP es hidrolizado y el EF-Tu se ha 
disociado del ribosoma, existe otra oportunidad para el ribosoraa de impedir que un amino- 
ácido incorrecto sea añadido a la cadena. Tras la hidrólisis del GTP existe un corto intervalo 
de tiempo antes de que el aminoácido transportado por el RNA se desplace a su posición en 
el ribosorna. Este intervalo es más corto para un apareamiento codón-anucodón correcto 
que para uno incorrecto. Además, los RNA colocados de forma incorrecta se disodian con 
más rapidez que los colocados de forma correcta porgue su interacción con el codón es 
ruás débil. Así, la rnayoría de las moléculas de (RNA unidas de forma incorrecta (así corno un 


Figura 6-67 Vista detallada del ciclo de traducción. $e ha ampliado el esquema 
. de traducción representado en la Figura 6-66 para mostrar el papel de dos factores 
+ de elongación EF-Tu y EF-S, que dirigen el proceso hacía adelante. Como se explica 
enel texto, EF-Tu además proporciona dos oportunidades de corrección en la 
correspondencia codán-anticodén. De esta rranera, el emparejamiento incorrecto 
de tANA es rechazado selecdvamente y aumente la exactitud de la traducción. 


stioE_ 1, A 
sito P | sido A 


CORRECCIONES 
DE PRUEBAS 


CORRECCIONES 
DE PRUEBAS 


EFE] 


los TRA, 
apareados 
incorrectamente, 
preferertemente 
se disocian 


los RA 
apareados 
incorrectamente, 
preferentemente 


se disacian 


2378 Capítulo 6: Cómo leendas células el genoma: del DINA a la proteina 


número significativo de moléculas unidas correctamente) abandonaráo el ribosoma sin ba- 
ber sido utilizadas para la síntesis de proteínas. Todas estas etapas de corrección de pruebas, 
en sti conjunto, son responsabies del 99,99% de la precisión del ribosoma al traducir RINA a 


proleína, 


El ribosoma es una ribozima 


El ribosoraa es grande y complejo, cormpuesto por dos terceras partes de RIVA y una tercera 
parte de proteína. La determinación, en el 20060, de la conformación tridimensional coraple- 
ta de sus subunidades grande y pequeña es el mayor triinéo de la biología estructural mo- 
derna. Los hallazgos confirman la evidencia previa de que son los TENA y no las proteícas- 
los responsables de la estrucuua global del ribosoma, desu habilidad para ubicar los (RINA 
sobre el mina y de su actividad catalítica para formar enlaces peptídicas covalentes, Los 
RNA ribosómicos están empaguetados en estructuras tridimensionales muy compactas y 
precisas que forman el núcleo compacto del ribosoma, determinando de este modo su far- 
ma global (Figura 6-69). 

En marcado contraste con las posiciones centrales de los RINA, las protefoas ribosórni- 
cas están localizadas por lo general en la superficie y rellenan los huecos y grietas del RNA 
empaquetado (Figura 6-70), Algunas de estas proteínas de la superficie del ribosoma emi. 
ten prolongaciones de su cadera polipeptídica que penetrac a una cierta profundidad entre 
las hendiduras del núcleo de RNA (Figura 6-71). El principal papel de las diferentes proteí- 
vas ribosómicas parece ses el de estabilizar el núcleo de RINA, permitiendo los cambios de 
conformación del TRA que son necesarios para que este RNA pueda catalizar eficien.- 
temente la síntesis proteica. Es probable que las proteínas también colaboren en el ensana- 
blaje inicial de los rRNA que forman el núcleo del ribosoma, ; 

No son sóla los sitios A, P y E de unión a los (RINA los que están formados básicamente 
por RNA ribosómico, sino que también lo está el sitio catalítico para la formación del enlace 
peptídico, con el aminoácido rrás cercano situado a raás de 1,8 11m de distancia. Este descu- 
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Figura 6-58 Reconocimienta delos 
aparsamientos correctos entre codán 

y anticodán porel r RA de ha subiinidad 
pequeña def ribosoma, 5e rnuestra la, 
iateraodción entre in nucteótida del rRNA 

de la subunidad pequeña y el primer par 

de nucleótidos de una unión correctá codáóne 
anticodón: interacciones similares a esta 
ocurren entre otros nucleótidos del ANA y 
ta segunda y la tercera posiciones de pares 
codón-anticodón. El rRNA de la subunidad 
pequeña Únicamente puede formar esta red 
de entaces de hidrógeno con parejas codón- 
anticodón correctas, Como se explica en el 
texto, este seguimiento de apareamientos 
codón-articodón que realiza el RIVA de la 
subunidad pequeña incrernenta la Adelidad 
de la síntesis de proteínas. (De 4M, Ogle - 
eral, Science 297:897-902, 2004, Conta: 
autorización de la ARAS) 


Fiquea 6-69 Estructura de los RNA de la subunidad mayor del ribosoma bacteriano determinada por aristatografía de rayos X. (4) Conformaciones 
vidimensionales de los (RNA de la subunidad mayor (55 y 235) como aparecen en el ribosoma. También se muestra una de las proteinas del ribosorna (13) 
como punto de referencia, ya que forma tna protuberancia característica del ribosorna. (B) Esquema de la estructura secundaria del ¡RNA 235 en el que sa 
muestran fas extensas zonas de complernentariedad interna de las bases. La estructura se ha dividido en sels dominios” cuyos colores se corresponden con 
(6). Este esqueras de la estructura secundaria intenta representar el mayor número posible de aspectos estructurales, en la medida que to permite una 
representación bidimensional. Para ello, se han: intraducido algunas discontinuidades en la cadena del RNA, aunque en realidad el RNA 235 es una Ónica 
molécula. Por ejemplo, la base del dominio li se continúa con la base del dominio W, aunque en el diagrama aparezca lira discontinuidad. (Adaprado de 


N. Bani et al, Science 289:905-920, 2000. Con autorización de la AAAS) 
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Figura 6-70 Localización de los com ponentes proteicas de la subunidad mayor del ribosoma bacteriano, Los rRNA (55 y 235) se presentan en gris y las 
proteínas de la subunidad mayor (27 de un total de 31), en dorado, Para simplificar, las estructuras de las proteínas sólo contienen el esqueleto peptidico, 
(4) Superficie que entra en contacto con la subunidad menor, la misma vista que en la Figura 6-648. (B) Vista de la cara opuesta a la mostrada en (A), 
abtenida mediante una rotación de 180" en torno 3 su eje vertical, (C) Una rotación menor que en (Bj sabre el eje diagonal, permite mostrar el canal 

de salida del péptido en el centro de la estructura. (De N. Ban et al., Science 289:305-920, 2000, Con la autorización de AAAS.] 


brimiento resultó ser sorprendente para los biólogos porque, a diferencia de las proteínas, el 
ENA no contiese grupos funcionales fácilmente ionizables que puedan ser utilizados para 
catalizar reacciones sofisticadas como lo es la formación de un enlace peptídico. Además, los 
jones metálicos, utilizados por las moléculas de RNA para catalizar reacciones químicas (co- 
mo se describe más adelante en este capítulo] no se detectan en el lugar activo del ribosoma. 
Ea lugar de ello, parece que el ANA 235 forma un bolsillo muy estructurado que, a través de 
una red de endeces de hidrógeno, orienta de forma precisa las dos moléculas que reaccionan 
da cadena polipeptídica y un aminoacil RNA) acelerando así en gran medida su unión co- 
valente. Además, el tRNA del lugar P contribuye con el lugar activo quizá suplementando un 
grupo OH funcional que participa directamente en la carálisis, Este riecanisrmo puede ase- 
gurar que la catálisis sólo ocurra cuando el (ANA está colocado en la posición adecuada en el 
ribosoma. a 

Las moléculas de RNA que tienen actividad catalítica se denominan ribozimas. Ya he- 
mos visto en este capítulo cómo actúan otras ribozimas en las reacciones de automaduración 
(p. el, véase la Figura 6-38). En la sección final de este capítulo consideraremos que la capaci- 
dad de las moléculas de RNA para actuar como catalizadores, en una amplia variedad de 
reacciones diferentes, apunta a una etapa temprana en la evolución de las cétulas. Por ahora 
destacamos que existen buenas razones para sospechar que fueron las moléculas de RNA, 
más que las de proteína, las que actuaron como los primeros catalizadores en las células pxi- 
mitivas. Sila hipótesis se confirma, significaría que el ribosoma con su núcleo de RNA podría 
constítuie una reliquia de un tiempo anterior en la historia de la vida —cuando la síntesis de las 
proteínas evolucionó en unas células gobernadas casi totelmente por ribozimas. 


Unas secuencias de nucleótidos del mRNA indican dónde 
debe empezar la síntesis de las proteínas 


El inicio y la finalización de la traducción comparten características con el ciclo de elonga- 
ción descrito. El lugar del mENA donde empieza la síntesis de proteínas es especialmente 
crucial, ya que establece la pauta de lectura que se utilizará para traduct todo el mensaje. 
Un exror de un nucleótido ardba o abajo de este punto supone que cada codón del mensaje 
sea leído de forma errónea, dando lugar a una proteína ne funcional con una secuencia de 
aminoácidos incoherente. El proceso de inicio de la traducción también es importante, ya 
Que para la mayoría de los genes es el último punto en el que la célula puede decidir si el 
MENA debe ser traducido y la proteína sintetizada, o no. Así, la tasa de inicio es un deterri- 
nante de la tasa a la que se sintetiza cualquier proteína. En el Capítulo 7 se descubrirá cómo 
las células urlizan diferentes mecanismos para regular el inicio de la traducción. 
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Figura 6-71 Estructura de la proteína L15 
de la subunidad mayor del ribosoma 
bacteriano. El dominio globular de ta 
proteína $e encuentra en la superficie del 
ribosoma y una región extendida penetra 
profundamente en el núcleo de RNA del 
ribosoma. La proteína 115 se muestra en 
arnariflo y un fregrmento del núcleo de RNA 
del ribosarna, en rojo. (De D. Kieín, PB. Moore 
y TA, Steirz, 4 fol Biol, 340:141-147, 2008. 
Con la autorización de Acadernic Press.) 
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La traducción de un mENA. empieza con el codón AUG y se requiere un RNA especial 


' para empezar la traducción, Este RNA inictador siempre leva el aminoácido metionina Qas 


bacterias usan wia forma raodificada de la metionina: la formilmetionina), de anera que 


todas la proteívas formadas de novo úenen metonina corno su primer aminoácido en el ex- 


: Hemo M-rerminal, que es el externo por el que empieza a sintetizarse una proteína. Por lo 


general, esta metionina es eliminada roás tarde por una proteasa específica, El (RNA imicia- 
dor puede ser reconocido por factores de iniciación porque tiene una secuencia de nucleótú- 
dos diferente a la del RNA. que normalmente Heva la metionina. 

En eucariotas, el complejo RNA iniciador-+anetionina (Met-TEMAJ) se carga prirnero sobre 


: A subunidad menor del ribosoma, acompañado de unas proteínas adicionales Harmadas 


lactores eucariotas de inicio o elF (eucaryotío initíation factors, Plguara 6-72). De todos los 


ñE amindacil- CENA de la célula, sólo el RNA iniciador cexgado con meñonina es capaz de unirse 


«con suficiente fuerza a la subunidad menor del ribosoma sin que esté presente el ribosoma 


dd completo; el punto de unión directo es el lugar P. A continuación, la subunidad menor del ibo- 


soma $e une al externo 5 de una molécula de PERINA, que es reconocida mediante su Caperu- 
za 5' y los dos factores de inicio que lleva unidos, el elF4B (que se une directamente a la 
caperuza) y el elF4G (utase la Figura 6-40). Envonces, la subunidad menor del ribosoma se 
desplaza hacia delante (en sentido 5' a 37 aldo largo del RNA, buscando el primer codón AUGC. 
Ótcos factores de inicio adicionales, que actían como helicasas alimentadas por ATP facilitan 
el desplazamiento del ribosoma a través de la estructura secundaria del RINA. En el 90% delos 
mENA, la traducción empleza en el primer AUG ballado por la subunidad reenor. En este pun» 
to, los factores de inicio se disocian permitiendo que la subunidad mayor se eusamble con el 
complejo y complete el ribosoma. El tRINA iniciador todavía está unido al sitio P y deja el sitio A 
vacante, Por tanto, la síntesis de proteinas está lists para cormenzar (véase la Figura 6-72). 

Los nucleótidos que flanquean el sítio de inicio de los mANA eucariotas ejercen ua 
gran influencia sobre la eficiencia del reconocimiento del codón ADC durante el proceso de 
exploración descrito. Si este sitio de reconocimiento difiere sustancialmente de la secuencia 
consenso de reconocimiento (P-ACCAUGCG-35, a veces la subunidad menor del ribosoria 
puede ignorarel primer codón AUG del mENA y, en su lugar, saltar al segundo o tercer codóx 
AUÚG. Las células usan con frecuencia este fenómeno, conocido como "exploración poco ex- 
haustiva”, para fabricar dos o más proteínas que se diferencian en sus extremos N-terminales 
a partir de una misma molécula de mRNA. Ello permite a algunos genes producir la misma 
proteína, por ejemplo, con una determinada secuencia señal unida a su extremo N-terminal 
o sin ella, de manera que cada forma de esa proteína se dirigirá hacia cormpartimientos celu- 


lares dBerentes, ' 


El mecanismo utilizado para seleccionar un codón de inicio en bacterias es diferente, 
Los mRNA bacterianos no tenen Caperuzas 5' que indiquen al ribosoma dénde tiene que 


empezar a buscar el inicio de la traducción. En lugar de ello, cada mEBNA bacteriano tíene un 
"sitio de unión específico para el ribosoma (amado secuencia de Shine-Dalgarno, nombrada 


asíea honor a sus descubridores) que está ubicada unos cuantos nucleótidos por delante del 


“codón AUG en el que debe empezar la traducción. Este elemento de reconocimiento, carac- 


a .. terizado por la secuencia consenso 5'-AGGAGGU-3” forma pares de bases con el RINA 165 
- dela subunidad menor del ribosorna y ubica el codón AUG de inicio en el ribosoma. Un con- 

so junto e de, factores iniciadores de la traducción dirigen esta interacción, así como el ensemble- 
Je posterior: de la subunidad mayor, hasta completar el ribosoma. 


“Así pues, a diferencia del ribosoma eucariota, un ribosoma bacteriano puede ensarn- 


¡blarse de forma directa a un codón. de inicio sítuado en el interior de una molécula de 
MENA, sienpre que el sitio de unión al ribosoma lo preceda en varios nucleótidos. Como 
resultado de ello, a menudo los miINA bacterianos son policistránicos, es deciz, codifican 
' diferentes proteínas que serán traducidas a partir de una misma molécula de mRNA 


(Elgura 6-733, Por el contrario, 101 TORNA eucariota generalmente codifica una sola proteína. 


figura 6-72 Fase de inicio de la síntesis de proteínas en eucariotas, Sólo se muestan 
. ves delos muchos factores inicladores de la traducción necesarios. Un inicio eficiente 
de la traducción también requiera que el pol-A del mANA esté unido a las protemas de 
unión al polt-A que, a su vez, interaccionan con el factor elF4G. De esta forma, la 
maquinaria de traducción reconoce que ambos extremos del mANA están intactos 


antes de empezar la síntesis de proteinas (véase la Figura 6-40L Aunque en la figura sólo. 


se muestra la hidrólisis de un GTP, se sabe que tiene lugar la hidrófists de una segunda * 
molécula justo antes de que se unan las subunidades mayor y menor del ibosoma. 
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Figura 6-73 Estructura de tina molécula de mRNA bacteriano tipica. Al contrario que los ribosomas 
eucariotas, que suelen requerir un extremo 5' provisto de Uns caperuza, los fbosomas procariotas inician 
la traducción en las secuencias de unión a los ribosomas (llamadas secuencias de Shine-Dalgarno), que 
pueden estar localizadas en diferentes puntos de la rrolécula de mRNA. Esta propiedad de los ribosomas 
perrtite a las bacterias simetizar más de un tipo de proteína a partir de una misria molécula de mANA. 


Los codones de paro marcan el fin de la traducción 


El án del mensaje que codifica una proteína está señalado por la presencia de uno de los tres 


codones USA, ÚAG o UGA, amados codones de paro tvéase la Figura 6-50). Estos codones. 


no son reconocidos por ningún (RNA por lo que no especifican ningún aminoácido, sino 
que indican al ribosoma que debe detener la traducción. Unas proteínas, conocidas conto 
factores de liberación, se uneú a cualquier ribosoma que tenga un codón de paro situado en 
el sitio A, forzando a la peptidil transferasa del úbosoma a catalizar la adición de una molé- 
cula de agua al pepidil4ANA en lugar de un aminoácido (Figura 6-74). Esta reacción libera 
el extremo carboxilo de la cadena polipeptídica en crecimiento de su unión a la molécula de 
RNA y, dado que normalmente el polipépudo en crecimiento sólo está mido al ribosoma 
por esta unión, la cadena proteica, ya completada, se libera de inmediato al citoplasma. A 
continuación, el ribosoma libera el 1mANA y se separan las subunidades del ribosoma, que 
pueden volver a ensamblarse sobre ésta u otra molécula de mRNA, iniciando una nueva ror- 
da de síntesis proteica, 

Los factores de liberación constituyen un ejemplo diáfano de mimetismo molecular, fe- 
nómeno mediante el cual un tipo de macromoiécula imita la forma de una molécula no rela- 
cionada quíriicamente con ella. En este caso, la esuucrura tridimensional de los factores de 
Bberación (constituidos de proteína) se parecen a la forma y la distribución de carga de una 
molécula de RNA (Figura 6-73). Este mimetismo de forma y de carga facilita la entrada en el 
sitio A del ribosoma y el fin de la raducción. 

Durante Ja traducción, el polipépudo naciente se desplaza a través de un largo túnel hi- 
dróbilo (aproximadamente de 10 nm X 1,5 nen), situado en la subunidad mayor del ribosoma 
(véase la Figura 6-70C). Las paredes de este túnel, formado sobre todo por el riNA 235, son 
un entramado de minúsculas superficies hidrófobas fijadas en una superficie hidrófla más 
extensa. Esta estructura, no es complementada a ningún péptido, por lo que proporciona un 


revestimiento de “teflón” a través del cual se puede deslizar con facilidad una cadena poli- . 


peptídica. Las dimensiones del túnel sugieren que las proteínas nacientes tienen un grado 
de complejidad estructural muy bajo cuando atraviesan el ribosoma, aunque antes de que la 


protéma abandone el túnel ribosómico se pueden haber formado algunas regiones de héli- 7 


Ces a. Mientras va saliendo del ribosoma, una proteína recién formada debe plegarse y ad- 
quirir la conformación tridimensional adecuada para ser útil a la célula, En este mismo 
capítulo describiremos cómo tiene hugar este plegamiento, En primer lugar, A 
algunos aspectos adicionales del proceso de traducción en sí, 


Las proteínas se fabrican en los polirribosomas 


La síntesis de la mayor parte de las moléculas de proteína terda entre 20 segundos y algunos 
tninutos. Durante este Corto periodo, sin embargo, es habitual que una misma molécula de 
MRNA, que está siendo tfstitucida, puede ser objetó de muchos inicios de traducción. En 
Cuanto el ribosoma precedente ha waducido un segrnento de la secuencia de nucleótidos 
que deja Bbre un trozo suficiente de RNA, el extremo 5' de este mRNA es capturado por un 
nuevo ribosoma. Por lo tanto, las moléculas de mRNA que se están traduciendo se encuen- 
tran habitualmente en forma de polirribosormas fo polisomas), largos ensamblajes citoplas- 
Ináticos formados por varios ribosomas separados entre sí únicamente 8D mucleótidos, 
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Figura 6-74 Fase final de la sintesis 
de proteínas. La unión de un factor de 
liberación ad sitio A cuando éste presenta 


un codéón de paro, finaliza la traducción. 
" El polipéptido completo es liberado y, tras 


una serle de reacciones que requieren la 
participación de proteínas adicionales 

y la hidrólisis del GTP (que no se muestrarí, 
el íbosoma se disoda en sus dos 


subunidades individuales. 
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situados a lo largo de una misma molécula de mANA (Figura 6-76). Estos Inicios múltiples 
permiten ala célula fabricar ruchas más moléculas de proteína en un dempo determinado 
de lo que sería posible sí antes de poderse empezar a sintetizar la siguiente, tuviera que ha- 
berse completado la anterior. <GAAG> 

Tanto las bacterias como los organismos eucariotas usan polísornas y ambos emplean 
estategtas adicionales para acelerar la velocidad global de síntesis proteica, Debido a que el 
MENA bacteriano no debe ser procesado y es accesible a los ribosomas mientras se fabrica, 
los ribosomas pueden unite al extremo libre de la molécula de mRNA bacteriano y empezar 
4 traducirla incluso antes de que se complete la trascripción del RNA, siguiendo de cerca a la 
RNA polimerasa mientras ésta se desplaza a lo largo del DINA. En los eucariotas, tal corno he- 
mos visto, los extremos 35' y 3' del mANA tienen que entrar en contacto entre sí (véase las 
Figuras 6-40 y 6-76A); así pues, en cuanto un ribosoma se disocta del mERNA, sus dos subuni- 
dades están en posición óptima para reiniciar la traducción sobre la misrúa molécula de 
2oRNA. á 


Existen pequeñas variaciones del código genético estándar 


Como se expuso en el Capítulo 1, el código genético (mostrado en la Figura 6-50) es el mis- 
mo en las tres ramas de la vida, lo cual proporciona evidencias importantes sobre el origen: 
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Figura 6-75 Estructura de un factor de 
liberación de la traducción humano (eR Fl 
y si semejanza con una molécida de 1BNA, 
La proteína está a la izquierda y el RNA, a la 
derecha. (De H. Song etal, Ce100311-321, 
3060. Con la autorización de Elsevier] 


Figura 6-76 Un polirribosoma. 

(A) Esquema que muestra una serle dle 
ribbosormas traduciendo de farma 
simultánea la misma molécula de mAÑA. 
(8) Electromicragrafía de un poliribasoma 
de una célula eucariota. (B, cortesía 

de jah) Heuser] 
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coraín de toda la vida sobre la Tierra. Aunque muy poco frecuentes, existen variaciones de 
este código. Por ejemplo, Candida albicans, el patógeno fíngico con mayor prevalencia ex 
los seres humanos, traduce el codón CUG como serína, mientras casi todos los demás orga- 
nismos lo traducen como leucina. Las mitocondrias (que tienen sus propios genornas y co- 
difican la mayor parte de su aparato traduccional) a menuda muestras desviaciones del 
código estándar Por ejemplo, en las mitocondrias de los mamiferos, AUA se traduce como 
metionina, mientras que en el citosol de la célula es traducido como isoleucina (vésse la Ta- 
bia 14-3, p. 862). Este tipo de desviaciones del código genético están confinadas en los orga- 
nismos o en los orgánulos en los que tiene lugar. 

Existe un tipo diferente de variación, a veces denorminada ción recodificada, que 
tiene lugar en muchas células. En este caso, cierta información contenida ex la secuencia de 
nucleótidos de un mANA puede cambiar el significado del código genético en un punto par- 
ticular de la molécula de mRNA, El código estándar permite a las células fabricar proteínas 
utilizando sólo 20 aminoácidos. Sin embargo, las bacterias, las arqueas y los eucariotas tie- 
nen disponibles un vigésimo primer aminoácido que puede ser incorporado directamente a 
una cadena polipeptídica en crecimiento por traducción recodificada. La selenocisteína, 
esencial para el correcto funcionamiento de una gran variedad de enzimas, contiene un áto- 
mo de selenio en vez del átomo de azufre de la cisteína. La selenocisteína se produce enzi- 
máticamente a partir de una serína unida a una molécula especial de RNA que se aparea 
con el codón UGA, un codón que por lo general se utiliza para señalar un paro en la teduc- 
ción. Los mRNA de las proteínas en las que se tiene que insertar la selenocisteína en un co- 
dón UGA, tienen una secuencia especial de nucleótidos próxima a ese codón que did 
esta recodificación (Figura 6-77). 

Otra forma de recodificación es el cambio de la pauta de lectura Que permite sintetizar 
más de una proteína a partir de un solo mRNA. Los retrovirus, relembros de un amplio gru- 


po de patógenos que infectan eucariotas, utilizan habitualmente el cambio de la pauta de 


lectura para fabricar tanto las proteínas de la cápside (proteínas Gag) como la transcriptasa y 
la integrasa (proteínas Pol) a partir del mismo transcrito de RNA (véase la Pigura 5-73). Los 
virus necesitan muchas más copias de las proteínas Gag que de las proteínas Pol. Este ajuste 
cuantitativo se consigne codificando los genes Pol justo después de los genes Gag pero con 
una pauta de lectura diferente. Se sintetizan pequeñas cantidades de los productos de los ge- 
pe Pof porque un cambio de la pauta de lectura de la traducción comiente arriba fen sentido 


* 45) permite saltar el codón de paro de la secuencia que codifica la proteína Gag. Este 


a en la pauta de lectura ocurre en un codón determinado del mRNA, antes de alcanzar 
el codón de paro que debe evitarse, y requiere una señal de recodificación específica, uma es- 
tructura especial de la secuencia del RNA situada 1mos Bueleondos después del punto de 
cambio de la pauta de lectura (Figura 6-78). 


Muchos inhibidores de la síntesis de proteínas en procariotas 
resultan útiles como antibióticos 


Muchos de los antibióticos más efectivos utilizados en la mediciua moderna son compues- 
tos, producidos por hongos, que inhiben la síntesis proteica bacteriana. Los hongos y las 
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Figura 6-77 incorporación de selenocisteina 
auna cadena polipeptídica en crecirsiento. 
La seri (ANA sintetasa carga na serína a un 
RNA especiatizado. Posteriormente, esta 
serna es transformada por vía enzirnática a 
selenocisteina. Una estructura especifica del 
MANA (en forma de horquilla con una 
determinada secuencia de nudeótidos) 
indica que se debe incorporar selenocisteina 
en el codón UGA anterior. Tal caro se índica, 
este paso requiere la participación de en 
factor de traducción especifico de la 
selanocistelna. 
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ENA virico Figuera 6-78 Carabío de la pauta de lectura 
A REC que produce la trapsoriptasa inversa y la 
A A EAN R integrasa de tun retronirus, La transariptasa 


inversa y la Íntegrasa víricas se fabrican por 
el procesamiento proteolítico de una gran 
proteina da proteína de fusión Gag-Pol) que 
1 cambio de la consiste en la secuencias de aminoácidos de 
pauta después de Ñ Ñ . 
la incorporación Gag y Pol El procezarniento proteolítico de 
de ta Lets la proteína Gag más abundante produce las 
proteínas de la cápside vírica, Las proteínas 
Gag y Gag-Pal comienzan con tn mRNA 
a iddiz CODA idéntico, pero mientras que la proteína Gag 
Gag-Pol termina en tua codón de pato cordente abajo 
les decx, en sentido 3) de la secuencia 
mostrada, la traducción de la proteína de 
fusión Gag-Pal ze salto este codón de paro Ye 
pardo tanto, prosigue Ía simtesis de la larga 
proteína de fusión Gag-PoL, El seito del codén 
de paro es posible gracias a un cambio 
bacterias compiten por muchos nichos ambientales y millones de años de coevolución han “Ontrolado de la pauta de lectura, como se 
hecho que los hongos produzcan potentes inhibidores bacterianos. Algunos de estos coma- e A ales 
E - ñ si E el RNA Ícono el lezo de RNA que se 
puestos aprovechan las diferencias estructurales y funcionales que existen entre los riboso- 


- - , . muestra en la figuea) provocan que el 
ranas bacterianos y eucariotas, de modo que interfiera, preferentemente con ta función de (RNAPS, unido al extreno C-terminal de 
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los ribosomas bacterianos. Así, los humanos podemos tomar elevadas dosis de algunos de la cadena polipapuídica en crecimiento, se E 
estos compuestos sin padecer ninguna toxicidad. Muchos antíbiódcos se unen a bolsillos desplace ocasionalmente un nudeótido ñ 
de los ENA ribosómicos interfiriendo en la delicada función del ribosoma Figura 6-79), En hacia Sen su apareamiento con el mANA en 
la Tabla 6-4 se presenta un listado de algunos de los antibióticos más comunes de este tipo el ribosoma, de modo que se apares cor un 


codón JUU en vez de con el codón ULA 

que se había especificado al ínicio de su 
incorporación; el síquiente codón (AGG) de la 
nueva pauta de lectura codifica una arginina 


junto con otros infibidores de la síntesis proteica, algunos de los cuales acrúan en células 
eucariotas y, por lo tanto, no se pueden utilizar como antibióticos. 
Al bloquear elgunos de los pasos específicos que levan del DINA a la proteína, muchos 


: de los compuestos lístados en la Tabla 6-4 son útiles tarablén para estudios de biología cela- en lugar de una oficina. Este desfizamiento 

: lar Entre los fármacos utilizados más habitualmente en este tipo de investigaciones, encon- controlado se debe en parte a la estructura 
tramos el cloranfenicol, la cicioheximida-y la puromicina, todas ellas inhibidoras de la en pseudonudo que se forma en el mANA 
síntesis proteica, En una célula eucariora, por ejernplo, el cloranfenicol sólo inhibe la síntesis virico (ebasala Figura 13.0 La secuencia 


z E Ñ ] que se muestra corresponde al virus humano 
j 
proteica en los ribosomas de las mitocondrias (y en los cloroplastos de las plantas), lo cual delida e Hiidspodedel lacserál, 


probablemente refleja el origen procariota de estos orgánulos (tratado el Capítulo 14). La ci- Nature 337:280-283, 1988, Con la 
cloheximida, por el contrario, sólo afecta a los ribosomas del citosol. La puromicina es 80 es- autorización de Macmillan Publishers Ltd). 
pecial interesante porque es ún análogo estructural de una molécala de RNA unida a un 

aminoácido, por lo que constituye otro ejemplo de mimetistmo molecular: el ribosora la to- 

y ma por error corso un aminoácido auténtico y la incorpora covalentemente al extremo 

j C-terminal de la cadena peptídica en crecimiento, provocando así la finalización y la libera- 

ción prermmatixa del pobipéptido. Como era de esperar, la puromicina inbibe la sintesis protei- 

] ca tanto en procariotas como en eucariotas, 


Figura 6-73 Lugares de unión a 
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Uizquierda) y grande (derecha), estár, 
dispuestas como si el ibosoma fuera un libro 
abierto; la unión del iRHA se muestra en 
púrpura (véase la Figura 6-64), La mayoría de 
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pliegues formados por las moléculas de RNA 
ríbosómico, La Higromicina B induce errores 
enda traducción; la eseptomicina bioguea 
la transtocación del pepudiANA del sitio A 
al sido P y la estreptograrmina 8 evita la 
elongación de péptidos incipientes, En la 
Tabla 6-4 se recoge tuna lista de mecanismos 
inhibidores de los otros antíbióticos de la 
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Tabla 6-4 Inhibidores de la síntesis de ANA o dela síntesis de proteínas 


Efectos sólo en bacterias 


Tetracdina bloquea la unión del arránoacihtRWA al sitio A del ribosoma . , 
Estreptomicina evita la transición del complejo de nido a la fase de slorigación de cadena en el ribosórsa y también causa 
mal apareamiento - 0 . : 
Coranferical bloques la reacción de la peptidil transferasa de los ribosomas [paso 2 de la Figura 650. 
Eriteromicina se une a la solida del tnel de los ibosornas y así, evita la elongación de la cadera peptídica' 
Rifemidna bloquea el inicio de las cadenas de RNA mediante su unión a la RNA polimerasa (esta la strcasis de RNA) 
Efectos en bacterias y eucariotas 0 
Puromicina : provoca la liberación prematura delas cadenas pollipeptídicas nacientes al incorporarse al extremo 
de crecimiento de la cadera - - 
Actínomicina D) se une al DNA y bloquea el desplazareiento de la RNA polimerasa fevita la síntesis de ANA) 
Efectos en eucariotas pero na en bacterías 
CGicdloheximida bloques la reacción de translocación en tos ribosomas (paso 3 dela Figura 0-66) 
Anisamicina bloquea la reacción de la peptidil ransferasa de los ribosomas (paso 2 de la Figura $69 
QrAmanitina bloquea la síntesis de mRNA mediante su unión preferencial a la RNA polimerasa ll 


Los ribosomas de las mitocondrias de los eucariotas (y de fos cloroplastos), a menudo se parecen a los de las bacterias en su sensibilidad ados inhibidores. 
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Por tanto, sigunos de estos antibióticos pueden tener efectos nocivos en las mitotondrias de humanos. 


La precisión del proceso de traducción requiere el gasto 
de energía libre 


La traducción por el ribosoma es un compromiso entre los condicionantes opuestos de pre- 
cisión y velocidad. Hernos visto, por ejemplo. que la precisión de la teaducción (L error por 
cada 10% aminoácidos incorporados) requiere intervalos de tiempo después de que cada 
aminoácido ha sido incorporado a la cadena polipeptídica en crecimiento, dando lugar a 
una velocidad global de traducción en las bacterias de 20 aminoácidos incorporados por 
segundo. Bacterias murantes con una alteración específica en la subunidad pequeña del r]- 
bosoma, tienen retrasos mayores y traducen mENÁ a proteína con una precisión considera- 
blemente mayor Sin embargo, en estos mutantes la síntesis de proteína es tan lenta que la 
bactería apenas es capaz de sobrevivir 

Tarnbién se ha indicado que conseguír la precisión que alcanza la síntesis de proteínas 
requiere el aporte de una gran cantidad de energía líbre; no es de extrañar porque, corao se 
describe en el Capítulo 2, hay que pagar un precio por casiquier incremento de orden en la 
célula, En la mayoría de las células, la síntesis de proteínas conste más cantidad de ener- 
gía que cualquier otro proceso biosintético. Para poder formar cada nuevo enlace peptídico 
se rompen corno mínimo cuatro enlaces fosfato de alta energía: dos de ellos se consumen en 
cargar la molécula de ¿RNA con un aminoácido (véase Figura 6-56) y otros dos dirigen las 
etapas del ciclo de reacciones que tienen lugar sobre el íbosoma durante la síntesis propia- 
mente dicha (véase Figura 6-67). Además, también se consume energía cada vez que serona- 
pe la unión de un arninoácido incorrecto poriuma (RNA sintetasa (véase Figura 6-59) y cada 
vez que un (RNA incorrecto entra en el ribosorna, se dispara la hidrólisis de GTP y es descar- 
tado (Figura 6-67). Para ser eficientes, estos mecanismos de corrección de pruebas también 
deben permúitr embar una fracción importante de interacciones correctas, por lo que la 
“corrección” supone un gasto de energía incluso mayor de lo que podría parecer, 


Los mecanismos de control de calidad previenen 
la traducción de mRNA dañados 


En los eucariotas, la producción de mENA conlleva taoto la ranscripción como una serie de 
elaboradas etapas de procesamiento del RNA, estas etapas se producen en el múcleo, segre- 
gadas del ribosoma y, sólo cuando el proceso se ha completado, el mRNA se transporta al ci- 
toplasma para ser traducido fvéase Figura 6-40). Sín embargo, este esquema no es infalible y 
algunos mRNA procesados de forma incorrecta son enviados inadvertidamente al citoplas- 
me. Ádemás, los rmiiNA que eran perfectos cuando abandonaron el núcleo pueden romper- 
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sé o dañarse en el clrosol, Parece que el peligro de traduck mA dañados o procesados de 
formáa incorapleta (que daría lagar a proteínas tiumcadas o aberrantes de otra forma) es tan 
grande, que las células disponen de varías medidas de retroalimentación para prevenir que 
Esto OCULTA. 

Para impedir la traducción de mBlNA cotos, la maquicaria de iniciación de la traducción 
reconoce, antes de empezar la traducción, tanto la capenuza S' como la cola poliA (vésse Pi- 
gura 6-72 Para ayudar a asegurar que los miNA han madurado de forma adecuada antes 
de ser traducidos, el cormplejo de unión de exones (EJC: exon junction complex), que es de- 
positado sobre el mANA despues de la raduración (véase Figura 6-40), estirada la raduo- 
ción posterior del mENA. 

Pero el sistema de supervisión más potente del mRNA, denominado destraectón del 
MENA mediada por triplete sin sentida, eliraina los mENA defectuosos antes de que pue- 
dan ser traducidos de forma eficiente a proteína. Este mecanismo actúa cuando la cótula de- 
termina que una molécula de mANA tiene un codón sin sentido (de paro) (JAA, UAG a 
UGA) enn lugar “erróneo”; una situación que se puede der con facilidad ensuna molécula 
de MENA que ha madurado de forma incorrecta, La maduración (ayuste) aberrante produ- 
cirá la introducción aleatoria de codones sín sentido en la pauta de lectura del EXA, espe- 
cisírmente en organismos en los que, coro ocurre en humanos, el tamaño medio de los 
intrones es elevado (véase Figura 6-32B). 

El mecarúsmo de vigilancia ernpieza en cuanto una molécula de mRNA es traosportada 
desde el núcleo hasta el citosol. Cuando su extremo 5' emerge del poro ruclear, el mANA es 
captado por un ribosoma, que empieza 4 wvaducirto, Á medida que se produce la traducción, 
los complejos de unión de exones (EJC), unidos al RNA en cada lugar de maduración, son 
aparentemente desplazados por el ribosoma en movimiento. El codón de paro normal esta- 
rá en el últimzo exón, de forrúa que en el momento en el que el ribosoma lo alcanza y se para, 
yano tiene que haber más E/C unidos al mina. Si éste es el easo, el miNA "pasa la nspec- 
ción” y es liberado al citosol donde puede ser traducido en serie (Figura 6-80). Sin embargo, 
si el ribosoma alcanza de forma prematura un codón de paro y se detiene, y detecta que ta- 
davía quedan EJC, la molécula de raRNA es rápidamente degradada. De esta forma, la pri- 
mera ronda de traducción permite a la célula dar el certificado de idoneidad a cada molécula 
de mANA en cuando sale del núcleo. 

La destrucción del maná mediada por triplete sin sentido puede haber resultado espe- 
cialmente importante a lo largo de la evolución, permitiendo a las células eucariora explorar 
más fácilmente genes formados por recombinaciones de DNA, por mutaciones o por patrories 
alternativos de maduración, seleccionando para su traducción sólo aquellos mANA que eran 
capaces de dar lugar ama proteína completa: La destrucción del mANA mediada portiplete 
sin sentido también es importante en células del sisterna inmune en desarrollo, en las que la 


codón de inicio codones de paro en linea 
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Figura 6-80 Destrucción del raRNA mediada 
por riplete sin sentido, Coro se rruestra 
alta derecha, a rnenudo la incapacidad de 
madurar correctomente un pre-mANA 
introduce un codón de paro premabiramente 
en la pauta de lectura para la síntesis de la 
proteína. La introducción de un codón de 
gero enla nea de lectura” es fácil que ocurra 
an los mamiferos, en los que tos intrones 
tienden a ser muy largos. Cuando estos 
eofiblA anormales son traducidos, producen 
proteínas aberrantes, que pueden dañacia” 
célula, Sin embargo, tel como se muestra en 
la parte inferior derecha de la fidura, estos 
ANA, anormales son destruidos por ell 
mecanismo de destrucción de MANA 
mediado por triplete sin sentida, De acuerdo 
con un modelo, una molécula de mANA que 
presenta complejos de unión de exones (EC: 
exon junciion complexesl que marcan de 
forma eficiente los lugares de maduración, 
primero es reconocida por un riblosorna que 
realiza un test” de traducción: Á medida 

que el mANA pasa a través del estrecho canal 
del ibosoma, fas ElCvan saltando y el mANA 
correcto es finalmente iberado para poder 
seguir muchas rondas de traducción (parte 
izquierda de la figura), Sin embargo, si se 
encuentra un codón de paro antes de 

que se haya alcanzado el último complejo 
de unión de exones iparte derecha), el raRNA 
sufee.una destrucción mediada por triplete 
sin sentido, iniciada por las proteínas Upf len 
verde! que se unen a cada EXC. Nótese que, 
para disparar una destrucción mediada por 
triplete sin sentido, el prematuro codón de 
paro debe estar en fa misma pauta de lectura 
que la de la proteína original, (Adaptado de 
Sy kke-Andersen et al, CBHTOB VETE 
2000. Con la autorización de Elsevier) 
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Figura 6-87 Rescate de un ribosoma bacteriano atascado con tna molécula de mANA 
incompleta. El tmRNA mostrado es una molécula de RINA de 363 nucleótidos, con 
funciones tanto de TINA como de miiNA, de ahí su nombre, Es portador de una alanina 
y puede unirse al sitio A de un ribosoma atascado para añadir esta alentña a la cadena 
polipeptídica, como si fuera un ¡ANA, excepto que sin la necesidad de ningún codón 
para guiarse, El íbozoma traduce diez codones del tmANA, completando la protelna 

gue se estaba sintetizando con una cota de 11 aminoácidos. Esta cala es reconocida 

por ciertas protessas celulares, que degradan toda la proteína. Aunque en la figura s8 
representa un ejemplo de bacterias, los eucariotas utilizan una estrategia sirnilar, 


recombinación masiva de DNA (véase Figura 25-56) a menudo genera codones de termina- 
ción prematuros. El sistema de supervisión degrada los miNA producidos por estos genes re- 
corabinados e impide los posibles efectos tóxicos de las proteinas truncadas. 

Finabmente, el sisterna de destrucción del mBNA mediado por triplete sin sentido tie- 
ne un importante papel mitigando los síntomas de muchas enfermedades hereditarias 
humanas. Como hemos visto, las enfermedades hereditarias están causadas por lo general 
por mutaciones que alteran la función de alguna proteína clave, como la hermoglobina o 
alguno de los factores de coagulación de la sangre. Alrededor de una tercera parte de todas 
las alteraciones genéticas en humanos es el resultado de mutaciones sin sentido o de mu- 
taciones (como las mutaciones de cambio de patita de lectura o de lugar de sitio de madu- 
ración) que generan mutaciones sin sentido en la pauta de lectura del gen. En individuos 
que tienen un gen mutado y el otro gen funcional, el sisterna de destrucción del miNA 
mediado por triplete sin sentido elimina los mRNA aberrantes y previene asi que se sinte- 
tice una proteína potencialmente tóxica. Sin este mecanismo de salvaguarda, los indivi- 
duos con un gen funcional y el otro gen “enfermo” por mutación podrían sufrir síntomas 
más graves. 

Se ha indicado anteriormente en este capítulo que las bacterias carecen del elaborado 
procesado de mRNA que se presenta en los eucariotas y que a menudo la traducción empie- 
za antes de que haya acabado la síntesis de la molécula de RNA. Cuando un ribosoma bacte- 
riano traduce hacia el final de un RNA incompleto, se detiene y no libera el RNA. El rescate se 
produce en forma de un RNA especial (denominado tmRNA), que entra en el lugar A delri- 
bosoma y es traducido, liberando el ribosoma. Los 11 aminoácidos especiales que se pueden 
añadir de esta forma al extremo C-terminal de una proteína truncada, señalan a la proteasa 
que la proteína completa debe ser degradada (Figura 6-41). 


Algunas proteínas comienzan a plegarse cuando 
aún están siendo sintetizadas 


El proceso de la expresión génica no concluye con la utilización del código genético para ge- 
nerar la secuencia de aminoácidos que constituye una proteína. Para que esta nueva cadena 
polipeptídica pueda ser útil para la célula, debe plegarse en su conformación tridimensional 


única, unirse a los posibles cofactores que requiera para su actividad, ser modificada de for-. 


 máa apropiada por proteínas guinasa u otras enzimas modificadoras de proteínas y, si es. el 


caso, ensamblarse de forma correcta con lás otras subunidades poe con las que tiene o. E 


que actuar (Figura 6-92 


La información necesaria para todas las etapas que acabamos de mencionar está conte- 


nída, en último término, en las secuencias de aminoácidos que fabrica el ribosoraa cuando 


traduce una molécula de mRANA en cadena polípeptídica. Como se describió en el Capítulo 3, 


cuando una proteína se pliega en una estructura compacta, esconde la mayor parte de sus 


residuos hidrofóbicos en una zona interior. Además, se forma un gran númeto de interaccio- 


nes no-covalentes entre diferentes partes de la molécula. La suma de todas estas interaccio- 
nes energéticamente favorables determina el patrón final de plegarniento de la cadena 
polipeptídica, es decir, su conformación de menor energía libre (véase p. 130) 


Aldo largo de muchos millones de eños de evolución, la secuencia de aminoácidos de ca- bd 


da proteína se ha seleccionado no sólo por la conformación que adopta sino también por su 
capacidad de plegarse rápidamente. En el caso de algunas proteínas, este plegarniento co- 
mienza en cuanto la cadena polipeptídica va emergiendo del ribosoma a partir de su extre- 


100 Naterminal. En estos casos, a los pocos segundos de que cada dominio haya salido por : 


completo del ribosoma, forma una estructura compacta que contiene una gran parte de la 
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Figura 6-22 Etapas en la generación de una proteína funcional. Como se índica, 

la traducción de una secuencia de mRNA en una secuencda de aminoácidos en el 
ribosoma no es el final del proceso de formación de una proteína. Para que ésta 
pueda ser útil para la célula, la cadena pokipeprídica, una vez completada, debe 
plegarse correctamente adoptando su conformación tridimensional, tiene que urérse 
atodos los cofactores que necesite y, si es necesario, debe ensarnblarse con otras 
cadenas protelcas. Estos cambios se llevan a cabo mediante entaces no-covalentes. 
Además, ruchas proteínas también necesitan modificaciones covalentes en algunos 
armincáddos determinados. Aunque, entre estas modificaciones, las más comunes 
sonda glucosilación y la fosforilación, se conocen más de 100 tipos diferentes de 
modificaciones covalentes (vésse, p. ej., la Figura 3-81), 


estruetura secundaria final (hélices a; y láminas $) alineadas aproximadamente del modo 
apropiado (Figura 6-83). En muchos casos, ese estado dinámico y Hexible, denominado glé- 
bulo fundido, es el punto de inicio para un proceso relativamente lento en el que se realiza- 
rán muchos ajustes de las cadenas laterales hasta que se alcance la estructura terciaria 
conecta. Para sintetizar una proteína de tamaño medio se tardan algimos minutos, y en el 
caso de muchas proteínas antes de que el ribosoma hibere el extremo C-terminal de la pro- 
teína ya se ha completado una parte importante del proceso de plegamiento (Figura 6-84). 


Las chaperonas moleculares ayudan a guiar el plegamiento 
de la mayoría de las proteínas 


£l piegamiento de la mayoría de proteínas probablemente no comienza durante su síntesis, 
En lugar de ello, se realiza mediante la intervención de una clase especial de proteínas llama- 
das chaperonas moleculares. Las chaperonas moleculeres resultan útiles para las células 
porque existen muchas opciones para transformar una proteína desplegada o parcialmente 
plegada en una proteína en su vonfermaeción compacta final. En el caso de muchas protel- 
nas, si no fuera por la intervención de una chaperonz que reajuste el proceso de plegamien- 
to, algunos de los intermediarios que se forma durante el proceso se agregarían y serían 
abandonados como esgucuras inservibles (Figura 6-85). 

Muchas chaperonas moleculares se denominsa proteínas de shock térmico lap: heat 
shock proteins) porque se sintetizan en cantidades elevadas tras una breve exposición de las 
células a altas temperaturas (p. ej, 42 "C para células que normalmente viven a 37 "CJ Esto 
refleja la participación de un sistema de retroalimentación que responde ante cualquier au- 
mento en el número de proteínas mal plegadas (corno las generadas por las altas temperatu- 
ras) acelerando la síntesis de chaperonas que contribuyen a recuperar el plegamiento 
correcto de estas proteínas, 

Existen varias grandes familias de chaperonas moleculares eucariotas, incluidas las 
proteínas Hsp60 y Hsp70. En cada orgánulo participan diferentes miembros de estas fami- 
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Figura 6-82 La estructura de gióbulo 
fundido. (A) La forma de glóbulo fundido 
del citocromo bsg es más abierta y menos 
ordenada que la forma plegada final de la 
proteína, como se puede observar en (B). 
Se debe destacar que el glóbuto fundido 


-«cóntiene la mayorta de las estructuras 


secundarias de la forrna final, aunque los 
extremos de las hélices e están poco qe 
definidos y una de las hélices está formada 
sólo parcialmente. [Cortesía de Joshua Wand, 
de Y. Feng et al, Not. Struct Biol, 130-38, 
1994. Con la autorización de Macmillan 
Publishers Ltd.) 
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lías. Asf, como deseribiremos en el Capítulo 12, las mitocondrias contienen sus propias mo- 
léculas de Hsp60 y Hp70 que son distintas de las que actúan en el ctosol; en el retículo en- 
doplasmático existe una Hsp70 especial (denominada B1P) que ayuda a plegar las proteínas 
de este orgánalo. 

Cada una de las proteínas Hsp60 y Hsp?Ú cuenta con tn pequeño grupo de proteínas 
asociadas característico, que colaboran con ellas en el plegarmiento de las proteínas. Las Hisp 
comparten afinidad por las zonas de aminoácidos hidrófobos que quedan expuestos en las 
proteínas que no están completamente plegadas, e hidrolizan AE a menudo uniendo y l- 
berande su proteína sustrato en cada ciclo de hidrólisis de ATP En otros aspectos, los des Hi- 
pos de proteínas Msp funcionan de maneras diferentes. La maquinaria de las Hsp?0 
participa en una etapa inicial de la vida de muchas proteínas y se une a cualquier fragmento 
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Figura 6-84 Plegamiento cotraduccional 
de una proteína. En la figura se cniestra una 


- cadena polipeptidica creciente adquiriendo 


stes estructuras secundaria y terciaria a 
medida Que emerge del ribosoma. 

E dorinio HNuterminal es el prirnero en 
plegarse, mientras el dominio C-terminal 
todavía se está sintetiízando. Esta proteina, 

al ser liberada del ibosorna, todavía no ha 
alcanzado su conformadéón final (Modificado 
de AM, Federov y TO, Belidwin, 3, Biol, Chera, 
TERR TB, 18970 


Figura 6-35 Visión actual del plegarniento 
de las proteinas. Cada dominio de una - 

- proteína reción sintetizada adquiere 
rápidamente su estado de “glóbulo fandido”,. 
El plegamiento posterior tiene llegar con 
más lentitud y mediante diversas vlas, que 
amenudo requieren la participación de 
chaperonas moleculares. Algunas moléculas 
pueden no plegarse correctamente; como se 
explica en eltexto, éstas serán reconocidas 

y degradadas por proteasas especificas, 
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de unos siete aminoácidos hidrofóbicos de la proteína incluso antes de que ésta abandone el 
ribosoma (Figyua 6-86). Por el contraria, las proteínas semejantes a Hsp60 constituyen gran- 
des estructuras en forma de barril que actúan después de que la proteína ya ha sido síuteti- 


zada completamente. Este tipo de chaperona, a veces denominada chaperonina, forma una 


“cámara de aislamiento”en cuyo interior se sitúan las proteínas mal plegadas, evitando así su 
agregación y aportando un entorno favorahie para que estas proteínas alcancen el plega- 
miento correcto (Figura 6-87). 

Las chaperonas mostradas en las Figuras 8-86 y 8-97 utilizan a menudo muchos ciclos 
de hidrólisis de ATP para plegar de formna correcta ina sola cadena pohipeptídica. A pesar de 
que parte de esta energía se utiliza para realizar trabajos mecánicos, probablemente la ma- 
yor parte de elía se dedica a asegurar que el plegamiento de la proteína es correcto, Tal como 
vimos para la transcripción, le maduración y la vaducción, el gasto de energía libre puede 
s£er utilizado por las células para aumentar la precisión de un proceso biológico. En el casa 
del plegado de una proteína, la hidrólisis de ATP permite a las chaperanas reconocer una 
¿mplia variedad de estructuras mal plegadas, interrumpir su plegamiento y volver a empe- 
zar el plegamiento de uma raanera ordenada. 3 
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Figura 6-87 Estructura y función de la familia de chaperonas moleculares Hsp6o, (A) Catálisis del 
nuevo plegamiento de una proteína. Las proteínas mai plegadas son capturadas mediante interacciones 
hidrofábiicas con uno de los anillos del barril La unión posteriar de ATP y de una proteína que actúa de 
cubierta aumenta el diámetro del reborde del barril, que puede forzar la entrada de la proteína diana 
parcialmente desplegada. De esta forma, la proteína queda confinada en un espacio cerrado, dande 
tiene una nueva oportunidad de plegarse correctamente, Después de unos 15 segundos, se hidroliza el 
AYP debilitando el sisterna, A continuación, se une otra molécula de ATP que expuisa la proteína, tanto 

si se ha plegado coma si no, y el cito vuelve a comenzar Este tipa de chaperona molecular tembién se 
conoce como chaperonina; recibe el nombre de Hsp60 en las mitocondrias, TCP1 en el citosol de las 
células de vertebrados y GroEL en bacterias, Como se ve en el esquema, cada vez sólo actúa sobre una 
proteína cliente una de los dos barrifes simétricos. (8) Estructura de GroEL unida a la proteína de cubierta 
GroES, determinada por cristalografía de rayos X.A la izquierda se muestra fa estructura en bardi y 

a la derecha, una sección vertical, mostrando el interior de la estructura, (B, adaptado de 8, Bukay 

y AL. Hareich, Cell 97:351-366, 1998. Con la autorización de Elsevier) 


Figura 6-86 La familia de chaperonas 
moleculares Hsp70O. Estas proteínas actúan 
de manera muy temprana, reconociendo 
pequeños segmentos de aminoácidos 
hidrofóbicos en la superficie de la proteína... 
Ayudado por las proteínas Hsp40, de menor 
tamaño fno mostrado], un monómero Hsp70 
se une a su proteína diana e hidroliza una 
molécula de ATP a ADE sufriendo entonces 
un cambio conformacional que provoca 

que la Hsp70 se una muy fuertemente a la 
proteina diana. Una vez se disucia la Hsp40, 
se induce la disociación de la Hsp70 
mediante el intercarnbio del ADP por una 
nueva molécula de ATP En realidad, estos 


- ciclos repetidos de unión y liberación de las 


proteinas Hsp ayudan a que la proteína diana 
alcance su plegamiento correcto, coma se 
ilustra esquemáticamente en la Figura 6-85. 


: proteína 
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A. pesar de que nuestra exposición sólo se ha centrado en dos tipos de chaperonas, la cé- 
hula dispone de otras. La enorme diversidad de proteínas presentes en las células requiere 
probablemente tuna axaplia variedad de chaperonas con capacidades de vigilancia o de co- 
rrección roy versátiles, 


Las regiones hidrofóbicas de la proteína que quedan expuestas 
proporcionan señales críticas para el control de calidad 
de la proteína 


Si se añaden aminoácidos radiactivos a las células durante un breve periodo de tiempo, se 
pueden trazar las proteínas recién sirtetizadas en su proceso de maduración hasta que al- 
canzan su forma funcional Este tipo de experimentos demostró que las proteinas Hsp70 ne 
túan primero, empezando su función cuando la proteína todavía está siendo sintetizada en 
el ribosorna, y que las proteínas semejantes a Hsp60 actúan más tarde, ayudando al plega- 
miento de la proteína corapleta. Sin embargo, ¿cómo es capaz la célula de reconocer las pro- 
teínas mal plegadas, que requieren roudas adicionales de plegamientos dependientes de 
ATE de las que tienen estructuras correctas? 

Antes de responder a esta pregunta, es necesario considerar el destino postraduccional 


de las proteínas en un sentido más amplio. Habitualmente, si una proteína tiene tuna región . 


de arninoácidos bidrofóbicos de un cierto tamaño expuesta en su superficie, esuna proteína 
anómala: se ha plegado de forma incorrecta después de abandonar el ribosoma, ha sufrido 
un accidente que la ha desplegado parcialmente o uo ha podido ensamblarse con las demás 
subunidades con las que debía formar un complejo proteico. Esta proteína no sálo resulta 
inúal para la célula, sino que también puede resultar peligrosa. Muchas proteínas con regio- 


nes hidrofóbicas, expuestas de forma anormal, pueden formar prandes agregados en el inte- 


rior de la célula. Veremos más adelante que en algunos casos estos agregados pueden ser la 
causa de algunas enfermedades humanas muy graves, Sin ernbargo existen potentes Ineca» 
nismos de control de calidad de las protefnas, que normalmente evitan estos desastres. 

Conocidas estas circunstancias generales, no resulta sorprenderte que las células hayan 
desarrollado complicados mecanismos que reconocen estas regiones hidrofóbicas de las 
proteínas y minimicen los daños que pueden causar. Dos de estos mecanismos dependen 
delas chaperonas moleculares que acabamos de describir, que se unen a estas regiones y co- 
laboran a réparar la proteína defectuosa dándole otra oportunidad de plegarse de forma co- 
rrecta, Al mismo tiempo, el cubrir estas regiones hidrofóbicas, las chaperonas evitan la 
agregación de las proteínas, Las proteínas capaces de un plegado correcto de forma rápida 
no llegan a exponer estas regiones y son ignoradas por las chaperonas. 

La Figura 6-88 muestra de manera esquemática las diferentes opciones del proceso de 
control de calidad que una célula debe asumir ante una proteína recién sintetizada y difícil 
de plegar. Tal y coma se indica, cuendo fallan los intentos de volver a plegar una proteína, 
aparece Un tercer mecanismo que acaba destruyendo completamente la proteína por pro» 
teolísis. Esta vía protealítica se hoicia con el reconocimiento de una región hidrofóbica ex- 
puesta, de forma anormal, en la superficie de una proteína, y acaba con la entrega de esta 
proteína a una maquinaria de destrucción de prateínas, un complejo de proteasas conocido 
como el proteosoma. Corno se describe a continuación, este proceso depende de un compli- 
cado sisterna de identificación de proteínas, que también lleva a cabo otras funciones clave 
de la célula mediante la destrucción de proteínas normales previamente seleccionadas. 
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Figura 6-88 El proceso de cantrol de calidad 
posterior a la síntesis proteica, Una proteína 
reción sintetizada puede plegarsé de forma 
correcta y ensambiarse con otras proteinas 
formando el complejo muttiproteica 
correcto; en este caso, no se requiere ningún 
otro mecanismo de control de calidad. Las . 
proteínas plegadas parcialmente o . 
incorrectamente pueden recibir la ayuda de 
las chaperonas moleculares para alcanzar su 
plegamiento correcto: primero, de las 
prateínas de la familla Hsp70 y, si éstas fellan, 
de las proteínas de la famila Hsp60. En 


-. ambos tipos de chaperonas, las proteínas 


diaria son reconocidas por la exposición 
anómala de arninoácidos hidrofábicos en su 
superficie, Estos procesos de "rescate de 


" proteínas” compiten con otros mecanismos 


que, tras reconocer esta exposición anómala, 
marcan la proteína para su destrucción en un 
proteosoma. La actividad combinada de 
todos estos procesos evita uns agregación 
masiva de protefias en ta célula, coro. 
cuendo las regiones hidrotfóbicas de dwersas 
proteínas se agrupan entre síy precipitan 
inespeciicamente. 
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El proteosoma es una proteasa compartimentada 
con lugares activos secuestrados 


La maquinaria proteolítica y las chaperones compiten eutre sí para reorganizar Usa proteina 
mal plegada. Siuna proteína acabada de sintetizar se pliega rápidarmente, sólo una pequeña 
Fracción corno máximo es degradada. Por el contrario, una proteína que se pliega con lenti- 
tud es vulnerable para la maquinaria proteica durante un periodo de tiempo prolongado y 
muchas más de sus moléculas son destruidas antes de que puedan alcanzar el estado de ple- 
gamiento adecuado, Debido a mutaciones o a errores de la transcripción, de la rraduración. 
del RNA y de la vaducción, algunas proteínas no se pliegan nunca de forma adecuada. Es 
muy importante que la célula destruya estas proteínas potencialmente peligrosas. 

En los eucariotas, el aparato que destruye las proteínas aberrantes es el proteosoma, 
una abundante proteasa dependiente de ATP que constituye casi el 196 de la proteína celular. 
El proteosowpa, del que existen muchas coplas dispersas por el citosel y por el núcleo, tam 
bién destruye las proteínas aberrantes del retículo endopiasmático (ER: endoplasmic reticu- 
ina). Ún sistema de vigilancia basado en ER detecta las proteínas que no se pllegan o no se 
enseamblan de forma adecuada después de entrar ep el ER y las retrotransloca al citosol, don- 
deserán degradadas (como describiremos en el Capítulo 12). 

Cada proteosoma consiste en un cilindro central hueco (el complejo 205 del proteoso- 
ma) formado por varias subunidades proteicas que se ensamblan y forman una columna ca- 
si cilíndrica de cuatro anillos heptaméricos (Figura 6-89), Algunas de las subunidades son 
proteasas cuyos centros activos están dispuestos hacia la cámara interna del cilindro, Este 
diseño impide que estas eficientes proteasas actúen sobre la célula. Cada uno de los extre- 
mos del cilindro suele estar asociado con otro gran complejo proteico (Ja cubierta 198) que 
contiene un anillo proteico de seis subunidades a través del cual las proteínas diana son en- 
sartadas al núcleo del proteosoma, donde son degradadas (Figura 6-90). Esta reacción de 
"enhebrado”, dirigida por la hidrólisis de ATB despliega les proteínas diana a medida que se 
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Figura 6-89 El proteosoma. (4) Esquerna de 
vn corte vertical de la estructura del ciliadro 
central 205, determinada por cristalografía 
de rafos X, con los centros activos de las 
proteasas indicados con puntos rojos. 

(8) El proteosoma completo, cuyo cilindro 
cerreal lamarillo) está acormpañado de la 
cubierta 1958 (azul en cada extremo. La 
estructura de la cubierta se ha determinado 
por procesamiento informático a partir de 
imágenes de electromicroscopla. Las 
complejos de las cubiertas (también 
amados particulas reguladoras) se unen 
sefectivamente a las proteínas que han 
sído marcadas por le ubiquitina para su 
destucación: a continuación, Utilizan la 
hidrólisis de ATP para desplegar las cadenas 
pofipeptidicas e introducirlas, a través del 


tónel (véase la Figura 6-91), hacia la cámara 


interior del cilindro 205 donde serán 
digeridas hasta pequeños péptidos. 

(B, de We Baumeister et al, Cel 92:367-380, 
1998, Con la autorización de Elsevier] 


Figura 6-90 Proceso de digestión de 
proteínas por el proteosoma. La cabeza 
del proteosoma reconoce una proteína 
sustrato, en este caso debido a que está 
marcada por ina cadena de polltubiquitina 


- tvéase Figura 6-92) y, a continuación, la 


transloca al interior del proteosoma, 


: donde será digerida. En tn estado inicial, 


ta ubiguitinia se elimina de la proteína 
sustrato y se recicla. La translocación al 
interior del proteosoma está mediada por 
tn anillo de proteínas dependientes de ATP 
Que despliega la protelna sustrato a medida 
que se va “enhebrando" a través del anillo 

y atinterior del proteosoma (véase Figura 
6-91) (De S. Prakash y A. Matouschek, Trends 
Bjochern. Sci, 29:593-600, 2004. Con la 
autorización de Elsevier.) 
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desplazan a través de la cubierta, exponiéndola a las proteasas que tapizan la parte interna 
del proteosoma (Figura 6-91). Las proteínas que forman la estructura cilíndrica del proteo- 
soma pueden pertenecer a un tipo de proteínas “desplegasas” conocidas como protefuas 
ASA. Muchas de ellas achían como hexámeros y es posible que compartan características 
mecánicas con las heEcasas de DNA que desenroscan el DNA de forma dependiente de ATP 
(véase Figura 5-15) . 

Una propiedad crucial del proceosoma, y una de les razones de la complejidad de su di- 
seño, es la progresividad de su merauismo: a diferencia de una “sencilla” proteasa que corta 
la cadena polipeptídica sustrato una sola vez antes de disociarse de ella, el proteosoma se 
mantiene unido al sustrato hasta que lo ransforma completamente en pequeños péptidos. 

Las cubiertas 195 tarnbién actúan coro “puertas” en la entrada de la cámara proteolíti- 
ca interna, y son las responsables de reconocer y unirse a las proteínas seleccionadas como 
sustrato del proteosomea. Con potas excepciones, los proteosoimas actúan sobre protebras 
que han sido marcadas específicamente para su destrucción mediante la unión covalente de 
una marca de reconocimiento formada por una pequeña proteína amada ubiguilina (Figu- 
ra 6-92A). La ubiquitina de las células se halla libre o unida a una gran variedad de proteinas 
intracetulares. En muchos de los casos, la unión de esta ubiquitina a una proteína acaba de- 
sencadenando la destrucción de la proteína en el proteosorna. Sin embargo, en otros casos la 
mexca con ubiguitina tiene un significado completamente diferente. Por último, lo que de- 
termina la manera en que la célula interpreta el mensaje de la ubiquitina es el número de 
moléculas de ubíquitina y la manera a través de la cual se unen entre sí (Figura 6-93). En las 
próximas secciones destacaremos el papel de la ubiquitinación señalando la degradación de 
las proteínas, 


Un elaborado sistema de conjugación con ubiquitina señala 
las proteínas que deben ser destruidas 


Para conjugarse con otras proteínas, la ubiquitina debe ser preparada por la enzima activa- 


dora de la ubiquitina (E1), dependiente de ATB que genera una ubiquitina activada, unida a 
El, que será transferida a una enzima perteneciente a un conjunto de enzimas conjugadoras 


de la ubiquitina (E2) (Figura 6-92B). Las enzimas E2 achían en combinación con otras pro- 


teínas accesorias (E3). En los complejos E2-E3, denominados ubiquitina ligasas, el compo- 


nente E3 se une a unas señales específicas de degradación (degrors), de las proteínas sustra- 


to, ayudando a la enzima E2 a formar una cadena de poliubiguitina unida a un residuo de 
lisina de la proteína sustrato. En esta cadena, el residuo C-terminal de cada molécula de ubi- 


- quitina se une aun residuo específico de lisina de la molécula de ubiquitina precedente (vé- 
ase Figura 6-93), generando una cadena lineal de conjugados ubiquitina-ubiguitina 


(Figura 65-920). Esta cadena de poliubiquitina unida a la proteína diana es la señal que reco- 
nocerá un receptor específico del proteosoma, 
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Figura 6-91 Una proteína desplegasa 
hexamérica. (4) La estructura está formada 
por seis subunidades, ceda una de las cuales 
pertenece a la familia de las proteinas AAA. 
(8) Modelo de la actividad de la desplegasa 
dependiente de AFP de los proteínas AAA, 
La forma unida á ATP de un anillo hexamérico 
«de proteínas AA se une a una proteína 
sustrato plegada y marcada para ser 
desplegada (y finalmente destruida) 
" mediante una marca de reconocimiento 
como una cadena de poliubiguitina iwéase 
más adelante) o el péptido añadido para 
«marcar fas proteínas sintetizadas de forma 
incompleta (vésse la Figura 6-81). Un cambio 
conformacional, irreversible debido ala 
hidrólisis de ATP, estira el sustrato hacia 
el interior del corazón central y tensa la 
estructura en anillo, En este momento, la 
proteína sustrato que está siendo arrastrada 
hacia el interior, puede desplegarse 
pardalmente y entrar en el poro, o mantener 
st estuctura y disociarse, Las proteínas 
sustrato muy estables pueden necesitar 
cientos de ciclos de hidrólisis de ATP y 
disociación antes de entrar con éxito enel 
anillo de AAA. Una vez se ha desplegado, la 
proteína sustrato se desplaza relativamente 
-. deprisa a través del poro por rondas 
sucesivas de hidrólisis de ATP (A, de X. 
Zheng etal, Mol Cell 6:1473-1484, 2000, 
y AN. Lupas y J, Martin, Corr. Opin. Struct, Biol, 
- 12:746-753, 2007, €, de RT. Sauer et al, Cell 
- 119:9-18, 2004. Todo con la autorización de 
Elsevier) ; 
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Ea mamiferos, se conocen aproximadamente 30 enzimas El estructuralmente similares 
pero centenares de proteínas ES diferentes capaces de formar complejos con enzimas E2 e8- 
pecíficas. Poclo tanzo, el sistema ubiquitina-proteosoraa consta de muchas vías proteolÍticas 
distintas pero organizadas de forma sunller, que tienes en comón tanto la enzima El el ii- 
cia de la vía como el proteosoma al final y que difieren en la composición de sus ubiquitinas 
ligasa E2-E3 y enlos factores accesorios. Las diversas ubiquitinas gasa reconocen diferentes 
señales de degradación, de modo que marcan ados diferentes grupos de proteínas intracelu- 
lares para su destrucción. 

Las proteínas desneturalizadas o mal plegadas, así como las proteinas que contengan 
arninoácidos oxidados o con otras anomalías, sonreconocidas y destruidas porque las protel- 
nas anormales denden a presentar en su superficie las secuencias de aminoácidos o los motl- 
vos conformacionales que son reconocidos como señales de degradación por determinadas 
maléculas E3 del sistema ubiquitina-proteosorna. En las proteínas normales, estas secuen- 
cias deben estaz escondidas y, por lo tanto, sou inaccesibles, Sin evabargo, una vía proteolítica 
que reconoce y destruye proteínas anómalas dene Que ser capaz de distinguir entre proteínas 
completas que tenen conformaciones “equivocadas” y los polipéptidos crecientes unidos a 
los ribosomas (a los que acaban de ser liberados de los ribosomas) que todavía no han alcan- 
zado su conformación plegada normal. No se traza de tun problema trivial; se cree que el siste- 
ma ubiquitina-proteosoma puede destruir muchas de las proteinas nacientes y recién 
formadas, no porque sean anómalas sino porque exponen transitoriamente algunas señales 
de degradación que deberían estar escondidas en su estado maduro tplegado). 


Figtira 6-92 La ubiquitina y el marcaje de proteinas con cadenas de pollubiguitina, 

(A) Estructura tridimensional de la ubiquitina; esta proteína coústa de 76 aminoácidos, 
(B) El extremo Ererminai de la ubiquitina se activa inicialmente mediante su unión a la 
cadera lateral de una cisteina de la proteína El, tin enface tivéster de alta energía, Esta 
reacción tequiere ATP y tiene lugar mediante la formación de un intermediario covalente 
AMP-obiquitina. La ubiquitina scuvada en la El, también conocida como la enzima 
activadora de ta ubiquitina, es transferida a las cisteínas de un conjunto de moléculas E2, 
Estas molécutas E2 forman complejos con las proteínas que integran la familla £3, 


incluso más numerasa que la anterior. (C) Adición de una cadena de pollubiquitina auna 


proteína diana, En una célula de mamifero hay varios centenares de complejos E2-E3 
distintos, alguno de los cuales jeconoce una señal de degradación específica en las 
proteínas diana mediante su componente E3, Las enzimas El reciben el nombre 

de enzimas conjugadoras de la ubiquitina. Las enzimas E3 se suelen lamar ubiquitinas . 
ligasa, pero es más exacto mantener este nombre para el complejo funciorial E2-E3. 

En ta Figura 3-79 se represente la estructura detallada de un complejo como éste, 
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Muchas proteínas se controlan mediante la regulación 
de su destrucción 


Una de las funciones de los mecanismos proteolíticos intracelulares es reconocer y eliminar 
las proteínas mal plegadas o anómalas, tal como hemos descrito, Otra función de estas vías 
proteolíticas es la de conferir vidas medias cortas a algunas proteínas normales cuya con- 
centración debe cambiar drásticamente en respuesta a alteraciones del estado de la célula. 
Algunas de estas proteínas de vida corta siempre se degradan rápido, pero en nruchos otros 
casos la vida corta de la proteína es condicional, es decir, se trata de proteínas retabólica- 
mente estables en algunas condiciones que se inestabilizan, en respuesta a determinados 
cambios en el estado de la célula, Por ejeraplo, las ciclinas mitódicas tienen vidas largas due 
rente la mayor parte del ciclo celular hasta que sufren una repenúna degradación al final de 
la mitosis, como se explica en el Capítulo 17, 

¿Cómo se puede controlas la destrucción regulada de una proteína? Se conocen algunos 
mecanismos para este proceso, como ustraremos mediante ejemplos específicos alo largo de 
este libro. En un tipo general de estos mecanismos (Pigura 6-94A), la actividad de una tubiqui- 
tina Egasa se estimula mediante la fosforilación de E3 o poruna transición alostérica enla mo- 
lécula de E3 causada por su unión a alguna molécula específica. Por ejemplo, el complejo 
prornotor de la anafase (APC: anaphase-promoting complex) es una ubiquitira ligasa formada 
por diversas subunidades que se activa por la unión de wa de estas subunidades durante la 
mitosis. El complejo APC, tuna vez activado, provoca la degradación de las cielinas mitéticas y 
otros reguladores de la transición entre la metafase y la anafase (véase la Figura 17-44). 

Otra opción es generar ima señal de degradación en una proteboa que carecía de ella, 
en respuesta a estímulos intracelulares o procedentes del entorno, provocando su rápida 
ubiquitinización y su destrucción por el proteosoma. Una manera sencilla de generar esta 
señal consiste en fostorilar un determinado residuo de una proteína que provoca el desen- 
mascaramiento de una señal de degradación que estaba escondida. Otra manera de desen- 
mascarar esa señal consiste en la disaciación regulada de alguna subunidad proteica, 
Finalmente, también se pueden generar potentes señales de degradación mediante la rotura 
de un enlace peptídico, siempre y cuando esta escisión genere un nuevo extremo N-terminal 
que sea reconocido por une enzima E3 como un residuo N-terminal “desestabilizador” 
(Figura 6-94BJ. 

Este tipo de señal de degradación basado en el extrerno N-terminal surge a causa de la 
"regla del extremo N”, que refaciona la vida media de una proteína in vivo con la identidad de 
Su residuo N-terroinal. En la levadura $. cerevisiae, existen 12 residuos desestabilizadores se- 
gba la regla del extremo N (Arg, Lys, His, Phe, Leu, Tyr, Trp, lle, Asp, Glu, Asa y Glo), Los resi- 
duos N-terminales desestabílizadores son reconocidos por una ubíquitina ligasa especial, 
tonservada desde las levaduras a los hermanos, 

Todas las proteínas se sintetizan inicialmente con ua metionina (o una formilmeñionina 
en bacterias) como su residuo N-terminal, un residuo estabilizador según la regla del extremo 
N. Unas proteasas especiales, Hamadas metionina arminopeptidasas, suelen eliminar la pri- 
meza metionina de la proteína naciente, pero sólo lo hacen si el segundo residuo tarnbién es 
un residuo estabilizador de acuerdo con la regla del extremo N. Al principio, no se entendía 
cómo se formaban los sustratos de la regla del extremo N ín vivo. Sin embargo, ahora sabe- 
mos que estos sustratos están formados por protessas específicas de lugar. Por ejemplo, ma 
subunidad de la cohesina, un complejo proteico que mantiene unidas a las cromátudas her- 


Figura 6-93 Marcaje de proteínas por la 
ubiguitina. Cada uno de los patrones de 
modificación que se muestran puede tener 


“un significado especifico para la célula, Los 


dos tipos de poliubiquitinación se diferencian 
enla manera en fa que se unen entre sílas 
diferentes moléculas de ubiquitina. La anión 
atrevés de Lys48 significa degradación por el 
proteosorna mientras que la unión a través 
de Lys63 tiene otros significados. El marcaje 
con Ubiquitina es "leido" por proteínas que 
reconocen de forma específica cada dpo 

de modificación. 
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rranas, es cortada por una proteasa altarnente específica durante la transición merafase-aré- 
fase. Esta escisión regulada por el ciclo celular permite la separación de tas cromátidas her- 
mmanas y permite alcanzar el final de la mitosis (véase la Figura 17-44). El fragmento 
C-terminal de la subunidad escindida queda con una arginina en su exremo N-terminal, un 
résiduo desestabilizador según la regla del extremo N. Se han obtenido células mutantes que 
carecen de esta regla del exuemo N. Estas células presentan un gran incremento en la fre- 
cuencia de pérdidas de cromosomas, probablemente porque, al no poder degradar este frag- 
mento de la subunidad de la cohesina, se interfiere con la formación de los nuevos complejos 
de cahesina asociados a las cromátidas en el siguiente ciclo celular 


Las proteínas plegadas de forma anormal pueden formar 
agregados que causan graves enfermedades humanas 


Muchas enfermedades hereditarias humanas (p. ej., la anemia celular perniciosa [véase 


p. 1495] y la deficiencia de or-antitripsina, una condición que a menudo provoca alteraciones 
del hígado y enfiserna) se producen por proteínas mutantes que escapan de los controles de 


calidad de la célula, se pliegan de forma anormal y forman agregados. £i absorber macromo- . 


léculas críticas, estos agregados pueden dañar gravemente alas células e incluso provocar su 


muerte. Á menudo la herencia de ía único alelo rautante de un gen puede causar la enfer-- 


medad, ya que la copia normal del gen po puede proteger a la célula de las propiedades des- 
tructivas de los agregados, 

En bumanos normales, el declive gradual de los sistemas de control de calidad de las 
proteínas celulares también puede causar enfermedades, al permitir que las proteínas nor- 


(5) ACTIVACIÓN DE UNA UBIQUITINA UGASA 


transición alostérica 
provocada por fa unión 
de unía subunidad proteica 


fostorilación mediante 
una protelna quinasa 


transición alostérica provocada 
por la unión de un ligando 


(8) ACTIVACIÓN DE UNA SEÑAL DE DEGRADACIÓN 


cseación de un extremo 
N-termineal desestabilizador 


tosforilación mediante 
una proteína quinass 


exposición por disociación 
de tina subunidad proteica 


Figura 6-94 Dos vías generales de inducir la 
degradación de una proteína determinada. 
(A) La activación de na molécula específica 
de E3 genera una nueva ubiguitina Hgasa. 


'(B] Creación de una señal de degradación 


enla proteína diana. Esta señal se Une a la 
ubigaltina figasa y provoca la adición de 

una cadena de potubiguitina a un residuo 
de lisina deta proteína diana. Se sabe que las 


- seis víes que se recogen en esta figura son 


utilizadas por las células enviando las 
proteínas seleccionadas hacía el proteosoma. 
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Figura 6-95 Agregados proteicos que causan enfermedades humanas. (4) Hustración esquemética del po de camblo conformeadonal de una proteína que 
produce material para Un fíamento de entrecruzamiento beta. (B) Esquema que Hustra la naturaleza autoinfecciosa de la agregación proteica que es la base 
delas enfermedades causadas por priones. PrP (prior protein) es muy poco cormún porque la versión mal plegada de la proteína, llamada PrP*, induce un 
cambio de conformación en as moléculas normales de la proteína 9P cuando entra en contacto con ellas, Muchas de les enfermedades humanas causadas 
porta agregación de proteinas son provocadas por la sobreproducción de una varisnse proteica especialmente proclive a la agregación, sungque estos 
agregados proteicos no pueden propagarse de un animal a otro. (0) Dibujo de un filamento de entrecruzamiento beta, un tipo cornún de agregado 

proteica resistente a las proteasas, hallado en diversas enfermedades neurológicas humanas. Debido a que las interacciones por puentes de Hidrógeno 

en las láminas $ se forman entrados átomos del esqueleto polipeptídico (fuéase la Figura 3-9), esta estructura se puede formar a partir de diferentes proteínas 
anormalmente plegadas, (0) Uno de los posibles modelos de la conversión de Pr? en PrP”, que muestra de qué manera se pueden convertir dos hélices a 

en cuatro láminas fl. Aunque la estructura de la proteína normal ha sido determinada con precisión, la estructura de la variante infecciosa no ha legado a ser 
establecida con certeza porque la agregación ha impedido utilizar las técnicas habituales en biología estructural, (C, cortesía de Louise Serpell, adaptado de 
M. 5unde et al,.L Mal Biol, 173:729-739, 1997. Con la autorización de Academic Press; D, adaptado de S.B, Prusiner, Trends Biochern, Sci, 21:482-487, 1996, 

Con la autorización de Elsevier) 


males formen agregados (Figura 6-95). En algunos casos los agregados proteicos son libera- 
«dos por las células muertas y se acumulan en la matriz extracelular que rodea las células de 
un tejido y en los Casos externos también pueden afectar a estos tejidos. El cerebro es espe- 
cialmente vulnerable, ya que está formado por una colección de células nerviosas altamente 
organizadas. Por lo tanto, no resulta sorprendente que estos agregados proteicos originen 
sobre todo enfermedades neurodegenerativas. Entre ellas, destacan las enfermedades de 
Huntington y de Alzheimer, esta segunda responsable de la dernencia senil de más de 20 rni- 
llones de personas en todo el mundo. 

Para que un tipo particular de agregado proteico pueda acunmalarse, expandirse Y llegar 
a deñar al organismo, debe ser muy resistente a la proteolisis tanto fuera como dentro de la 
célula. Muchos de los agregados proteicos que causan problernas forman fibrillas constitul- 
das por una serie de cadenas polipepUdicas dispuestas en capas, unas sobre otras, formando 
pilas de láminas f. Estos filamentos de entrecruzamiento beta (Figura 6-95C), estructuras 
particularmente resistentes a la proteolisis, se presentan en muchas enfermedades neuroló- 
gicas provocadas por agregados proteicos, en las que producen diferentes depósitos que tie- 
nen una tinción anómala, conocidos como amiloides. 

Una variedad particular de estas patologías ha alcanzado una notoriedad especial Se tra- 
ta de las enfermedades causadas por priones. Al contrario que las enfermedades de Hún- 
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úngton o de Alzheimer, una enfermedad causada por tn prión puede transmitirse de un or- 
ganísmo a otro si este segundo se alimenta a partr de tejido que contenga el agrepado, Un 
grupo de enfermedades llamadas scrapíe en ovejas, la enfermedad de Creutzfeldi-Jacob 
(CID) en humanos y la encefalopatía espongiforme bovina (BSE) en el ganado vacuno— son 
provocadas por los agregados de una founa mal plegada de la proteína de prión llamada PrP 
(prion protein). La proteína Pr? se localiza habitualmente en la superficie externa de la mera- 
brana plasmática, sobre todo en neuronas. Su función normal es desconocida. Sin embargo, 


la proteína Prp úene la desafortunada propiedad de poder adquirir una conformación anor- 


rnal muy especial [Figura 6-254). Esta conformación no sólo forma flamentos de entrecnaza- 
miento beta muy resistentes a las proteasas, sino que además es “infecciosa”, ya que puede 
inducir a que las moléculas de PrP plegadas correctamente adopten la misma conformación 
patológica. Esta propiedad genera una retroalimentación positiva que propaga la forma anó- 
imala de PrB llamada Prp” (Figura 6-95B) y que, por tanto, perinite que la conformación pato- 
lógica se extienda rápidamente de célula a célula en el cerebro, provocando la muerte tanto 
en animales como en humanos. Puede resultar peliproso consumir los tejidos de los animales 
que contienen PrP*, como demuestra la transmisión en Gran Bretaña de la BSE (comúnmen- 
te llamada la enfermedad de las vacas locas) desde el ganado a los humanos. Afortunadamen.- 
te, en ausencia de PrP*, la PrP es muy difícil que adopte su forma anómala 

Aunque muy pocas proteínas tienen la capacidad de plegarse erróneamente formando 
una cosformación infecciosa, otro ejemplo causa una enigmática enfermedad por “herencia 
de una proteína”, observada en células de levadura. La capacidad de estudiar proteínas in- 
fecciosas en levaduras ha clarificado otra caracteristica destacable de los priones. Estas mo- 
i£culas proteicas pueden formar diferentes tipos distintivos de agregados a partir de la 
misma cadena polipeptidica. Además, cada tipo de agregados puede ser infeccioso y forzar a 
las moléculas proteicas normales a adoptar el misreo tipo de estructura anormal. Así, a par- 
tir de una misma cadena polipeptídica pueden aparecer algunas “razas” diferentes de parti 
culas infecciosas (Figura 6-96). Todavía no conocemos de qué forma una misma secuencia 
polipeptídica puede adoptar varias formas de agregados; es posible que todos los agregados 
de priones se parezcan a filamentos beta cruzados fvéase Figura 6-95C) en los que la estruo- 


tura está íntimamente relacionada sobre todo con interacciones de la cadena peptídica - 


principal. Este hecho dejaría libres a las cadenas laterales de los arsinoácidos para que adop- 


Figura 6-96 Formación de diHerentes 
cadenos de priones ja vitro. En este 
experimento. las fibras arniloides se 
desnaturalizaron y $us COMPponentes se 
venaturalizaros a diferentes temperaturas, 
Este trararmiento produce tres tipos diferentes 
de armiloides, cada uno de los cuales puede 
atutopropagarse cuando sele incorporan 
nuevas subunidades, 
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taran diferentes conformaciones y, si las estructuras son autopropagautes, se explicaría la 
existencia de razas diferentes, 

Por último, aunque los prlanes se descubrieron debido a que generan enfermedades, pa- 
recé que también desempeñan algunas funciones positivas en la célula, Par ejemplo, algunas 
especies de hongos utilizan las transformaciones priónicas para establecer diferentes tipos de 
células. A pesar de que la idea es controvertida, se ha propuesto que los priorjes tienen un pa- 
pel enda consolidación de memorias en organismos piuwicelulares complejos, como el nuestro. 


¿Entre el DNA y las proteínas existen muchas etapas 


En este capítulo, hemos visto que se requieren muchos tipos diferentes de reacciones quími- 
£ás para llegar a fabricar, a partir de la información contenida en un gen, una proteína plega- 
da correctamente (Figura 6-97). Por lo tanto, la concentración final de esta proteína 
depende de la eficiencia con la que se Heva a cabo cada una de estas etapas. 

En el capítulo siguienze, verernos que las células tienen la capacidad de cambiar las con- 
centraciones de sus proteínas según sus necesidades. En principio, cualquiera de los pasos 
esquematizados en la Pigura 6-97 puede darse en cada una de las proteínas. Como se descri- 
birá en el Capítulo 7, existen ejenaplos de regulación en cada una de las etapas que van desde 
eligen hasta la proteína. Sin embargo, el inicio de la transcripción es el punto más conmía pa- 
ra que ina célula regule la expresión de cada uno de sus genes. No deja de tener sentido, ya 
que la manera más eficiente de reprimir la expresión de un gen es bloquear el primer paso: la 
trenseripción de su secuencia de DINA a una molécula de RINA, 
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Figura 6-97 Producción de una proteina 
en tuna célula eucariota. Los niveles finales 
de cada proteína en una cébida eucañota 
dependen de la eficiencia de cada uno de 
los pasos descritos en esta figura. 
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Resuraen 


La traducción de una secuencia de mucleótidos de una molécula de mBRNÑA e una proteína tiene hu- 
gar en el citoplasma, en tn gran complejo ribonucleoproteico llamado ribosoma. Primero, los ari- 
noácidos utilizados para la síntesis de la protefna tienen que unirse a una familia de moléculas de 
ERNA. Cada motécula de RIVA reconoce, mediante interacciones entre pares de bases complementa. 
rías, grupos particulares de tres nucleótidos del mRNA (codones), La secuencia de nucleótidos del 
raRINA se lee desde un extremo al otro en grupos de tres, según el código genético. 

Para iniciar la traducción, una subunidad ribosómica menor se une a la molécula de miANA en 
el codón de inicio (AUG). que es reconocido por una única molécula de tBNA iniciador. El ribosoma 
se complera con la unión de una subunidad ribosómica mayor y se inicia la fase de elongación de la 
síntesis proteica. Durante esta fase, los aminoacl-iRNA ada uno de los cuales es portador de un 
eminoácido específico se unen secuencialmente a los codones apropiados del mRNA mediante 
la formación de pares de bases complementarias entre los anticodones del tRNA y tos codones de 
MENA, Cada aminodcido se incorpora al extremo C-termínal de la cadena polipeptídica en creci- 
miento mediante un ciclo de cuatro etapas secuenciales. Los factores de elongación utilizan la hidró- 
lisis de GTP paro dirigir estas etapas hacia delante y para mejorar la precisión de la selección de los 
aminoácidos. La molécula de mRNA avanza, codón a codón, a través del ribosoma en dirección 5' a 
3 hasta que alcanza uno de los tres posibles codones de paro, En este momento se une al ribosoma 
un factor liberador, concluyendo la traducción y liberándose el polipéprido completo. 

Los ribosomas eucariotas y bacterianos están muy estrechamente emparentados, a pesar de al- 
gunas diferencias en el número y temaño de sus componentes de RINA y de proteínas. El RNA tiene 
un popel principal en la traducción, determinando la estructura global del ribosoma, formando los 
sirios de unión para los RNA, apareando los tRINA a sus codones del mENA y generando el lugar acti- 
vo de la enzima pepridil transferasa que une covalentemerite los aminoácidos durante la traducción. 

En las etapas finales de la síntesis proteica, dos tipos distintos de chaperonas moleculares guian 
el plegamiento de las cadenas polipeptidicas. Estas chaperonas, conocidas como Hsp60 y Esp7O, re- 
conocen las regiones lvidrofóbicas expuestas en las proteínas, evitando su agregación que, de no ser 
portas chaperonas, podría competir con el correcto plegamiento de las proteinas recién sintetizacias 
y evitar que alcanzasen sus conformaciones tridimensionales correctas. El proceso de plegamiento 
dela proteína debe competir también con un complejo mecanismo de control de calidad gue destrit- 
ye las proteínas que presentan regiones hidrofóbicas expuestas anormalmente. En este casa, la ubi- 
quitina se une de forma covalente a la proteína mel plegada mediante una ubiguitina ligasa y la 
cadena de poliubiquitina resultante es reconocida por las cubiertas del proteosorna, que desplaza to- 
da la proteína susirato hacia el interior del proteosoma para su degradación proteolítica. Para de- 
terminar la vida media de muchas proteínas plegadas correctamente, se utiliza un mecanismo 
proteolítico parecido basado en el reconocimiento de señales específicas de degradación mediante 
ubiquitinos figasa. Gracias a este método, se eliminan de la célula algunas proteínas seleccionadas, 
en respuesta a señales específicas. 


EL MUNDO DE RNA Y EL ORIGEN DE LA VIDA 


La expresión de la información hereditaria requiere una maquinaría extraordinariamente 
compleja y transcuxre desde el DINA basta la proteína utilizando el RNA corno intermediario. 
Esta maquinaria presenta una paradoja fundamental: silos ácidos nucleicos son necesarios 
para sintetizar proteínas y las proteínas, a su vez, son necesarias para sintetizar ácidos nu- 
cleicos, ¿de qué forma apareció un sisterna como éste de componentes interdependientes? 
Una hipótesis sostiene que antes de que las células actuales aparecieran en la Tierra existió 
un mindo de RIVA (Figura 6-98). Segín esta hipótesis, el RNA era capaz de almacenar la in- 
formación genética y de catalizar las reacciones químicas en las células primitivas. No fue 
hasta más tarde que el DNA se convirtió en el material genético y les protefnas, en los princi- 
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Figura 6-98 Evolución temporal del 
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pales componentes catalíticos y estructurales de la célula. Si esta idea es correcta, entonces 
la transición desde el mundo de RNA nunca fue completa; corno se ha descrizo en este capl- 
tulo, el KNA todavía cataliza algunas reacciones fundamentales en las células actuales, una 
especie de fósiles moleculares de un reundo anterior. 

En esta sección presentamos algunos de los argumentos que apoyan la hipótesis del 
mundo de RNA. Veremos que algunas de las caracteristicas más sorprendentes de las células 
actuales, coro el ribosoma y la maquinaria de maduración del pre-mRNA, se pueden expli- 
car fóctimente como descendientes de una compleja trama de interacciones mediadas por 
el ENA que dominaron el metabolismo celular en el mando de RNA. También explicaremos 
de qué manera el DNA asumió el papel de materlal genético, cónao pudo surgir el código ge- 
nético y de qué forma las proteínas hen eclipsado al RNA como las principales encargadas 
de la carálisis bioquírnica en las oétulas actuales. 


La vida requiere información almacenada 


Se ha propuesto que las primeras moléculas “biológicas” de la Tierra se formaron mediante. 


una catálisis mediada por metales sobre las superficies cristalinas de los minerales. En prin- 
£ipio, sobre estas superficies pudo llegar a existir un elaborado sistema de síntesis y degrada- 
ción raolecular (metabolismo) antes de que aparecieran las primeras células. A pesar de 
difereates controversias, muchos científicos creen que en la Tierra prebiótica tuvo lugar una 
fase de evolución química, durante la cual pequeñas moléculas que podían catalizar su pro- 
pía síntesis competían entre sí por materiales de construcción. 

Pero la vida requiere mucho más que esto. Como se describe en el Capítulo 1, la caracte- 
rística principal de la vida quizá es ta herencia. Una célula no sólo es capaz de utilizar mate- 
riales de construcción para generar una red de reacciones catalizadas, sino que además 
puede hacer esto de acuerdo con un elaboredo juego de instrucciones codificados en la in- 
formación hereditaria. La replicación de esta información asegura que el cornplejo metabo- 
lismo de las células puede reproducirse cuidadosamente a sí mismo. Otra caracteristica 
crucial de la vida es la vsriabilidad genética procedente de cambios en la información here- 
ditacia. Esta variabilidad, sobre la que actúan presiones de selección, es la responsable de la 
gran diversidad de vida de nuestro planeta. 

Así, la aparición de la vida requiere algún sistema para almacenar información, dupli- 
cazla y cambiarla y algún sistema para transformar la información a través de catálisis en 
reacciones químicas favorables. Sin embargo, ¿cómo se puede formar un sisterna semejante? 
En las células actuales, los catalizadores más versátiles son los polipéptidos, formados por 


muchos aminoácidos diferentes con cadenas laterales químicamente diversas y, por consi-' 


guiente, capaces de adoptar diversas formas tridimensionales recubiertas de grupos quími- 
cos reactivos. Los polipéptidos también contienen información sobre el orden de sus 
aminoácidos. Sin embargo, no conocemos ninguna manera a través de la cual un polipépt- 
do sea capaz de reproducirse a sí mismo especificando directamente la formación de otra 
molécula con la misma secuencia exacta. 


Los polinucieótidos pueden almacenar información 
y catalizar reacciones químicas 


Los polinucteótidos tienen tuna propiedad que contrasta con las de los polipéptidos: pueden 
guiar directamente la formación de copias de su propia secuencia. Esta capacidad depende 
del apareamiento de bases complementarias entre sus nucleótidos constituyentes, que per- 
vaiten, que un polinucleótido actúe como molde para la lormación de otro. Como hemos vis- 
to en este capítulo y en el precedente, estos mecanismos de cormplementariedad de-bases 
subyacen alos procesos de replicación del DNA y transcripción de las células actuales. 

Pero la síntesis eficiente de polinuclevtidos mediante estos mecanismos de comple- 
imentaniedad de un molde requieren la presencia de unos catalizadores que aceleren la rezc- 
ción de polimerización: sin catalizadores, la formación del polímero es lenta, sujeta a errores 
e ineficiente. Actualmente, la polimerización de nucleótidos sabre un molde es catalizada 
rápidamente mediante enzimas proteicas, coro la DINA y la RNA polimerasas. ¿Córno pudo 
estar catalizada esta polimerización antes de la aparición de las proteínas con la especifici- 
dad catalítica apropiada? Esta pregunta comenzó a responderse en 1982, cuando se descu- 
brió que las propias moléculas de RNA podían actuar como catalizadores. En este capítulo se 
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Figura 6-99 Una molécula de RNA que puede catalizar su propia síntesis. 
Este hipotético proceso requeriría la catálisis de la producción tento de una 
segunda cadena de RNA con una secuencia de nucleótidos complementaria, 
como la utilización de este segundo RNA como motde para formar muchas 
más moléculas del RNA con ta secuencia original. Las ineas rojas representan 
el centro activo de esta hipotética enzima de ANA. 


ha indicado, por ejeraplo, que una molécula de RNA cataliza una de las reacciones centrales 
de la célula, la unión covalente de aminoácidos dando lugar a proteínas. El potencial único de 
das moléculas de RINA para actuar tanto como portadoras de información como catalizado- 
res forma la base de la hipótesis del mundo de RNA. 

Porlo tanto, el RNA tiene todas las propiedades necesarias para que una molécula pueda 
catalizar una gran variedad de reacciones químicas, incluídas las que dan lugar a su propia 
síntesis (Figura 6-99). Aunque no se han encontrado en la naturaleza sistemas autorrepli- 
centes basados en moléculas de RNA, los científicos y científicas se muestran esperanzados 
de poderlos obtener en el laboratorio, Aunque esta demostración no probaría que las molé- 
culas autorreplicantes de RINA fueran esenciales en el origen de la vida en la Tierra, sí que in- 
dicaría que dicho escenario es posible. 


Un mundo de pre-RNA pudo depredar el mundo de RNA 


Aunque el RNA parece adecuado para constituir la base de un sistema autorreplicante de Ca- 
talizadores bioquímicos, no está claro que fuera la primera molécula que desempeñará este 
papel Desde un punto de vista puramente químico, resulta dificil imaginar de qué manera 
se habrían podido formar largas moléculas de RNA mediante mecanismos exclusivamente 
no enzimáticos. De entrada, los precursores del RNA, los ribonucleótidas, son difíciles de ob- 
tener de forma no enzimática. Además, la formación del RNA requiere que se forme una lar- 


ga serie de enlaces fosfodiéster 3' a 5”, en competencia con otras reacciones, como la 


hidrólisis, las uniones 2' a 57 las uniones 5' a 5, etc. Ante estos problemas, se ha sugerido que 
las primeras moléculas que tuvieron a la vez actividad catalítica y capacidad de almacenar 
información pudieron ser polímeros relacionados con el RNA, pero químicamente más sen 
cillas (Figura 6-100). No tenemos remanentes de estos compuestos en las células actuales ni 
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Figura 8100 Estructuras del RNA y de dos 
polímeros relacionadas capaces de 
almacenar información. En cada caso, B 
representa las bases de purina o pirimidina, El 
polímero TRA (ácido treosa-mucleico: threose 
nuctelc acid) tiene un azúcar con 4 átomos de 
casbono en contraste con los cinco carbonos 
de la ribosa en el RNA. En el PNA (ácido - 
péptido-nucteico: peptide nucleic acid, el 
esqueleto de ribosa fosfato del RNA se ha 
sustituido por un esqueleto peptídico 
idéntico al que se encuentra en las proteínas. 
Al igual que el RNA, tanto el TNA corno el 
PNA pueden formar dobles hélices mediante 
el apareamiento de bases complernentarias, 
por lo que cada uno podría servir, en 
principio, de molde para su propia síntesis, 
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han dejado ningún registro fósil. Ska embargo, la relativa sencillez de estos “polímeros seme- 
jantes al EMÁA” sugiere que uno de ellos y no el propio RNA, pudiera haber sido el primer bio- 
polímero de la Tierra capaz de almacenar información y de tener actividad catalítica. 

Si la hipátesis del mundo de pre-RNA es correcta, debió ocuririna transición al raundo 
de RNA, probablemente a través de la síntesis de RNA utilizando uno de estos polímeros más 
simples, tanto de patrón coma de catalizador. Mientras los detalles de los mundos de pre- 
RENA y de RNA sigan siendo un misterio, sabernos que las moléculas de RINA catalizan una 
amplia variedad de reacciones químicas. Ahora volveremas a las propiedades del RNA que 
las hacen posible. 


Las moléculas de RNA de cadena sencilla s se pptiadel plegar. 
formando estructuras altamente elaboradas 


Hemos visto que entre ás nucleótidos de tana misma cadena se A establecer aparea- 
múentos de bases complementarias y otros tipos de enlaces de hidrógeno, haciendo que la 
molécula de RNA se pliegue de una manera única, determinada por su secuencia de nucleó- 
tidos (véase, p. ej,, las Figuras 6-6, 6-52 y 6-69). El estudio comparativo de muchas estractu- 
ras de RNA ha revelado motivos conservados, cortos elementos estucturales que se repiten 
uma y otra vez como partes de estructuras mayores. En la Pigura 6-101 se muestran algunos 
de estos motivos de estructura secundaria del RNA y en la Bigura 6-102 se muestran algunos 


Figura 6-101 Elementos encontrados 
habitualmente en la estructura secundaria 
del RNA. Las Interacciones convencionales 
entre bases complementarias se representan 
mediante líneas rajas en 18S ii de 
doble hélice del ANA.” 


Figura 6-102 Ejemplos de interacciones 
terciórias del RNA. Algunas de estas” 
interacciones pueden aproximar dos partes 
distantes de la misma molécula de RNA 

o juntar dos moléculas diferentes de RNA. 


pseudonudo besa de horquillas 


contacto horquilla-protuberancia 
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Figura 6-103 Una ibozima. Esta sencilla molécula de RNA cataliza la rotura de 
una segunda mojécula de RIVA en un lugar específico. Esta ribozima se encuentra 
embebida en grandes genomas RNA -Marnados viroides- que infectan plantas, 
La rotura, qUe en la naturaleza se produce alejada sobre la misrna molécula de 
AENA que contiene la ribozirna, constituye une etapa de la replicación del genoraa 
vircide. Aunque no se ruestra en la figura, la tesoción requiere una molécula de 
Mig shuada en el lugar activo, (Adaptado de TA. Cech y O.C. Uhtenbeck, Moture 
3739-40, 1994, Con la autorización de Macreállan Publishers Ltd) 


ejeraplos de interacciones más complejas y a menudo entre regiones más alejadas, conoci- 
des como interacciones terciarias del FINA. 

Los catalizadores proteicos requieren una superficie con sus perfiles y propiedades qué- 
ficas únicas sobre la cual pueden reaccionar determinados sustratos (tal como se ha deseri- 
to en el Capítulo 3). Las moléculas de RIVA con un plegarmiento apropiado pueden actuar 
exactamente de esta riseña manera, como una enzima (Figuera £-103). Al igual que algunas 
proteínas, muchas de estás bozimas requieren la presencia de lones metálicos en sus cen- 
tros activos para funcionar, Esta caracrerística amplía el rango de actividades catalílicas del 
limitado remera de grapos químicos de una cadena de polinucleóridos, 

Se conocen reladvamente pocos RNA catalíticos en las células actuales y gran parte de 
nuestras especolaciones sobre el mundo de RNA procede de experimentos en el laboratorio 
ea los que se generan grandes conjuntos de moléculas de RNA de secuencias aleatorias. A 
continuación, se seleccionan y se estudian aquellas moléculas de ENA, reay poco frecuentes, 
que presentan una actividad catalítica determinada por el experimentador (Figura 6-104). 
Este tipo de experimentos ha generado RNA capaces de catalizar una gran variedad de reac- 
ciones bioquímicas (Tabla 6-5), con incrementos de velocidad de reacción semejantes a los 
de las proteínas. Dados estos hechos, no está claro por qué en las células actuales el mímero 
de catálisis enzimática sobrepasa exuraordinariamente al número de ribozimas. Diferentes 
experimentos han mostrado que las moléculas de RNA pueden tener más dificultad que las 
de proteína para unirse a sustratos flexibles e hidrofóbicos; adernás, la disponibilidad de 
20 tipos de aminoácidos respecto a cuatro tipos de bases puede proporcionar a las proteínas 
un gran número de estrategias catalíticas. - 

4d igual que las proteínas, los RNA pueden sufrir cermbios conformacionales, tanto en 
respuesta a moléculas pequeñas como 2 otros RNA. Ya hemos visto varios ejeraplos de ello 
tanto en el ribosorna como en el espliceosorma y verernos otros ejemplos cuando analiceros 
los ribointerruptores enel Capítalo 7. Uno de los carnbios de conformación de RNA más des- 
tacados se ha observado en un ribosoroa artificial, que puede existir en dos conformaciones 
cada una de las cueles tiene una actividad catalítica diferente (Figura 6-105). Desde el des- 
cubrimiento de la catálisis mediada por RIVA, ba quedado claro que el RNA es una molécula 
muy versátil, por lo que resulta fácil imaginar la existencia pasada de un mundo de RINA con 
un elevado nivel de sofisticación bioquímica. 


Las moléculas atutorreplicantes pueden estar sometidas 
a selección natural 


La estructura tridimensional plegada de un polinucdeótido afecta a su estabilidad, a sus ac- 
ciones sobre otras moléculas y a su capacidad de replicarse, Porlo temo, en cualquier mezcla 
de moléculas autorreplicantes, algunos polinucleótidos tendrán mayores probabilidades de 
éxito que otros. Como en cualquier proceso de copia, inevitablemente habrá errores, por lo 
que a lo largo del tiempo se generarán nuevas variantes de estos polinucieótidos. 

Algunas actividades catafíficas habrían tenido na importancia fundamenta en los ink- 
cios de la evolución de la vida. Consideremos una molécula de RNA que pueda ayudar a Car 
talizar el proceso de polimerización a partir de un molde, utilizando cualquier molécula de 
RNA como molde (Figura 68-106). Esta molécula, actuendo sobre copias de sí mistma, se pue- 
de replicar. Al mismo tempo, puede favorecer la replicación de otros tipos de moléculas de 
ENA ep. su entomo (Figura 6-107). Si alguno de estos FINA vecinos tiene acciones catalíticas 
que ayuden a la supervivencia del RINA de otras maneras (p. ej, catalizando la producción de 
rbonucdleótidos), este conjunto de diferentes pos de moléculas de RNA, cada uno especia- 
lizado en una actividad diferente, podrían evohucionar hacia un sistema cooperativo que se 
replicase con una eficiencia extraordinariamente elevada. ss 
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Figura 6-104 Selección in vitro de una ribozima sirtética. A pertir de un gran conjunto de 
moléculas de ácido nudeico sintetizadas en el laboratorio, se pueden aislar y estudias aquellas 
molécióas de RNA, muy poco frecuentes, que tenen una actividad catalítica específica, 
Aunque se muestra un ejemplo luna fbozima con capacidad de sutofostorilarse), se han 
utilizado variantes de este método para generar muchos de las ribozimas que se presertan 
enla Tabla 6-5. Durante la etapa de autofosforilación, fas moléculas de RNA se mantjenen lo 
bastante diluidas como para eviter la fosforilación cruzada de otras moléculas de RNA. En 
realidad, se necesitan varlas repeticiones de este proceso para seleccionar las moléculas 

de RNA, exdraordinariamente escasas, con esta capacidad cotalítica. El mateñal elido 
infclalmente de la columna es convertido de nuevo en DNA, amplificado un gran número 

de veces (usando la transoriptasa inversa y la POR, como se explica en el Capítulo 8), de nuevo 
transcrito a RNA y sometido a repetidas rondas de selección. [Adaptado de 1R_Lorsch y 

JM. Szostak, Mature 371:31-36, 1994, Con la autorización de Macmillan Publishers Ltd] 


Pero para que evolucione cualquiera de estos sistemas cooperativos, deberían estar 
presentes juntos en un mismo compardmiento. Por ejernplo, un conjunto de RNA mutua- 
mente beneficiosos (como los de le Figura 6-107) sólo podría replicarse si todos los RNA. 
pernanecioran en la prowmidad del RNA especializado en la polimerización a partir de 11 
molde. Además, la compartimentación pedría haber impedido la entrada en el sistema de 
moléculas de ENA parásitas. Por tanto, la selección de conjuntos de moléculas de RNA se- 
gún la calidad de los sistemas autorreplicantes que los generaron no pudo tener lugar de 
una forma eficiente hasta que hubo evolucionado algún tipo de compartimiento capaz de 
contenerlos. 

Una forma inicial y bastante sinple de iprinencós pudo haber sido la adsor- 
ción a determinedas superficies o partículas. La necesidad de tipos más sofisticados de con- 
tenedores está cubierta fácilmente por una clase de pequeñas moléculas que tienen la 
propiedad físico-quírica tan sonpie de ser anfíifilicas, es decir, contener una parte hidrófoba 
(insoluble en agua) y otra parte bidrófBila (soluble en agua). Cuando estas moléculas están en 
el agua, se agregan, disponiendo sus partes hidrofóbicas lo más en contacto entre si posible 
y las regiones hidrofílicas en contacto con el agua. Las moléculas anfiblicas con la estruchra 
correcta se agregan de manera espontánea en forma de bicapas y generan pequeñas vesícu- 
las cerradas, cuyo contenido acuoso queda aislado del medio externo (Figura 6-108), Este 
fenémeno se puede observar mezclando fosfolípidos y agua: bajo las condiciones apropia- 
das, se formarán pequeñas vesículas, Todas las células actuales están rodeadas por una 
membrana plasmática lormada por moléculas anfífíficas —principalmente fostolípidos- con 
esta configuración; veremos estes moléculas con más detalle en el Capítido 10. 

Probablemente, las primeras células rodeadas por una membrana se formaron por el 
ensamblaje espontáneo de un grupo de moléculas enfiífficas que encerraron una mezcia de 
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ANA to pre-RNA) autorreplicante y owras moléculas (Figura 6-109). Á pesar de que no está 
claro en qué punto de la evolución de los catalizadores biológicos pudo haber ocurrido este 
suteso por primera vez, cuando las moléculas de RNA quedan selladas dentro de una mem- 
brana cerrada pueden empezar a evolucionar coma portadores de instrucciones genéticas: 
se pueden seleccionar nuevas variantes no sólo en base a su estructura, sino también en ba- 
se a sus electos sobre las demás moléculas del mismo compartimiento. Las secuencias de 
nucleótidos de las moléculas de RNA podrían expresarse ahora en las características de una 
célula viva. 


¿Cómo evolucionó la síntesis de proteínas? 


Los procesos moleculares sobre los que descansa la síntesis de proteínas en las células 
actuales parecen muy complejos. Aunque entendemos cómo funcionan muchos de ellos, no 
-  Párecen tener un sentido conceptual global semejante al de la transcripción, reparación y re- 


Figura 65-105 Una molécula de RNA que 

se pliega dando lugar a dos ribozimas 
diferentes. Este RNA de 88 nucleótidos, 
generado en el laboratorio, se puede plegar 
formando una ibozinma que leva a cabo 
úna reacción de sutounión (Ezquienda) 

o una reacción de autoescisión (derechal. La 
reacción de unión forma un enlace 215 
fosfodiéster con la liberación de pirofosfato, 
Esta reacción sella el corte [sombreado en 
grs) que se había introducido de forma 
experimental en ta molécula de RIVA. 

En la reacción llevada a cabo por el 
plegamiento HDV, el RNA se corta en esa 
misrna posición, indicada por la pueta de 
flecha. Esta rotura recuerda la que tiene lugar 
en el ciclo vital del HON, un viriss satélico 
dela hepatitis 8, de aquí el nombre del 
plegarniento, Cada nudeótido se representa . 
por un punto coloreado, pero los colores sólo 
se utúlizan para clarificar los dos patrones de 
plegamiento, Las estructuras plegadas 
ilustran las estructuras secundarias de las 
dos ribozimas, con las regiones de bases 
complementarias indicadas por la 
proximidad de los puntos coforeados. 

Es de destacar que ambas ribozimas no 
tienen estructuras secundarias Comunes, 
[Adaptado de E.A. Schultes y D,P, Bartel, 
Science 289:448-452, 2000, Con la 
autorización de AÁAS.) 


plicación del DNA. En p particular, resulta dificil imaginar ar de qué manera evolucioné la sínte- 
sis de proteínas porque actualmente fa lleva a cabo un complejo sistema integrado de 
proteínas y RNA; obviamente, las proteínas no podían existir antes de que hubiera alguna 
versión inicial del aparato de traducción funcionando. La hipótesis del mundo de RNA es es- 
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Figura 6-106 Una ribozima generada en el 
laboratorio que puede catalizar la síntesis 
de RNA sobre un patrón, a partir de 
nucleótidos trifosfato, (A) Esquema de la. 
ribozima en el que se muestra una etapa 

de ta reacción de polimerización sobre un 
patrón que cataliza. (8) Secuencia de 
nucteótidos de la ribozima en la que se 
indican los pares de bases que se forman. 

Á pesar de la relativa inefidiencia [sólo puede 
síntetizar RNA cortos), más del 950 de las 
veces esta ribozima añade la base correcta 
que indica el patrón. (De WK. Johnston 
etal, Science 292:1319-1325, 2001. Con 
autorización de la AAAS) 
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Figura 6-107 Una familia de moléculas de RNA mutuamente beneficiosas. Una molécula es la 
ribozima que se autorreplica, además de otras moléculas de RNA. Las otras molécutas catolizarian tareas 
secundarias necesarios para la supervivencia del sisterna cooperativo, por ejemplo, sintetizanido 
ribonucieótidos para la síntesis de RNA o fosfolípidos para la cormpartimentación, 


pecialmente atractiva, ya que el uso de RNA tanto en la transmisión de la información como 
en la catálisis parece económico y conceptualmente senciilo, Por muy atractiva que sea esta 


“idea sobre la vida primitiva, no explica cómo apareció el sistema actual de síntesis de protel- 


nas. Aunque sólo podemos especular sobre los orígenes de la síntesis moderna de proteínas 
y del código genético, algunas observaciones experimentales han propuesto diferentes 
escenarios posibles, 

En las células actuales, algunos péptidos cartos (como los Ó son sintetizados 
sio la participación de ribosomas. Las enzimas péptido sintezasas ensambian estos péptidos, 
con ina secuencia apropiada de sus aminoácidos, sin la participación de mENA que guie su 
síntesis. Resulta plausible que esta versión de síntesis proteica no codificada se hubiera de- 
sarrollado durante el mundo de RNA, donde podría haber estado catalizada par moléculas 
de RMA. Esta idea no presenta dificultades concepmuales porque, comio hemos visto, en las 
células e ¿los RINA catalizan la formación de E PTS También sala 


E OS A rc 


específicas, es Bal pueden juntar opacar alos con meléculas de ERNA, Por 
tanto, es posible que en el mundo de ENA aparecieran adaptadores semejantes a IRA, cada 
uno de los cuales estaría unido de forma específica a un aminoácido, marcando el principio 
delcódigo genético. 

En principio, otros RNA dos precursores de los RNA) pudieron haberse utilizado co- 
20 patrones para dirigir la polimerización no al azar de algunos aminoácidos diferentes. 
Cualquier RINA que colaborará en guiar la síntesis de un polipéptido útil, tendría una gran 
ventaja en la lucha de la evolución por la supervivencia. Podernos imaginar una ribozima 
peptidil transferasa inicial, relativamente inespecífica, que a lo largo del tiempo creciera y 
adquiriera la capacidad de colocar los (RNA cargados en una posición precisa frente a los 
moldes de RNA, llevando finalmente hasta el ribosoma moderno. Una vez empezó a-evolu- 
cionar la síntesis proteica, se abrió el camino para la oransición a un mendo de predominio 
proteico, en el que las proteínas acabarían asumiendo la mayoría de las funciones caralíticas 
y estructurales gracias a su mayor versatilidad, con 20 subunidades diferentes en lugar de 4. 


Figura 6-108 Formación de una mernbrana de fosfolípidos. Dado 
que estas moléculas tienen una cabeza hidrófila y ina cola lipófita, en 
una interfase aqua/acelte se alinean con ss cabezas hacía el agua y 
sus colas hacia el aceite. En el agua, se asocian en bicapas formando 
vesículas cerradas, en las que las colas ipáfitas están en contacto unas 
cón otras y las cabezas hidrófifas quedan expuestas hacia el agua. 
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Figura 6-109 Encapsulación de RNA por moléculas sencillas arfifílicas. 

En estos experimentos se utilizó la arcilla oíceral raontenodilonita para tioir RENA, 
con ácidos grasos, (A) Una partícula de montmnorilloráta recubierta de ANA trajo) 
ha quedado atrapada dentro de lina vesícula de ácidos grasos (verde), (2) RNA 
ojo) en solución encapsulado por ácidos grasos (verde! Estos experimentos 
dermuestran que la montmmorlloráta puede acelerar notablemente la generación 
espontánea de vesículas a parúr de moféculas anfííílicas y atrapar RINA en su E 
interior, Se ha foremulado la hipótesis de que acciones conceptualmente iguales a (A) (3) 


Loi 
ésta pudieron haber dado lugar a la primera célula pármitiva sobre la Tierra, De ] 1 rn 


MA, Hanezyc et al, Sdence 202:618-672, 2003, Con autorización de lo ARAS] j 


Sunque los escenarios descritos son altamente especulativos, las propiedades conocidas de E 
las moléculas de RNA son consistentes con estas ideas, 


Todas las células actuales utilizan DNA como material hereditario 


Si las especulaciones evolutivas que se centran en la hipótesis del mundo de RNA son c0- 
zrectas, las células primitivas debieron ser fundamentalmente diferentes a las células que co- 
nocemos especialmente en que debleron tener su información hereditaria almacenada en 
RINA en lugar de DINA [Figura 6-110). 

La evidencia de que el RNA apareció antes que el DMA a lo largo de la evolución la pode- 
mos encontrar en las diferencias químicas entre ambos compuestos. La ríbosa, al igual que 
la ghucosa y otros carbohidratos sencillos, se puede formar a partir de formaldehído 
(HCHO). un compuesto químico sencillo que se puede obtener fácilmente en el laboratorio 
en experimentos que simulen las condiciones de la Tierra primidva. El azúcar desovirribosa, 
en cambio, es más difícil de obtener. En las células actuales, se obtiene a partir de la ribosa a 
tzavés de una reacción catalizada por ua enzima proteica, lo que sugjere que la ribosa pre- 
cede ala desoxinibosa en las células. Segúo la hipótesis más probable el DINA apareció en la E 

, pre-ANA 


sistemas basados en el pre-RNA 


escena posteriormente, pero se demostró más apropiado que el RNA coro almacén perma- 
rente de información genética. En particular, la desoxirribosa de su esqueleto de azúcar-fos- 
fato hace que las cadenas de DNA sean más estables desde un punto de vista químico que 
las de RNA, de modo que se pueden mantener cadenas de DNA 1uucho más largas sin que se 
rompan, de 
Las otras diferencias entre el RNA y el DNA la estructura en doble hélice del DNA y la 
utilización de tirnina en lugar de uracilo- aumentan la estabilidad del DINA al hacer que los : 
múltiples accidentes que pueden ocurrir en la molécula sean más fáciles de reparar, como se sistemas basados en el RNA 
describe en detalle en el Capítulo 5 (véase pp. 296-297 y 300-301). 


Resumen ; 
A partir de nuestra conocimiento de los organismos actuales y de las moléculas que contienen, pare- OS Res E HA 
ce probable que el desarrollo de los mecanismos avstocaralíticos directos, fundamentales para los sis- hn SÍNTESIS DE PROTEÍNAS 
ternas vivos, se iniciase con la evolución de familias de moléculas que pudieran catalizar su propia - 
replicación. Con el tiempo, une familia de catolizadores de RNA cooperantes probablemente de- sistemas ES el RA 

PS 3 Y ek 
sarrolió la capacidad de dirigir la sintesis de polipéptidos. El DIVA parece haber sido una adición tar- is iS 


día: a medida que la acumulación de catalizadores proteicos adicionales permitía la evolución de 
células más eficientes y cornplejas, la doble hélice de DINA reemplazó al RNA como molécula más es- 
table que permitía el almacenamiento de mayores cantidades de información genética, necesarias 
para estos nuevas células, 


EVOLUCIÓN DE MUEVAS ENZIMAS 
QUE PUEDEN REPUCAR EL DNA 

Y HACER COPIAS DE RNA 

A PARTIR DE ÉL 


Figura 6-110 La hipótesis de que el RNA precedió al DNA y las proteínas en 
la evolución. Entdas células trás primitivas, Unas moléculas de pre-RRA habrian 
combinado funciones genéticas, estructurales y catalíticas y el ANA habría 
asumido de fórma gradual el control de éstas, En las células actuales, el DNA es 
el almacén de la información genética y las proteinas llevan a cabo la mayoría 

- delas funciones cotalíticas. El RNA actúa fundamentalmente como un 
intermediario en ta síntesis de las proteínas, aunque todaría sigue siendo el 
catalizador en unas cuantas rescciones cruciales, 


células actuales 


0 
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| 


DEL DNA ALENA 


PROBLEMAS 


¿Qué afirmaciones son ciertas? Explicar por qué sío por qué no 


6-1 Las consecuencias de los errores en la ranscripción sea 
menores que las de los errores en la replicación del RNA. 


6-2 — Debido a que los intrones son “chatarra” genética, no es 
necesario que sean eliminados de forma precisa del transcrito 
primario durante la maduración del RNA 


6-3  Elbalanceo del apareamiento de bases se produce entre la 
primera posición del codón y la tercera posición del anticodór. 


64 — Secree que en las cólulas actuales las enzimas proteicas so- 
brepasen en mímero a las ribozimas porque catalizan una mayor 
variedad de reacciones y a velocidades mayores que las ribozimas, 


Resolver los siguientes problemas 


6-5 — ¿Enqué sentido se tiene que haber desplazado la RNA po- 
Emerasa sobre el molde de la Figura P6-1 para haber generado 
las estructuras superenrolladas que se muestran? ¿Es previsible 
que se generen estructuras superenrolladas si la RNA polimerasa 
fuese libre de rotar alrededor del eje del DNA a medida que ayar- 
za a lolargo del molde? 


RNA polimerasa 


superhélices positivas superhélices negativas 


Figura P8-1 Superenvollamientos alrededor de una RNA polimerasa que 
se desplaza (Problema 6-5). 


66 — Durante la transcripción varios fosfatos se unen al CTD 
(dominio C-terminal) de la RNA polimerasa IE ¿Cuáles son las di- 
ferentes funciones que desempeña la fosforilación de CTD de la 
RNA polimerasa 117 


6-7  Elgen dela o-tropomiosina humana madura de forma al- 
ternativa produciendo diferentes formas de mRNA de a-htopo- 
miosina en diferentes tipos celulares Figura P6-2). En todas las 


(A) GEN HUMANO DE LA o-TROPOMIOSINA 


3 4 5 6 910 
-- ____—Ñ——_——+ SH Á 
23 8 + 12 1 


(B) CUATRO VARIANTES DE MADURACIÓN 


Figura P6-2 MENA producidos por maduración alternativa a partir del gen : 
humano de la 0-gopomiosina (Problema 6-7). (A) Exones en el gen de la 
drtroporniosina humana, Los rectángulos azules y rojos indicantas 
localizaciones y los tamaños relativos de los exones. (8) Patrones de 
maduración de cuatro mANA de o-tropomiosina.La maduración está 
indicada por lfneas que conectan los exones que son ncluidos en el mRNA. 
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formas de mRINA, la secuencia de la proteína codificada es la mis- 
ma para los exones 1 y 10. Los exones 2 y 3 son exones alternativos 


“utilizados en diferentes mANA, corso lo son los exones 7 y 8. ¿Cuál 


de las siguientes afirmaciones sobre los exones 2 y 3 es la más pre- 
cisa? ¿Esta afirmación también resulta adecuada para los exones 7 
y 8? Explicar las respuestas. 

A. —Losexones 2 y 3 deben tener el mismo número de nucleótidos, 
E. Cada uno de los exones 2 y 3 deben corener un número en- 
tero de codones (es decir, el número de nucleótidos dividido por 3 
debe ser entero). 

£. Cada uno de los exones 2 y 3 tiene que contener un número de 
nucleótidos que dividido por 3 dé el mismo resto (es decic0, 102 


6-8 Tras tratarunas células con un mutante químico, se aíslan 
dos mutantes. Uno de ellos presenta alanina y el otro preserita me- 
tionina en un lugar de una proteína en el que habitualmente bay 
una valina (Figura P6-3). Después de volver a tratar estos mutan- 
tes con el mutágeno, a partir de ambos se aíslan mutantes que 
contienen treonina en el lugar original de la valína (Figura P6-3). 
Asumiendo que todas las mutaciones suponen un solo cambio de 
nucleótido, deducir los codones que utiliza la valia, la metionina, 
la treonine y la alenina en el lugar afectado. ¿Es posible aiskar mue 
tantes de valina a treonína en un solo paso? 


Figura P6-3 Dos rondas de 
mutagénesis y los aminoácidos 
alterados en una posición 
determinada de una proteína 
Problema 6-2), 


Ala segundo 


idas 
Val Thr 
Met 


6-9  Elfactor de elongación EF-Tu introduce dos pequeños re- 
trasos entre la formación de peres de bases codón-anticodón y la 
formación del enlace peptídico. Estos retrasos incrementan la 
precisión de la síntesis de proteínas. Describir estos retrasos y eXx- 
plicar córno aumentan la fidelidad de la traducción, 


6-10 Las chaperonas moleculares similares a Hsp60 y las 
Hsp70 presentan afinidad por zonas hidrofóbicas presentes en 
proteínas, ya que las utilizan como indicadores de plegamiento 
incompleto. ¿Por qué se supone que las zonas hidrofóbicas se 
pueden utilizar como señales críticas del estado de plegamiento 
de una proteína? 


6-31 La mayoría de las proteínas necesitan que chaperonas 
moleculares les asistan para poderse plegar de farma correcta. 
¿Cóxmo se las arreglan las chaperonas moleculares para plegarse 
correctamente? 


6-12 Qué tiene tan especial el RNA que le hace ser un precursor 
evolutivo del DNA y de las proteínas tan atractivo? ¿Qué tiene el 
DNA que le hace ser un material mejor que el RNA para almace- 
nar la información genética? 


6-13. Si una molécula de RNA puede formar una horquilla con 
un lazo interno simétrico, como se muestra en la Figura 6-4, el 
complementado de esta forma de RNA ¿podrá formar una estruc- 
tara similar? Sí es así, ¿tienen que haber algunas regiones de arn- 
bas estructuras que sean idénticas? ¿Cuáles? 


C-u 


£ sx y a a e 
ACA C-c-6, "Figura P6-4 Una horquilla de ANA 
Y -<-G-U A dl con un lazo intemo simétrico 

: A (Problerna 6-13). 
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El control de la 


ed 


expresión génica 


El DNA, de un organismo codifica todas las raoléculas de RNA y de proteína necesarias para 
la construcción de sus células. Sin embargo, la descripción completa de la secuencia de DNA 
de un organismo tanto los pocos millones de nucleótidos de una bacteria como los escasos 
miles de millones de nucleótidos del genoma humano no permitiría reconstruir un orga- 
nismo, como tampoco podríamos reconstruir una obra de Shakespeare a partir de una ista 
de palabras inglesas. En ambos casos el problema radica en saber cómo se utilizan los ele- 
mentos de secuencia de DINA o las palabras de la lista ¿En qué condiciones se produce cada 
uno de los productos génicos y, una vez producido, qué hace cada uno de ellos? 

En este capítulo abordaremos la primera parte de este problema, es decir, las reglas y 
mecanismos que determinan que en cada célula sólo se expresen especificamente una se- 
lección de genes. Los mecanismos que controlan la expresión de los genes actúan a varios 
niveles. Comenzamos con una introducción a algunos de los principios básicos del control 
génico en los organismos pluricelulares. 


INTRODUCCIÓN AL CONTROL GÉNICO 


Los distintos tipos celulares de un organismo pluricehular suelen diferir profundamente tan- 
to en estructura como en función, Si comparamos, por ejemplo, una neurona de mamilero 
con un Ainfocito, observaremos que las diferencias son tan grandes que se hace difícil imagi- 
nar que ambas células tienen el mismo genoma (Fira 7-13. Por esta razón y porque la di- 
ferenciación celular suele ser irreversible, los biólogos inicialmente sospecharon que 
durante el proceso de diferenciación de las células los genes se deberían perder de modo se- 
lectivo. Sin embargo, en la actualidad sabemos que la diferenciación celular depende por lo 
general de cambios en la expresión génica y no de cambios en la secuencia mudos eñRicn del 
genoma celular. . 


Los distintos tipos celulares de un organismo pluricelular 
corttienen el mismo DNA 


- Los tipos celulares de un organismo pluricelular se diferencian wnos de atros porque sinte- 


tizan y acumulan distintos juegos de moléculas de RNA y de proteínas. La mejor evidencia 
de que esto se consigue sin alterar la secuencia de DNA procede de una serie de experimen- 
tos clásicos con ranas. Cuando se inyecta el núcleo de una célula totalmente diferenciada 
de rana en un huevo cuyo núcleo ha sido eliminado, el núcleo dador inyectado es capaz de 
programar el huevo receptor para que produzca un renacuajo normal (Figura 7-24). El re- 
nacuajo contiene un espectro completo de células diferenciadas, las cuales han adquirido 
sus secuencias de DNA a partir del núcleo de la cétula dadora original, lo cual significa que 
la célula dadora diferenciada no ha perdido ninguna secuencia importante de DNA. En ex- 
perimentos realizados con varias plantas se ha legado a una conclusión similar. En estos 
experimentos se cultivaron. fragmentos de tejido diferenciado en un medio de cultivo sin- 
tético y de estos fragmentos se disociaron células individuales. A menudo, cada una de es- 
tas células es capaz de regenerar una planta adulta entera (Figura 7-2B). Por último, este 
mismo principio ha sido demostrado en mamiferos incluidos ovejas, bovinos, cerdos, ca- 
bras, perras y ratones- mediante la introducción de núcleos de células somáticas en el in- 
terior de oocitos enucleados, Al implantarse experimentalmente en madres nodriza, 
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El control de la 


ed 


expresión génica 


El DNA, de un organismo codifica todas las raoléculas de RNA y de proteína necesarias para 
la construcción de sus células. Sin embargo, la descripción completa de la secuencia de DNA 
de un organismo tanto los pocos millones de nucleótidos de una bacteria como los escasos 
miles de millones de nucleótidos del genoma humano no permitiría reconstruir un orga- 
nismo, como tampoco podríamos reconstruir una obra de Shakespeare a partir de una ista 
de palabras inglesas. En ambos casos el problema radica en saber cómo se utilizan los ele- 
mentos de secuencia de DINA o las palabras de la lista ¿En qué condiciones se produce cada 
uno de los productos génicos y, una vez producido, qué hace cada uno de ellos? 

En este capítulo abordaremos la primera parte de este problema, es decir, las reglas y 
mecanismos que determinan que en cada célula sólo se expresen especificamente una se- 
lección de genes. Los mecanismos que controlan la expresión de los genes actúan a varios 
niveles. Comenzamos con una introducción a algunos de los principios básicos del control 
génico en los organismos pluricelulares. 


INTRODUCCIÓN AL CONTROL GÉNICO 


Los distintos tipos celulares de un organismo pluricehular suelen diferir profundamente tan- 
to en estructura como en función, Si comparamos, por ejemplo, una neurona de mamilero 
con un Ainfocito, observaremos que las diferencias son tan grandes que se hace difícil imagi- 
nar que ambas células tienen el mismo genoma (Fira 7-13. Por esta razón y porque la di- 
ferenciación celular suele ser irreversible, los biólogos inicialmente sospecharon que 
durante el proceso de diferenciación de las células los genes se deberían perder de modo se- 
lectivo. Sin embargo, en la actualidad sabemos que la diferenciación celular depende por lo 
general de cambios en la expresión génica y no de cambios en la secuencia mudos eñRicn del 
genoma celular. . 


Los distintos tipos celulares de un organismo pluricelular 
corttienen el mismo DNA 


- Los tipos celulares de un organismo pluricelular se diferencian wnos de atros porque sinte- 


tizan y acumulan distintos juegos de moléculas de RNA y de proteínas. La mejor evidencia 
de que esto se consigue sin alterar la secuencia de DNA procede de una serie de experimen- 
tos clásicos con ranas. Cuando se inyecta el núcleo de una célula totalmente diferenciada 
de rana en un huevo cuyo núcleo ha sido eliminado, el núcleo dador inyectado es capaz de 
programar el huevo receptor para que produzca un renacuajo normal (Figura 7-24). El re- 
nacuajo contiene un espectro completo de células diferenciadas, las cuales han adquirido 
sus secuencias de DNA a partir del núcleo de la cétula dadora original, lo cual significa que 
la célula dadora diferenciada no ha perdido ninguna secuencia importante de DNA. En ex- 
perimentos realizados con varias plantas se ha legado a una conclusión similar. En estos 
experimentos se cultivaron. fragmentos de tejido diferenciado en un medio de cultivo sin- 
tético y de estos fragmentos se disociaron células individuales. A menudo, cada una de es- 
tas células es capaz de regenerar una planta adulta entera (Figura 7-2B). Por último, este 
mismo principio ha sido demostrado en mamiferos incluidos ovejas, bovinos, cerdos, ca- 
bras, perras y ratones- mediante la introducción de núcleos de células somáticas en el in- 
terior de oocitos enucleados, Al implantarse experimentalmente en madres nodriza, 
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Figura 7-1 Una neurona de mamífero y un linfocito. Las largas ramificaciones 
de esta neurona desde la rerina, le permiten recibir señales eléctricas desde 
rouchas células y trastadar estas señales a muchas células vecinas. El linfocito es 
una célula sanguínea implicada en la respuesta inmune frente a fas infecdiones 
y se desplaza libremente por el cuerpo. Ambos tipos de células contienen el 
mismo genoma, pero expresan distintos RNA y proteínas. (De BB. Boycott, 
Essays on the Nervous System [R. Bellairs y EG. Gray, eds]. Oxford, 

UK, Clarendon Press, 1974. Í 


algunos de estos ovocitos (denominados cigotos reconstruidos) llegan a dar lugar a ani- 
males viables (Figura 7-20). 

Otxa prueba de que durante el desarrollo de los vertebrados ni se pierden ni se reorga- 
tizan grandes bloques de DNA procede de la comparación de los patrones de bandas que 
se detectan en los cromosomas mitóticos condensados de distintos tipos celulares (véase 
Figuza 4-11). Según este criterio, parece que los conjuntos de cromosomas de las células di- 
ferenciadas del cuerpo humano son idénticos. Además, comparaciones de los genomas de 
diferentes células basadas en técnicas de DNA recombinante demuestran, por lo general, 
que los cambios de expresión génica que subyacen al desarrollo de los organismos plurice- 
hulares no dependen de cambios en las secuencias de DINA de los genes correspondientes. 
Sin embargo en algunos casos durante el desarrollo de tun organismo se produce una reor- 
denación del DNA en el genorna, especialmente generando la diversidad del sistema inmu- 
nitario de los mamiferos, que trataremos en el Capítulo 25. 


S 


. Distintos tipos celulares sintetizan distintos conjuntos 
de proteínas 


Da primer paso paxa tratar de entender la diferenciación celular podría consistir en averl- 
guar cuántas diferencias existen entee dos tipos celulares dados. Aunque la respuesta a esta 
cuestión fundamental todavía se pos escapa, podemos hacer aigunas afirmaciones generales: 


1. Muchos procesos son comunes a todas las células. Por lo tanto, dos células cuales- 
quiera de un organismo presentarán muchas proteínas en comia. Entre ellas se en- 
cuentran las proteínas estructurales de los cromosomas, RNA polimerasas, enzimas 
de reparación del DNA, proteínas ribosómicas, enzimas implicadas en las reacciones 
centrales del metabolismo y muchas de las proteínas que forman el citoesqueleto. 


2. Algunas proteínas son abundantes en las células especializadas en las que actúan pe- 
ro no se pueden detectar en ningún otro úpo celular, aunque se utilicen métodos muy 
sensibles, Por ejeraplo, la hemoglobina sólo se puede encontrar en los erttrocitos, 


3. Estudios acerca de la cantidad de mANA distintos indican que, en un momento dado, 
una célula bunaná Upica expresa un 30-60% de sus aproximadamente 25.000 genes. 
Al comparar los patrones de RNA exnrdistintas líneas celulares humanas se Observa 
que el nivel de expresión de casi cualquier gen activo varía de un tipo celular a otro. AL- 
gunas de estas diferencias son muy patentes, como el caso de la hemoglobina men- 
cionado, pero la mayoría son mucho más sutiles. Incluso genes que se expresan en 
todos los tipos celulares varían en su nivel de expresión de un tipo celular a otro. Los 
patrones de abundancia de mBNA (determinados mediante microchips de DNA, des- 
crito en el Capítulo 8) son tan característicos de un tipo celular determinado que pue- 
den utilizarse para caracterizar células de cáncer humano cuyo origen tisular es 
incierto (Figura 7-3). 

4. A pesar de que las diferencias de mRNA entre tipos celulares especializados son pa- 
tentes, suponen una subestimación del total de diferencias en el patrón de produc- 
ción de proteínas. Coro veremos en este capítulo, existen muchos pasos tras la 
transcripción en los que la expresión génica puede regularse. Por ejemplo, fa madura- 
ción alternativa puede generar una familia entera de proteínas a partir de un único 
gen. Porvíltimo, las proteínas pueden sufrir modificaciones covalentes una vez han si- 
do sintetizadas. Así, la mejor forma de apreciar las diferencias radicales de expresión 
génica entre tipos celulares es mediante la utilización de métodos que permitan vi- 
sualizar directarmente los niveles de las proteínas y sus modificaciones postraducrio- 
nales (Figura 7-4), 
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Figura 7-2 Evidendas de que la célula diferenciada contiene todas las instrucciones genéticas necesarias 

para divigtr la formación de un organismo completo. (A) El núcleo de tuna célula de la ptel de una rana adulta, 
trasplantado a in óvulo enticleado, puede dar lugar a un renacuajo completo, La fecha discontinua indica que, para 
que el genoma trasplantado tenga tiempo de ajustarse a un desarrollo embrionario, se requiere un paso adicional 
de transferencia que consiste en tornar uno de los núcleos del embrión en tna Fase ternprana de su desarrollo y 
cofocarlo en un segundo óvulo enucleada, (8) En muchos tipos de plantas, las células diferenciadas conservan la. 
capacidad de “desdiferenciación” de modo que una sola célula puede generar un clon de células progenitoras, quie 
podrán dar lugar a una planta completa. (C) Un aúdeo diferenciado de una célula de vaca adulta introductda en un 
óvulo enucleado de una vaca distinta, puede dar lugar a un ternero. Distíntos terneros generados a partir de la 
misma célula diferenciada donante serán genéticamente idénticos y, por lo tanto, serán clones entre ellas. 

(A, modificado a partir de 18, Gurdon, Sel. Am. 2194-35, 1968. Con fa autorización de Scientific Arnerican.) 


Determinadas señales externas pueden provocar que una célula 
cambie la expresión de sus genes 


La mayor parte de las células especializadas de un organismo pluricelular son capaces de 
alterar su patrón de expresión génica como respuesta a señales extracelulares. Por ejerplo, 
si se expone una cétala de hígado a una hormona glucocorticoide, se incrementa notable- 
mente el nivel de producción de algunas proteínas determinadas. Los glucocorticoides se ll- * 
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o desconocida leucemia estómago Figura 7-3 Diferencias en el patrán de 
' e E ¿ ; e e expresión de mRNA entre distintos tipos 
coc A iii ON AA o 09 ps de cótulas cancerosas humanas, Esta figura 

y resume un conjunto muy amplio de análisis 
enos que se determinaron los niveles de 
MENA de 1809 genes seleccionados 
talineados de arriba a abajol para 142 líneas 
celulares tumorates humanas distintas 
lelneadas de izquierda o derecha), de 
pacientes distintos. Cada una de las 
pequeñas barras rojas indica que un 
determinado gen de un temor se transcribe 
a un nivel más elevado que el valor promedio 
de todas las lineas celulares. Cada una de las 
pequeñas barras verdes indica una expresión 
por debajo del promedio, y cada barra negra 
indica un nivel de expresión cercana al 
promedia de los distintos tumores. 
El procedimiento utilizado para generar 
estos datos —aistarniento de mRNÁ seguido 
de hibridación a microchips de DNA- se 
describe en el Capítulo 3 pp. 574-573 
La figura muestra que los niveles relativos 
de expresión de cada uno de los 1800 genes 
analizados varía entre los distintas tumores 
fío cual se puede ver siguiendo un gen 
determinada, de izquierda a derecha ado latgo 
de la figural. Este análisis muestra también 
que cada tipo de tumor dene un patrón 
de expresión génica característico, Esta 
información puede ser utilizada para 
*“Gpificar” las células cancerosas de un tejido 
desconocido comparando su perfil de 
expresión génica con el de tumores 
conocidos. Por ejemplo, la muestra 
desconocida que aparece en la figura se ha 
identificado como tn cáncer de pulmón. 
(Cortesía de Patrick O, Beown, David Botstein, 
y Stanford Expression Collaboration.) 
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Figura 7-4 Diferencias en las proteínas que se expresan en dos tejidos humanos. En cada panel las 
RES proteíñas se visualizan utilizando electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida (véase pp. 521-522). 
Las proteínas se han separado según $u peso molecular de orribo abajo) y su punto isaeléctico, el pH 
a E el cual la proteína deja de tener carga nera ide derecha a izquierda). Las manchas de proteína teñida de 
. a forma artificial en rojo son comunes a ambas muestras; en azul aparecen las que son específicas para uno de 
de Jos dios tefidos. Las diferencias entre las muestras de los dos tejidos sobrepasan ampliamente las similitudes: 
iactuso para las proteínas que son compartidas por los tejidos, su abundanda relativa suele ser distinta. Cabe 
destacar que esta técnica separa las proteínas por su temaño y por su carga; en consecuencia una proteína 
que tenga varios estados distintos de fosforilación aparecerá como una serie de manchas horizontales (vézse 
La la parte superior derecha del panel de la derecha). Sólo se muastra una pequeña parte de todo el espectro de 
au proteínas de cada muestra. Pese a que la electroforesis bidimensional en gel proporciona un modo sencillo 
de visualizar las diferencias entre dos muestras de proteína, los métodos basados en espectrometeria de 
fnasas (véase pp. 519-521) proporcionan una información mucho más detebada y, por lo tanto, se utilizan 
más a menudo, (Cortesía de Tim Myers y Leigh Anderson, Lasge Scale Biology Corporation.) 
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heran durante periodos de ayuno o de ejercicio intenso e indican al higado la necesidad de 
producir más glucosa a partir de aminoácidos u otras pequeñas moléculas; el conjunto de 
las proteínas cuya producción se induce incluye enzimas como la drosina arinotrranslerasa, 
que contribuye a transformar rosina en glocosa. La producción de estas proteínas recupe- 
ra sus niveles normales cuando la hormona desaparece. 

- Otros tipos celulares responden a los glucocorticoides de manera diferente, Por ejero- 
plo, los adipacitos reducen la producción de ticosina aminotranslerasa, mientras que otros 
tipos celulares no responden a los glucocorticaides de ninguna forma. Estos ejemplos ilus- 
traa una característica general de la especialización celular: frecuentemente diferentes tipos 
celulares responden en forma diferenze a una misma señal extracebular. En la base de estas 
adaptaciones en respuesta a señales extracelulares, existen wna serie de rasgos que no cant 
bian y que confieren a cada tipo celular sus propiedades características permanentes, 


La expresión génica se puede regular en muchas de las etapas 
de la vía que conduce desde el DNA al RNA y a las proteínas . 


Silas diferencias que existen entre los distintos tipos de células dependen de los genes con. 
cretos que expresan estas células, ¿a qué nivel se ejerce el control de la expresión génica? Co- 
mo se expuso en el capítulo anterior, la vía que conduce desde el DINA hasta las proteínas 


está formada por muchas etapas. Ahora sabernos que, en principio, todas ellas se pueden ' 


regular. Así, las células pueden controlar la síntesis de proteínas (1) regulando cuándo y con 
qué frecuencia se transcribe un gen concreto (control transcripcional), (2) controlando la 
maduración a el procesamiento de los transcritos primarios de RNA (control del procesa- 
miento del RNA), (3) seleccionando los mRNA maduros que van a ser exportados del núcleo 
al cltosol y dónde van a localizarse en el citosol (control del transporte y localización del 
RNA), (4) seleccionando los mANA citoplasmáticos que van a ser traducidos por ribosomas 
(control traduccional), (5) desestabilizando selectivamente algunas moléculas de mENA ci- 
toplasmático | (control de la degradación de los mmEdA), o (6) activando, inactivarido, degra- 
dando o ubicando de modo selectivo las proteínas ya sintetizadas (control de la actividad 
proteica) (Figura 7 5" 

Para la mayóría de genes, los controles transcripcionales son los más importantes. Esta 
tiene sentido ya que de todos los posibles puntos de control lustrados en la Figura 7-5, so- 
lamente el control transcripcional asegura que no se sinteticen intermediarios superfuos. A, 
continuación describiremos los componentes de DNA y de proteínas que reguiaa la inicia» 
ción de la transcripción génica, y al final del capítulo se analizarán muchos otros mecanis- 
mos que ca regular la expresión de los genes, 


Resumen 


El genoma de una célula contiene, en la secuencia de su DNA, la información necesaria para produ- 
cir miles de proteínas y moléculas de RNA diferentes. Una célula expresa típicarnente sólo algunos de 
Sus genes y los diferentes tipos celulares de los organismos pluricelulares se forman porque expresan 
diferentes conjuntos de genes Además, las células pueden cambiar el parón de expresión de sus genes 
en respuesta a cambios en su ambiente, tales como señales que procedan de otras células. Aunque, en 
principio, todas las etapos implicadas en la expresión de un gen están reguladas, el punto de corarol 
más importante en la mayoría de los genes es la iniciación de la transcripción a RINA, 
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Figura 2-3 Seis etapas en las que se 
puede controlar la expresión génica” 
enfos eucariotas. En este capitulo sóla 
comentarernos los controles que actúan 
en las etapas de la Ta la5.Lsetapa G la 
regulación de la actividad proteica) se da 
en gran parte a través de modificaciones 
de tipo postraduccional que incluyen 
fosforilación, acetilación y ublquitinación 
(véase Tabla 3-3, p. 186) y se trata envarios 
capitulos de este libro, 
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MOTIVOS ESTRUCTURALES DE UNIÓN A DNA 
EN LAS PROTEÍNAS DE REGULACIÓN GÉNICA 


¿De qué foreaa una célula puede determinar cuáles de sus miles de genes se han de transcri- 
bir? Como se ha apuntado en el Capítulo 6, la transcripción de cada gen está controlada por 
una región de DINA próxima al lugar donde se inicia la transcripción. Algunas regiones regú- 
ladoras son sencillas y actúan como hoterruptores activados por una sola señal. Otras regio» 
nes reguladoras son complejas y parecen minúsculos microprocesadores, respondiendo a 
vanas señales, que interpretan e integran decidiendo si activan o no el gen vecino. Sean sen- 
cillos o coraplejos, estos dispositivos interruptores se encuentran en todas las células y están 
formados por dos tipos de componentes fundamentales: 0) cortas secuencias de DNA defi» 
nidas y (2) protelnos de regiilación génica que reconocen y se unen a este DINA. 

Íniciareraos el estudío de las protefaas de regulación géndca describiendo cómo fueron 
descubiertas. 


Las proteínas de regulación génica se descubrieron mediante 
técnicas de genética bacteriana 


. 


Los análisis genéticos realizados en bacterias durante la década de 1950 aportaron las pri- 
meras evidencias de la existencia de proteínas de regulación génica fa menudo llamadas 
de forma general “factores de transcupeción”) capaces de activar o desactivar conjuntos de- 
terminados de genes. Uno de estos reguladores, el represor lambdáa, está codificado por un 
virus bacteriano, el bacteriófago lambda. El represor inecuva los genes del virus que codifl- 
can los coraponentes proteicos de las nuevas partículas víricas capacitando así al genorna 
vírico a permanecer en el cromosolna bacteriano coro un pasajero silencioso, muliplicán- 
dose con la bacteria cuando las condiciones son favorables al ceecimiento bacteriano (véase 
Figura 5-78). El represor lambda fue una de las primeras proteínas de regulación génica que se 
caracterizaron y corscinóa siendo waa de Jas mejor conocidas como verernos más adelante. 
Otos reguladores bacterianos responden a condiciones nutricionales inactivando conjuntos 
de genes que codifican grupos de enzimas del metabolismo que ya no se necesitan, El represor 
Lac, la primera de estas proteínas bacterianas que se descubrió, inacuva la producción de pro- 
teínas implicadas en el metabolismo de la lactosa cuando ésta no se encuentra en el medio. 

La prirnera etapa hacia la comprensión de la regulación de los genes fue el aislamiento 
de cepas de bacteria y de bacteriófago lambda mutantes incapaces de inactivar determina- 
dos grupos de genes, En aquel tempo se propuso, y posteriormente se demostró, que la ma- 
yoría de esos mutantes eran deficitarios en proteínas que actuaban como represores 
específicos de esos grupos de genes. Debido a que estas protefaas, como la mayoría de las 
proteínas reguladoras, se encuentran en pequeñas cantidades, su alistamiento fue muy dit 
cil y largo. Se purificaron mediante fraccionamiento de extractos celulares, Una vez aisladas, 
se abservú que las proteínas se unían a secuencias de DNA próximas a los genes que regula- 
ban. Las secuencias de DINA que reconocían fueron determinadas mediante una combina- 
ción de genética clásica y métodos para estudiar las interacciones proteína-DNA descritos 
más adelante en este capítulo. 


El exterior de la hélice de DNA puede ser leído por proteínas 


Cormno se ha descrito en el Capítulo 4, el DNA de un eroraosoma está formado por una doble 


hélice muy larga (Figura 7-6). Las proteínas reguladoras han de reconocer secuencias espect- 
ficas del interior de esta estructura. En un principio se pensó que para ser capaces de distin" 
guír una secuencia de DNA de la otra, estas proteínas deberían acceder a los enfaces de 
hidrógeno sitaados entre las parejas de bases en el interior de la doble hélice. Sin embargo, 


actualmente se sabe que las proteínas reguladoras pueden reconocer la información acerca de . 


Figura 7-6 Estructura de la doble hélice del DNA. Un modelo en volumen del 
DMA que muestra los surcos mayor y menor en el exterior de la doble hélice. Los 
átomos se han coloreado como sigue: carbono, azul oscuro; nitrógeno, azul 
cdoro; hidrógeno, blonco; oxigeno, rojo; fósforo, amarillo. : 
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Figura 7-7 Córno es posible reconocer los apareamientos de las bases a partir de sus extremos sin necesidad de abrir la doble 
hélice. Se muestran las cuaYo configuraciones posibles de pares de bases, con lós dadores de enfaces de hidrógeno indicados en 
azdl, los aceptores de enlaces de hidrógeno en rojo y los propios enfaces de hidrógeno como series de líneas rojas cortas y paralelas, 
Los grupos metilo que forman protuberancias hidrofóbicas se han indicado en emorillo y los átomos de hidrógeno que están unidos 
a carbono (y por tanto son inaccesibles a los enfaces de hidrógeno) se señalan en blanco. (De C. Branden y /. Tooze, Introduction to 


Protein Structure, 23 ed, Nevw Yorc Garland Publishing, 1999.) 


la secuencia de DINA desde el exterior de la doble hélice, sin necesidad de abrirla. El borde de 
cada, pareja de bases está expuesto en la superficie de la doble hébice, presentando un patrón 
característico de aceptores y dadores de enlaces de hidrógeno y parches hidrofóbicos recono» 
cibles por proteínas, tazito en el surco mayor como en el menor (Figura 7-7). Sin embargo, só- 
lo en el surco mayor los patrones son marcadamente diferentes para cada uno delos cuatro 
apareamientos de bases (Figura 7-8). Como veremos, esta es la razón de que por lo general las 
proteínas de regulación génica establezcan contactos específicos con el surco mayor. 


SUrCD Menor 


SUTCO Mayor 


CLAVE: 


= aceptor de enlaces 
de hidrógeno 


= dador de entaces 
de hidrógeno 


ss = átomo de hidrógeno 


Basi =grupo metilo” 


Figura 7-8 Un código de reconocimiento 
del DNA. El borde de cada base, visto 
directamente desde el surco mayor o desde 
elsurco menor, contiene un patrón distintivo 
de aceptores y dadores de enfaces de 
hidrógeno y de grupos metilo, Cada uno de 
los cuatro posibles aparearmientos de bases 
proyecta un patrón de rasgos característico, 
Sin embargo, desde el surco menor se 
confunden los patrones para GC y CG 


y para AT y TA. £l código de colores es el 


mismo que se ha utilizado en la Figura 72. 
(De C. Branden y 5, Tooze, invoduction to 
Proteln Suucture, 22 ed, Newr York Garland 
Publishing, 1999) 
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Secuencias cortas de DNA son componentes fundamentales 
de los interruptores genéticos 


Una secuencia nucleotídica específica se puede “leer” como un patrón molecular de rasgos 
en la superficie de la doble hélice del DNA. Algunas secuencias nucieotídicas particulares, 
cada una de las cuales tiene una longitud de menos de 20 pares de bases, actúan como com- 
ponentes fundamentales de los intermptores genéticos, al actuar como lugares específicos 
de reconocimiento para la unión de determinadas proteínas de regulación génica. Se had 
identificado miles de estas secuencias de DINA, cada una de las cuales es reconocida por una 
proteína reguladora (o por una secie de proteínas muy relacionadas entre sí). Algunas de las 
proteínas reguladoras de la expresión génica que se explican en este capitulo se listan en la 
Tabla 7-1 junto con las secuencias que reconocen, 

Abora volvamos a les proteínas de regulación génica, el segundo componente funda- 
mental de los interruptores penéticos. Empecernos por las características fandarmentales 
que permiten a estas proteínas reconocer secuencias cortas de DINA contenidas en una do- 
bie hélice roucho mayor, : 


Las proteinas de regulación génica contienen motivos estructurales 
que pueden leer secuencias de DNA 


Ex biología, el reconocimiento molecular generalmente se basa en el ajuste exacto entre las 
superficies de dos moléculas; el estudio de las proteínas de regulación génica ha suministra- 


do algunos de los ejemplos más evidentes de este principio. Una proteína de regulación gé- 


- nica reconoce una secuencia de DNA específica porque la superficie de la proteína es 


Tabla 7-1 Algunas proteínas de regulación génica y las secuencias de DNA 
que reconocen 
eS 
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*Para mayor facilidad, para cada proteina se da una Única secuencia de reconocimiento en lugar de una 
secuencia consenso (véase Figura 6-12). 


ES 


MOTIVOS ESTRUCTURALES DE UNIÓN A DNA EN LAS PROTEÍNAS DE REGULACIÓN GÉNICA Sa 419 


complementaria a la superficie de la molécula de DNA, con sus rasgos estructurales ca. 
racterísticos en esa región. En la mayoría de los casos, le proteína establece tuna serie de con- 
tactos con el DNA, incluyendo enlaces de hidrógeno, enlaces iónicos e interacciones 
hidrofébicas. Aunque cada uno de los contactos es débil, las 20 contactos o más que se estás 
blecen en la interfase DNA-proteína actúan conjuntamente asegurando una interacción que 
es altamente especifica y muy fuerte (Figura 7-9). De hecho, las interacciones DNA-protel- 
na se encuentran entes las interacciones moleculares más fuertes y específicas de las cono- 
cidas en biología. 

áumque cada uno de los ejeraplos de reconocimiento proteína-DNA es único en sus de- 
talles, los estudios de cristalografía de rayos X y de espectroscopia NMR de unos 30 comple- 
jos de protefuas reguladoras con sus secuencias especificas, han mostrado que la mayor 
parte de dichas proteínas contienen uno de entre una pequeña serie de motivos estructtura- 
les de tión a DINA. Cada uno de estos motivos utiliza tanto hélices a como láminas É para 
unirse al surco mayor del DNA; este surco, como ya bemos visto, contiene información sufi- 
ciente para permitir distinguir una secuencia de DMA de cualquier otra. El ajuste es tan bue- 
no que es tentador especular que las dimensiones de las unidades estructurales básicas de 
los ácidos nucleicos y de las proteínas evolucionaron juntes permitiendo que estas molécu- 
las se pudieran ajustar mejor. Ú 


El motivo hélice-giro-hélice es uno de los motivos de unión 
á DNA más sencillos y habituales 


El primer motivo estructural de unión a DNA que se descubrió fue el hélice-giro-hélice, 
Identificado originalmente en proteínas bacterianas, se ha encontrado en muchos centena- 
res de proteínas de unión a DNA tanto de eucariotas como de procariotas. Consta de dos hé- 
lices «e conectadas por una corta cadena de aminoácidos que forma el “giro” (Figura 7-10). 
Las dos hélices se mantienen en un cierto ánguio fundamentalmente por interacciones en- 
tre ambas. La hélice más próxima al externo carboxilo se denomina la hélice de reconoci- 
miento ya que se adapta al surco mayor del DNA; las cadenas laterales de sus aminoácidos, 
que difieren de una proteína a otra, desempeñan un papel muy importante en el reconoci- 
miento de las secuencias de DNA específicas a las que se une la proteína. 

Aparte de la región de hélice -giro-hélice, la estructura de las proteínas que contienen 
este motivo varía enormemente (Figura 7-13). Así pues, cada proteína presenta su motivo 
hélice-giro-hélice al DNA de una forma íbnica, un rasgo que parece que aumenta la versati- 
lidad del motivo hélice-giro-hélice al aumentar el número de secuencias de DNA con elmo- 
tivo que sé pueden reconocer. Además, en la mayoría de estas proteínas partes de la cadena 
polipeptídica que están fuera del dominio hélice-giro-hélice también establecen contactos 
importantes con el DINA y facilitan una interacción ajustada muy finamente. : 
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Flgura 7-9 Unión de una proteína de 
reguiación génica al surco mayor del DNA, 
Sálo se muestra un tipo de contacto sencillo, 
Normalmente la superficie de interacción 
entre la proteína y el DNÁ tiene que presentar 
16-20 de estos contactos, implicando 
diferentes arninoácidos, de forma que cada 
uno de ellos contribuye a aumentar la fuerza 
de la interacción proteína DINA. 
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El grupo de proteínas hélice-giro-hélice que aparece en la Figura 7-11 demuestra un 
rasgo cornúna a muchas proteínas de unión a secuencias específicas de DNA. Se unen como 


dímeros simétricos a secuencias de DNA que están formadas por dos “inedios-sitios" muy. 
similares, tembién organizados de forma simétrica (Figura 7-12), Esta disposición permite * 


que cada monómero proteico establezca 1n conjunto casi idéntico de contactos e incre- 
menta enormemente la afinidad de wión: como primera aproximación, al duplicar el nú- 
mero de contactos se duplica la energía libre de la interacción pero se eleva al cuadrado la 
constante de afinidad. 


Las proteínas de homeodominios son una clase especial 
de proteínas hélice-giro-hélice 


Poco después de que se descubrieran las primeras proteínas de regulación génica en bacte- 
rias, análisis genéticos en la mosca del vinagre Drosophila permitieron descubrir una clase 
importante de genes, los genes selectores homeóficos, que desempeñan un papel crítico or- 
ganizarido el desarrollo de la mosca. Como se describe en el Capítulo 22, se ha demostrado 
que estos genes también participan de forma destacada en el control del desarrollo de ani- 
rales superiores, Mutaciones en estos genes pueden hacer que lena parte del cuerpo de una 
mosca se convierta en otra parte, lo cual demuestra que las proteínas que codifican contro- 
lan decisiones clave del desarrollo. 
Cuando se determinaron las secuencias de algunos de los genes selectores homeóticos, 
a principios de la dévrada de 1980 se demostró que cada uno de ellos codifica una secuencia 


represor del triptófano 


proteína Cro 


fragmento de la proteína 
de lambda 


represora delambda 
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Figura 7-10 El motivo estructural de antón 
a DNA, hélice-giro-hélice. El mothro se 
muestra en (4), donde cada circuto blanco 
representa el carbono central de un - 
eminoácido. La héllce a; carboxilo terminal 
trojo) se denomina hélice de reconocimiento, 
ya que participa en el reconocimiento de las 
secuencias específicas en el ONA. Como se 
muestra en (8), esta hélice se ajusta al surco 
mayor del DNA donde entrá en contacto 
con les bases apareadas (véase también la 
Figura 7-7). La hálice au N-terminal laz) 
actúa en principio como un componente 
estructural que contribuye a la colocación: 
de la héfice de reconocimiento. 


Figura 7-11 Algunas proteínas de unión al DMA hélice-giro-hélice. Todas fas proteínas se unen 21 DNA como dímeros en los que 
tas dos copias de la hélice de reconocimiento (cilindro rojo) están separadas exactamente por una vuelta de la doble háfice (3,4 nm. 
La otra hélice del motivo hélice-giro-héllce se ha coloreado en azul, como en la Figura 7-40. El represor lambda y la proteína 

.  Crocontrotan la expresión de genes del bacteriófago lambda; el represor de triptófeno y la proteína activadora de catabolito (CAP) 


controlan grupos de genes de £ coll. : 
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Figura 7-12 Una secuencia especifica de DNA reconocida por la proteína Cto 
del bacteriófago larnbda, Los nucleótidos coloreados en verde se encuentran 
dispuestos simétrricamente, permitiendo que cada mitad de la secuencia 
especifica de DNÁ ses reconocida de la misma manera por cada monémero de 
la proteína, también mostrada en verde. Para la estructura real de [a proteína 
vésse la Figura 71 


casi idéntica de unos 60 aminoácidos que define este tipo de proteína y a la que se denomi- 
nó komeodominio, Al resolverse la estructura tridimensional del homeodominio se descu- 
buó que condene un motivo hélice-giro-hélice similar al de las proteínas reguladoras 
bacterianas, aportando una de las primeras indicaciones de que los principios de la regula- 
ción génica establecidos en bacterias también son válidos para los organismos Superiores. 
Sólo en Drosophila, se han descrito más de 60 proteínas homeodominio y se han identifica- 
do proteínas con hormeodorinio en casí todos los organismos que se han estudiado, desde 
la levadura hasta el horabre. 

En la Figura 7-13 se muestra la estructura del homecdorninio unido asu secuencia de 
DNA específica. Frecuentemente el motivo hélice-giro-hélice de las proteínas reguladoras 
bacterianas está inmerso en diferentes regiones estructurales, mientras que el motivo héli- 
ce-giro-hélice de los homeodominios siempre está rodeado por la misma estructura (que 
forma el resto del homeodominio), lo cual sugiere que el motivo es presentado al DNA 
siempre de la misma forma básica. Además, estudios estructurales muestran que proteínas 
de levaduras y de Drosophila con homeodominio reconocen el DINA casi de la raisma for- 
ma, a pesar de que existe una identidad entre ellos de sólo 17 de los S0 aminoácidos (véase 
Pigura 3-13). 


Existen algunos tipos de motivos de unión a DNA en forma 
de dedos de zinc 


El motivo hélice-giro-hélice está formado exclusivamente por aminoécidos, Un segundo 
grupo importante de motivos de unión a DNA incluye una o más moléculas de zinc como 
elemento estructural. Aunque todos los rotivos que utilizan zine se han denominado dedos 
dezxinc, esta descripción se refiere sólo a su aspecto en diagramas esquemáticos que datan de 
su descubrimiento inicial (Figura 7-144), Estudios estructurales posteriores han permitido 
demostrar que realmente se trata de diferentes grupos, de entre los que sólo describirernos 
dos, El primer tipo fue descubierto enla proteína que activa la transcripción del gen del RNA 
ribosómico eucariota, Incluye una estructura sencilla, en la que el zinc mantiene unidas una. 
hélice oy una lámina $ (Figura 7-148). Este Gpo de dedo de zinc se encuentra con becuen- 
cia agrupado con otros dedos de zine en tándem de modo que la hélice y pueda contactar 
con el surco mayor del DNA y forraar una serie casi continua de hélice o. alo largo del surco. 
De esta forma se obtiene una interacción DNA-proteina fuerte y especifica a través de la re- 
petición de una unidad estructural básica (Pigura 7-15). 
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Figura 7-13 Un homeodominio unida a su 
secuencia especifica del DMA. Se muestran 
dos perspectivas distintas de la misma 
estructura. (A) El homeodominio se pliega 

en tres hélices a que se empequetan 
estrecharnente por interacciones hidrofébicas, 
La región que contiene las hélices 2 y 3 se 
parece mucho al motivo estructural 


_ hélice-giro-hétice, de forma que la hélice de 


reconocimiento (rojo) establece contactos 
importantes con el surco mayor (8). Por 
ejernplo, la asparagina de la hélice 3 entra en 
contacto con una adenina, como se muestra 
en la Figura 7-9. Un brazo flexible unido a 

la hélice 1 también establece contactos 

con pares de bases en el surco rmenor, El 
hommecdominio mostrado procede de una 
proteína reguiadora de levadura, pero es 
casi idéntico a dos homeodominios de 
Derosophila que interaccionan con el DNA 

de forma similar <ACGT>(Adaprado de 
CWolberger et al, Celi67:517-528, 1991, 
Con la autorización de Elsevier 
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Otro tipo de dedos de ziuc se encuentra en la gran familia de proteínas receptoras in» 
tracelulares (descritas en el Capítulo 16). Forma una estructura diferente len algunos aspec- 
tos similar al motivo bélice-gira-hélice) en la que dos hélices q se mantienen juntas 
mediante dos átomos de zinc (igura 7-16). De forma similez a las proteínas hélice-giro-hé- 
ice, forman dimeros que permiten a una de las dos hélices au: de cada subunidad interaccio- 
nar con el surco mayor del DNA. Aunque la estructura de los dos tipos de dedos de zinc es 
diferente, comparten dos rasgos importantes: arabas utilizan zine como elernento estructu- 
ral y ambas ubilizan la hélice « para reconocer el surco mayor del DNA. 


Las láminas P también pueden reconocer el DNA 


En los motivos de unión a DNA descritos hasta el momento, sólo se utilizaban hélices a 
como estructura capaz de reconocer secuencias específicas de DNA. Sía embargo, un gran 
grupo de proteínas reguladoras ha desarrollado una estrategia de reconocimiento comple- 
tamente diferente. En este caso, una lámina $ de dos hebras, con las cadenas laterales de los 
aminoácidos extendidas desde la lámina hacia el DNA, lee la información sobre la superficie 
del surco mayor (Figura 7-17). Lomo enel caso delreconocimiento mediante hélice q, este 
inotivo en lámina f puede reconocer muchas secuencias de DNA diferentes; la secuencia de 
DNA exacta reconocida depende de los aminoácidos que formen la lámina $. 


Figura 7-14 Un tipo de proteína con dedo 
dezinc. Esta proteina pertenece a las 
proteínas con dedos de Anc Ces-Cys-His-Hhs; 
se denominan así par los arninoácidos que 
nen el zinc Este dedo de zinc procede 

de una proteína de rara, de función 
desconocida. (A) Esquema de la secuencia 
de aminoácidos del dedo de zinc. (8) La 
estructura tridirmensional de este mismo 
dedo de zinc está formada por tna lámina 
antiparalela (arminoácidos 1 al 10), seguida 
de una hélice a. (aminoácidos 12 24 24), 

Los cuatro aminoácidos que unen el zina 
(Cys 3, Cys 6, His 19 y His 23) mantienen 
fuertemente unido un extremo de la hélice es 
alotro extremo de la lámina fl, (Adaptado de 
MS, Lee etal, Science 243:635-637, 1989, 
Con la autorización de ARAS. 


Figura 7-15 Unión a DNA de una proteína 
con dedo de zinc, (A) La estructura de un 
fragmento de una proteína reguladora del 
retón unida a su secuencia especifica en 

el ONÁ. Esta proteína reconoce el DNÁ 
através de tres dedos de zinc del tipo 
Cys-Cya-His-His (véase Figura 7-14) 
organizados en repetición directa. <ATCT> 
(8) Los tres dedos de zine tienen secuencias 
de armincaácdidos similares y entran en 


" contacto con el DONA de forma sirnilar, Tanto 


en (A) como en (8) el ázoma de zinc de cada 
dedo se ha representado como una pequeña 
esfera. (Adaptado de MN. Pavtetich y C.Pabo, 
Science 252: 819-817, 1991, Con la 
autorización de AAAS.) 
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Algunas proteinas, para reconocer el DNA, utilizan bucles 
que penetran en los surcos mayor y menor 


Algunas proteínas de unión a DIVA utilizan bucles peptídicos protuberantes para leer se- 
Cuencias nueleotídicas en lugar de hélices al y láminas f, Por ejemplo, la proteína p53, un su- 
presor tumoral esencial en los humanos, reconoce pares de nucleótidos tanzo del surco 
mayor cómo del surco menor utilizando estos bucles (Figura 7-18). El papel normal de la 
proteína pS3 es el de regular de forma precisa el crecimiento y la proliferación celular, Su inn» 
portancía queda reflejada en el hecho de que casi la mitad de los cánceres humanos han ad- 
quirido mutaciones somáticas en el gen de pS3; este paso es clave para la progresión de 
muchos tumores, como veremos en el Capítulo 20. Muchas de las mutaciones de p53 obser- 
vadas en las células cancerosas destruyen o alteran sus propiedades de unión a DNA, de he- 
cho, Arg 248, que contacta con el surco menor de DNA (véase Figura 7-18), es el residuo que 
aparece mutado con más frecuencia en los cánceres humanos. 


El motivo “cremallera de leucina” está implicado tanto 
en el reconocimiento del DNA como en la dimerización 


Muchas proteínas reguladoras reconocen el DNA como diírmeros, probablemente debido a 
que, como se ha visto, se trata de una forma sencilla de alcanzar una elevada especificidad 
de unión (véase Figura 7-12). Por lo general, la región de la proteína responsable de la dime- 
nización es diferente a la región que es responsable de la unión al DNA. Sin embargo, un 
motivo combina ambas funciones de una forma elegante y económica, el motivo de la cre- 
mallera de leucina. Se denomina así por la forma en que dos hélices q, na de cada monó- 
mero, se mantienen unidas formando un corto sobreenrallamiento (véase Figura 3-9), Las 
hélices se mantienen unidas por interacciones entre las cadenas laterales hidrofóbicas de 
algunos aminoácidos (frecuentemente leucinas), que se extienden desde un lado de cada 
hélice. Exactamente después del dominio de dimerización, las dos hélices ax se separan una 
de la otra y forman una estructura en forma de Y, lo que permite a sus cadenas laterales én- 
trar en contacto con el surco mayor del DNA. Así, el dímero pinza la doble hélice como una 
pinza de tender ropa (Rigura 7-19). 1 


Figura 7-16 Un dimero del darainio de 
dedo de rinc de ta famila de receptoras 
intracelulares unidos a su secuencia 
específica de DNA. Cada dorninio de dedo 
de dánc contiene dos átomos de Zn (que se 
ivdican por las esferas grises pequeñas); uno 
estabiliza la hélice de reconocimiento del 
ONA [mostrada en marnán en una subunidad 
y en rajo enla otra), y la otra estabiliza un 
bucíe mostrado en púrpura) irmplicado en la 
formación del dimero. Cada átomo de Zn se 
encuentra coordinado con cuatro resiciuos 
cisteína separados adecuadamente Coma 
entas proteínas hélice-giro-hélice que 
aparecen en la Figura 7-11, las dos hélices de 
reconocimiento del dimero se mantienen a 
una distancia correspondiente a una vueíta 
de la doble hélice del ONA. El ejemplo 
específico que se muestra es tn fragmento 
del receptor de ghucocortícoides. Esta es la 
proteína mediante la cual las células detectan 
y responden transcripcionalmente a las 
hormonas glucocorticoides producidas por 
la glándula adrenal en respuesta al estrés. 
(Adaptado de EJE Luisi et al, Mature 352: 497- 
505, 1991. Con la autorización de Macmillan 
Publishers Ltd) 


Figura 7-17 La proteína represora 
bacteriana Met. La proteína represora 
bacteriana Met regula los genes que catalizan 
ta síntesis de metiorina. Cuando este 
arninoácido es abundante, se ine al represor 
provocando un qambio en la estructura de la 
proteína que le permite unirse con fuerza al 
DINA e inactivar la síntesis de la enzima. 

(A) Para poderse unir fuerternente al DNA, el 
represor Met tiene que estar acomplejado 
con S-adenosil metlorina, mostrada en rofo, 
Se muestra en verde una subunidad de la 
proteína dimérica, y la otra se muestra en 
azul. Las dos láminas Y que se unen al DNA 
están formadas por una cadena de cada 
subunidad, mostradas en azul oscuto y verde 
oscuro. (2) Esquema simplificado del represor 
¡Metunido al DNA, que muestra cómo las 


- láminas $ de doble hebra del represor se 


unen al surco mayor del DNA. Para mayor 
ciaridad se han omitido las otras regiones del 
represor. (A, adaptado de S. Phillips, Curr. 
Opín. Struc. Biol, 1: 29-98, 1991, con la 
autorización de Elsevier; B, adaptado de 

V£ Somers y S. Phillips, Moture 359: 387-393, 
1992, con la autonzación de fHlacmillan 
Publishers tra) 
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Figuera 7-18 Reconociodento de OMA 
mediente la proteína p£3, Los contactos 
más importantes son los que establecen la 
argicira 248 y la física 120, que se extienden 
desde los bucles protuberantes hasta los 
surcos tnayor y menor, El plegamiento de 
la proteína p53 precisa un átomo de zinc 
imostrado como una esfera), pero la 
manera como la protelna sujeta el zínces 
por completo distinta a la de las proteínas 
con dedos de zinc, descritas previamente, 


La heterodimerización amplía el repertorio de secuencias de DNA 
que las proteínas de regulación génica pueden reconocer 


Muchas de las proteínas reguladoras de la expresión génica mencionadas hasta ahora se unen 
¿DNA en forma de kornodímeros, es deci, dímeros formados por dos subamidades idénticas. 
Sin embargo, muchas de estas proteínas pueden asociarse con proteínas acompañantes no 
idénticas, formando así heterodimeros compuestos por dos subunidades distintas. Debido a 
que habitualmente los heterodímeros se forman a partir de proteinas con especificidad de 
telón al DNA diferente, esta mezcla y combinación de proteínas reguladoras de la expresión 
génica amplía en gran medida el repertorio de especificidades de unión a DNA que pueden. 


presentax estas proteínas. Por ejemplo, enla Figora 7-20 se muestran tes posibles especifici- 


dades de secuencia que se podrían obtener con sólo dos tipos de monómeros de cremallera de 
lencina; se podrían obtener seis a partir de Gnicamente tres monórmeros, y así sucesivamente. 


Figura 7-19 Un dímero en cremallera de leucina unido al DMA. Dos dominios” 
de unión al DMA en forma de hélice o (abajo) dienerdzan a través de la región 

de la cremallera de leucina (erriba) formando Únia estructura eñ Y invertida, 
Cada uno de los brazos de la Y está formado por una hélice el sendílla, una de 
cada monómero, que entran en contacto con la secuencia específica de DNA 
en el surco mayor. <TGTT> Cade tina de las hélices o. se une a una mitad de 

la estructura simétrica del DINA. La estructura que se muestra corresponde a 

la proteína Gcna de la levadura, gue regula la transcripción en respuesta 


" aladisponibllidad de aminoácidos en el medio. (Adaptado de TE Ellenberger 


etal, Ceif71:1223-1237, 1992. Con ta autorización de Elsevier) 


Figura 7-20 La heterodimerización de proteínas con cremalleras 
-deleucina permite alterar su especificidad de unión al DNA. 
Los homodiímeros de cremallera de letucina se unen a secuencias 
de DNA simétricas, como se muestra en los esquemas de la 


izquierda y del centro. Éstas dos proteínas reconocen diferentes 
secuencias de DNA, como se indica portas regiones coloreadas en 
rajo y en azul del DNA, Estos dos monómeros diferentes se pueden: 
combinar formando un heterodímero gue reconoce una molécula 
de ONA híbiida compuesta poruna región roja y otra azul. 
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Sin embargo, existen límites a esta promiscuidad: por ejemplo, si la mayor parte de las 
proteínas de cremallera de leucina de una célula eucariota típica formasen heterodímeros, la 
cantidad de interrelaciones entre los circuitos de regulación génica sería tan grande que pro- 
bablemente produciría un caos. Que un heterodímero se fonme o no depende de cómo se 
ajusten las superficies hidrofóbicas de las dos hélices a. que forman la cremallera, lo que asu 
vez depende de la secuencia de aminoácidos de las dos reglones de la cremallera. Así, cada 
proteína de la célula que tenga una cremallera de leucina sólo podrá formar dímeros con 
una pequeña fracción de otras proteínas can cremalleras de leucina. 

La heterodimerización es un ejemplo de control combinatorio, en el que son las com- 
binaciones de proteínas, más que las proteínas individuales, las que controlan un proceso 
celular. La heterodimerización como mecanismo de control combinatorio de la expresión 
génica se da en ramuchos tipos distintos de proteínas reguladoras (Rigura 7-21). El control 
combinatorio es tin tema fundamental qué encontraremos repetidamente a lo largo de este 
capítulo; la formación de complejos heterodiméricos entre proteínas reguladoras es sólo 
uno de los distintos mecanismos mediante los cuales las proteínas actíam de forma combi- 
nada controlando la expresión génica, . 

Algunas combinaciones de proteínas reguladoras de la expresión génica se han “pro- 
gramado” dentro de la célula; por ejemplo, dos dominios distintos de unión a DNA pueden, 
mediante reordenaciones de genes que han ocurrido a lo largo de escalas de tiempo evolu- 
tivo, unirse entre sí formando una sola cadena polipeptídica con una nueva especificidad 
de unión al DNA (Bigura 7-22). 


El motivo hélice-bucle-hélice también está implicado 
en la dimerización y en la unión al DNA 


Otxo motivo importante de unión al DNA, relacionado con la cremallera de leucina, es el 
motivo héhice-bucle-hélice (XL: felbloop-helko, que es distinto del motivo hélice-giro- 


homeodominia 


0% Ss dominio especifico Pou dl 
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Figura F-21 Un hetorodimero compuesto 
por dos homesdominios unidos a su lugar 
de reconocimiento en el DIVA. La hélice 4 
omatiíla de la proteína a la derecho (Mato), 
en ausencia de la proteina de la izquierda 
(Máta?) se encuentra desestructurada, 

y sólo formar una hélice tras su 
heterodimerización. La secuencia de DNA 
es reconodda conjuntamente por las 

dos proteínas; algunos de los contactos 
protelna- DONA formados por Matal se 
nuwestran en la Figura 2-12, Estas dos 
proteínas corresponden a la leyadura de 
gemación en la que el heterodimero 
especifica un tipo celular particular (véase 
Figura 7-65). Las hélices están numeradas de 
acuerdo con la Figura 7-13, (Adaptado deT. 
Lietal. Science 270: 262-2639, 1995, Con la 
autorización de AAAS) 


Figura 7-22 Dos dominios de tinión ad DNA 
conectados de forma covalente mediante 
un polipéptido flexible, La estructura que 
se muestra (denominada dominio Poul 
consiste en un homecdorainio y una 
estructura hélice-giro-hiélice unidos 
mediante una “correa” formada por un 
polipéntido flexible, indicada mediante lÍneas 
discontintsas. Un único gen codifica toda la 
proteína, la cual se sintetiza corno una 
cadena pofipeptídica continia. La conexión 
covalente de dos estructuras de este forma - 
genera un gran aumento de la afinidad de la 
protelna por su secuencia específica de DINA 
en comparación con la afinidad que tiene 


. cada estructura por separado por el DINA, 


El grupo de proteínas reguladoras de genes 
de marniferos, de las que esta estructura es 
un ejemplo, regula la producción de factores 
de crecimiento, inmunoglobulinas y otras * 
moléculas implicadas en el desarrollo. 


El ejemplo concreto que se muestra 


corresponde a la proteína Oct2. (Adaptado 
de 1D. Klermm et al, Cell77:71-32, 1994. 
Con la autorización de Elsevier] 
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hélice descrito, Un mosvo HLH está formado por una hélice a: corta conectada por un bucle 
a una hélice a más larga. La flesibilidad del bucle permite que una de las hélices se doble y 
quede alineada con la otra, Como se observa en la Figura 7-23, esta estructura de dos héli- 
ces se une tanto al DNA como a un motivo HLH de otra proteína con motivo HLH. Esta se- 
gunda proteína HLH puede ser la misma (se obtiene un homodímero) o diferente (el 
resultado es un heterodímero): en armbos casos, dos hélices q que sobresalen de la superficie 
de dimerización establecen contactos específicos con el DNA. 


Algunas de las proteínas ELH carecen de la extensión de hélice a: responsable de la: 


unión al DNA. Estas proteínas tuuncadas pueden formar heterodimeros con proteínas con 
motivo ELE completo, pero los heteradímeros son incapaces de unirse estrechamente al 
DNA, ya que sólo pueden formar la mitad de los contactos necesarios. Así, además de dar lu- 
gar a dímeros activos, la heterodimerización proporciona a las células una forma muy co- 
roún de mantener bajo control proteínas reguladoras específicas (Figura 7-24). 


Aún no es posible predecir la secuencia de DNA que es reconocida 
por una proteína reguladora 


Los diferentes motivos de unión a DNA descritos aportan ua soporte estructural desde el 
que se extienden las cadenas laterales de los aminoácidos que entran en contacto con de- 
terminados pares de bases del DNA. Sería razonable preguntarse si se trata de un código 
de apareamiento aminoácido-pareja de bases sencillo: por ejemplo ¿siempre es el par de 
bases G-C el que se une a un cierto aminoácido? La respuesta es no, aunque algunos tipos 


de interacción aminoácido-base aparecen con más frecuencia que otros (Figura 7-25). En . 


el Capítudo 3 describimos que a partir de sólo 20 arrinoácidos es posible obtener superficies 
de casi cualquier forma y naturaleza química, y gue una proteína reguladora utiliza dife- 
rentes patrones de las cadenas laterales de sus aminoácidos para formar una superficie que 
sea exactamente complementaria a la de una secuencia determinada de DNA. Porio tanto, 
un mismo par de bases puede ser reconocido de muchas formas diferentes según el con- 


- texto enel que se encuentre (Figura 7-26). Sin embargo, los bidlogos moleculares comien- 


zan a entender suficientemente bien los priacipios fundamentales que actúan en el 


homodímero HLH activo 


heterodimero HLH inactivo 


Figura 7-23 Un dimero de proteina 
héllcohucto hélice (HLH] unido al DAA. 

Los cuatro monómeros se mantienen unidos 
en un haz de cuatro hélices: cada mondómero 
contribuye con dos hélicas 1 conectadas 
rmreediante un bucle fexible de proteina rojo). 
Alas dos hélices a. que se proyectan desde 

el ovillo se une una secuencia de DNA 
específica (Adaptado de AR. Ferte-D'Anate 
etal, Nature 363: 38-45, 1993. Con la 


autorización de Macmillan Publishers Ltd 


Figura 7-24 Regulación inhibidora por las 
proteínas HLH truncadas. El motivo HLH 

es responsable tanto de la dimerización 
como de la unión a DIVA. A la izquierda, un 
homadímero HLH reconoce na secuencia 
simétrica de DNA. A la derecha, la unión de 
una proteina HLH completa (azul) a una 
proteína HLH truncada (verde) que carece 
de la hélice a de unión al DNA, forman 
heterodímero incapaz de unirse fuertemente 
al DNA. Si la proteína truncada está presente 
en exceso, bloquea ta homodimerización de 
fa proteina completa y de este mado impide 
su unión al DNA, 
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reconocimiento de DNA-proteína como para diseñar nuevas proteínas que reconozcan 
ta secuencia de DNA dada, 

Una vez descritas las características generales de las proteínas de regulación génica, se 
indicarán algunos de los métodos utilizados en la actualidad para su estudio, 


arginina 


Un ensayo de movilidad en gel detecta con gran facilidad 
proteínas que se unen a una secuencia específica de DNA 


Los análisis genéticos que fueron la clave para aislaz las proteinas reguladoras de bacterias, 
levaduras y Drosophila, muchas veces es ionposible llevarlos a cabo en vertebrados, Por ello, 
el aislamiento de las proteínas de regulación génica de los vertebrados tuvo que esperar al 


desarrollo de diferentes aproximaciones experimentales, Muchas de ellas se basan en la de- surco mayor 
tección en un extracto celular de una proteína de unión a DNA que reconoce especifica- HH E 
rente una secuencia de la que se sabe que es importante paxa controlar la expresión de un NH EUEAIDRrA O, 


4 Chama ri Gi 


== 


gen determinado. Una de las formas rads cormines de detectar y estudiar proteínas de unión. 
a determinadas secuencias de DNA se basa en el efecto que tiene la unión de una proteína 
sobre la migración en un gel de moléculas de DINA bajo la acción de un campo eléctrico. 


: OMA HN 
e 


surco menor H 
HN 


Figura 7-25 Una de las interacciones 
proteína-DNMA más habituales. Á causa 

de la especial geometría de sus aceptores 

de enlace de hidrógeno (véase Figura 2-7), 
la cadera lateral de la arginina reconoce ala” 
guenina de forera no ambigua. La Figura 7-9 
muestra otra interacción proteína-DNA. 


Figura 7-26 Resumen de las interacciones 
especificas de secuencia entre seís dedos 
de zinc distintos y sus secuencias de 
reconocimiento en el DNA, Pese a que los 
sels dedos de Zn tenen la misa estructura 
general (véase Figura 7-14), cada uno de 
sellos se une a una secuencia de DNA distinta, 
Los aminoácidos que están numerados son 
los que forman la hélice a que reconoce el 
ONA [Figuras 7-14 y 7-15) y los que están 
coloreados en verde son los que dan lugar 
alos contactos específicos con el DMA. 

Las bases que entran en contacto con la 
proteína están dibujadas en color naranja. 
Los contactos más habituales son los 
guanina-arginina (véase Figura 7-25), pero 
la guaniña también puede ser reconocida 
porla serina, la histidina y la fisina, como se 
muestra. Además, un mismo aminoácido 
(serina, en este ejernplo) puede reconocer 
arnás de una base. Dos de los dedos de Zn 
mostrados corresponden a la proteína TTK 
(una proteína de Drosophila que actúa 
durante el proceso de desarrollo); otros dos 
corresponden a la proteína de ratón 212268 
mostrada en la Figura 7-15, y los otros dos 
corresponden a la proteína humana GL1, 
cuyas formas aberrantes pueden causar 
algunos tipos de cáncer. (Adaptado de 

C Branden y J.Tooze, Introduction to Protein 
Strícture, 22 ed, New York Garland 

dedo GL1 4 dedo GL1 5 Publishing, 19993 
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Una molécula de DINA está fuertemente cargada de forma negativa, por lo que caando 
se somete a un campo eléctrico se desplaza con rapidez hacia el elecurodo positivo. En geles 
de pollacrilamida (véase p. 534), las moléculas de DINA se separan según su tamaño debido 
aque las moléculas menores son capaces de penetrar con mayor facilidad que las mayores 
en la fina malla del gel. La presencia de moléculas de proteína unidas a las moléculas de 
DINA prorocarán un desplazamiento más lento del DNA a través del gel; en general la movi- 
idad del DNA se reducirá tanto más cuanto mayor sea el tamaño de la molécula de proteína 
unida. Este fenómeno es la base del análisis de retraso en gel, que permite detectar incluso 
trazas de proteínas de unión a DNA, específicas de secuencia. En este ensayo se utiliza un 
fragmento corto de DINA, de longitud y secuencia determinadas (producido por clonaje de 


DNA o por síntesis química, tal como se describe en el Capítulo 8) que es marcado radiacti- 


vamente y se mezcla con un extracto celular; la mezcla se carga en un gel de pollacrilernida 
y se analiza por electroforesis. Si el fragmento de DNA corresponde a una región cromosó- 
mica en la que, por ejermplo, se unen varias proteínas de unión a secuencias específicas, la 
autorradiogralía (yésse pp. 502-603) revelará una serie de bandas de DNA, cada una de las 
cuales sufrirá un retraso distinto, lo que refleja la existencia de diferentes complejos DINA- 
proteína, Las proteínas responsables de cada una de las bandas de retraso en el gel se pue- 
den ir separando unas de otras mediante fraccionarajento del extracto celular (Figura 7-27. 
Una vez purificada una proteína de unión a secuencias específicas de DNA, el ensayo de 1mo- 
vilidad en gel puede utilizarse para estudiar la fuerza y la especificidad de sus interacciones 
con distintas secuencias de DINA, la vída de los complejos DINA-protefna y otras caracterís- 
ticas esenciales para el funcionamiento de la proteína en la célula. 


La cromatografía de afinidad de DNA facilita la purificación 
de proteínas de unión a secuencias específicas de DNA 


Cuando se obtiene la secuencia de DNA reconocida por una proteína reguladora, es posible 
utilizar un método de purificación de proteínas particularmente potente, denominado ero- 
matografía de afinidad de DNA. Mediante métodos químicos se sintetiza un oligonuciebti- 
do de doble cadena de la secuencia adecuada y se une a una matriz porosa insoluble, como 
por ejemplo la agarosa; la matiz con el oligomuacleótido unido se utiliza para construir 11a 
colurana que unirá de forma selectiva las proteínas que reconozcan la secuencia de DNA 
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Figura 7-27 Análisis de retraso en gel. 

El principio del ensayo se muestra de forma 
esquemática en (A). Se mezcla un extracto de 
una línea celular productora de anticuerpos 
con un fragmento de DNA marcado 
radiactivamente, que contiene unos 

160 nucleótidos de una secuencia de DNA 
teguladora, de un gen que codifica la 
cadena ligera producida porfa línea celular. 
El efecto de las proteínas del extracto sobre 
la movilidad del fragmento de DNA se 
analiza por electroforesis seguida por 
autorradiografía. Los fragmentos de DNA 
libres se desplazan rápidamente hacía la 
base del gel, mientras que los que se unen: 
a proteínas son reterdados: la observación 
de 6 bandas de retraso sugiere que en el 
extracto existen 6 proteínas de unión a 
DRNA diferentes, especificas de secuencia 
indicadas como Ci a CO) Para mayor 
sencillez, en la figura se han omitido los 
fragmentos de DNA que están unidos 
arpás de una proteina.) En (8), el extracto 
fue fraccionado mediante una técnica 
cromatográfica estándar (vésse pp. 512-513), 
cada fracción se mezcló con el fragrnento 
rediactivo de DNA, se cargó en un cari de 
un gel de poliacritamida y se analizó como 
eníA4.(B, modificado de €. Scheiderelt, 

A. Heguy y RG. Roeder. Cell, 81:783-793, 
1987. Con la zutorización de Elsevñer) 
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(Figura 7-28). De esta forma se ban conseguido sin gran esfaerzo— purificaciones ten ele-- 


vadas corno de 10,000 veces. 

funque en los eucariotas superiores muchas de las proteínas de regulación génica están 
presentes en la célula a concentraciones ray bajas, mediante cromatografía de afinidad es 
posible aislar subiciente cantidad de proteína pura como para obtener una secuencia parcial 
del extrerso amino terminal, mediante espectrometnta de masas u otros sisternas idescrito 


en el Capítulo 8). Si se conoce la secuencia corapleta del genoma del organismo, puede utl- 


lizarse la secuencia parcial de aminoácidos para identificar el gen. El geo no sólo aporte la 
secuencia completa de aminoácidos de la proteína, sino que también proporciona un me- 
canismo para producir cantidades Virrdtadas de la proteína mediante técnicas de ingenjería 
genética, también descritas en el Capitulo 8, 


La secuencia de DNA reconocida por una proteína de regulación 
génica puede ser determinada de forma experimental 


Las proteínas de regulación génica pueden ser descubiertas antes de que se conozca la se- 
cuencia de DINA que reconocen. Por ejernplo, muchas de las proteína con homeodorninios 
de Drosophila se descubrieron mediante el alslamiento de mutaciones que alteraban el de- 
sarrollo de la mosca. Esto permitió identificar a los genes que codificaban estas proteínas y 
así las proteínas pudieron ser sobreexpresadas en cultivos celulares y purificadas fácilmen- 
te. La huella en el DNA es uno de los métodos que permiten determinar las secuencias de 
DNA reconocidas por una proteína de regulación génica una vez que ésta ha sido purificada. 
Esta estrategia también requiere un fragnento purificado de DNA dúplex que contenga un. 
sitio de reconocirniento para la protefaa. En cualquier Tagrnento largo de DINA pueden en- 
contrarse al azar secuencias cortas de reconocimierro, aunque suele ser necesario utilizar 
DNA de la región reguladora de un gen controlado por la proteína de interés. La huella en 
el DNA se basa en nucleasas o agentes químicos que cortan el DINA al azar en cada unión 
fosfodiéster. Una proteína reguladora de wxrión protege las uniones fosfodiéster de este atá- 
que, de modo que revela el sitio preciso de reconociralento de la proteína como ura zona 
protegida o huella (Pigura 7-29). 

Un segundo modo de determinar las secuencias de DINA reconocidas por proteínas de 
regulación génica no requiere ningún conocimiento previo sobre qué genes puede regular la 
proteína. En este caso, la proteína purificada se utiliza para seleccionar, a partir de un gran 
conjunto de distindos fragmentos cortos de DNA generado de forma aleatoria, sólo aquellos 
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Figura 7-28 Cromatografía de afinidad de 
DRA. En la primera etapa todas las proteinas 
que pueden unir DIA se separan del resto 
delas proteínas de la céfula, ers una colurmría 
que contiene una gran cantidad de 
secuencias diferentes de DNA. Generalmente, 
la mayotía de las proteínas de unión a 
secuencias especificas de ONA tenen una 
afinidad débil por el DNA ino especifica) y 
son retenidas en la columna, Esta afinidad es 
debida sobre todo a interacciones iónicas, de 
forma que las proteínas pueden ser eluidas 
de la colurana mediante soluciones de una 
concemvación salina moderada. En una 
segunda etapa, la mezda de protelnas de 
unión a DNA ze pasa a través de una columna 
que sólo contiene DNA de una secuenda 
particular. Normalmente, la mayoría de 
proteínas de unión a DONA se unirán. 
débimente, mediante interacciones 
inespecíficas. Éstas serán eluidas de nuevo 
mediante soluciones de salinidad moderada, 
dejando en la cohunna aquellas proteínas 
(por lo gerrerabuna o muy pocas) que se 
unen de manera específica y, por tanto, 
firmemente, a la secuencia de DNA partículas, 
Estas proteínas retenidas se pueden elulr 
trediante soluciones de elevada 
concentración de sales. 
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fragmentos que se unan con fuerza a la proteína. Después de varias rondas de esta selec- 
ción, se determinan las secuencias nucleotídicas de los DNA unidos fuertemente y se puede 
formular una secuencia consenso de DNA de reconocimiento para la proteína de regulación 
génica (Figura 7-30). Cuando se conoce la secuencia de reconocimiento para la proteína re- 
guladora, búsquedas en el genoma mediante ordenador identifican genes candidatos cuya 
transcripción quizás sea controlada por la proteína reguladora. Sin embargo, esta estrategia 
no es infalible. Por ejemplo, muchos organismos producen una serie de proteínas de regula- 
ción génica rmuy relacionadas entre sí que reconocen secuencias de DNA mty parecidas y 


Figura 7-30 Método para determinar la secuencia de DMA reconocida por una proteína 
reguladora de genes. Una proteina reguladora de genes purificada se mezcla con millones 
de fragraentos cortos distintos de DNA, cada tino de los cuales tiene una secuenda - 
nudeotídica distinta. Mediante la programación de un sintetizador de DNA, una máquina 
gue sintetiza químicamente DNA de cualquier secuencia que se desée (descrito en el 
Capítulo 8) se puede producir una colección de estos fragmentos de DNA. Por ejemplo, 
para un fragmento de DNA de 11 nucleótidos existen 43, aproximadamente 4,2 millones 
de secuencias posibles, Los fragmentos de DNA de doble cadena que estén unidos 
fuertemente a la proteína reguladora son separados de los hagmentos de DNA que no 
pueden unirse. Un método para lograr esta separación es mediante el retraso en gel, 
como se muestra en la Figura 7-27. Tras la separación de los complejos DNA-proteína del 
ONA libre, los fragmentos de DNA se separan de la proteina y suelen ser utilizados paya 
varios ciclos adicionales de selección. Se pueden determinar fas secuencias de nucleótidos 
de los fragmentos de DNA que permanecen tras varios ciclos de unión y separación, 

y generar así una secuencia consenso de reconocimiento del DNA, 


figura 7-29 Huella en el DNA. (A) Esquema 
del método. Un fragmento de DINA se marca 
en un extremo con P. procedimiento 
descrito en la Figura 8-34, y se corta con una 
nucdieasa d un producto químico que corta 
al azar las cadenas sencillas, Después de 
desnareralizar la molécila OMA para separar 
sus dos cadenas, los fagmentos que 
proceden de la cadena marcada $e separan 
en un gel y se detectan por autorradiografía 
tuéase Figura 8-33), El patrón de bandas del 
DNA cortado en presencia de una proteína 
de unión al DNA se compara con el patrón 
Sl ONA cortedo en ausencia de la proteína. 
Cuando la proteína está presente, cubre logs 
nucleótidos de su sitio de unión y protege 


- sus entaces fosfodiéster del procesa de corte. 


Por consiguiente, los fragmentós marcados 
Que terminarían en el lugar de unión, no 
aparecen y dejan un agujero en el patrón del 
gel que se denomina huella” En el ejernplo 
mastado, la proteína de unión al DHA 
protege siete enlaces fosfodiéster del agente 
que corta el ONA. (8) Una huella en el DNA 
real utiBzada para determinar el sitlo de 
unión para una proteína de regulación génica 
del hombre. El agente que se utilizó para 
cortar fue una molécula orgánica pequeña 
que contenta hierro y que, por la general, 
corta en cada entace fosfodiéster 
exactamente con la misma frecuencia, 

(8, cortesía de Michele Sawadogo y Robert 
Roeder.) 
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Secuencias de DNA de cinco especies de levadura estrechamente relacionadas 
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Figura 7-31 Huella flogenética, Este ejemplo compara secuencias de DNA de la región corriente aríba de un mismo gen de cinco 
levaduras estrechamente refacionadas; los nucleótidos idénticos están marcados en amarillo. La huella flogenética pone de manifiesto 
los sitios de reconocimiento del DNA para las proteínas reguladoras, ya que por lo general están más conservados que las secuencias 
vecinas. En este ejernplo sólo se muestra la región corriente arriba de Lin gen determinado, pero este método se utiliza normaímente para 
analizar genomas enteros, Las proteínas de reguiación génica que se unen a la secuencia marcada en rojo se muesaran en la Figura 7-21. 
Algunas de las huellas flogenáticas más cortas de este ejemplo representan los sitios de unión de proteínas reguladoras adicionales, 
algunas de las cuales todavía no se han identificado, (De M. Kellis et al,, Nature 423:241-284, 2003, con la autorización de Macenillan 
Publishers Ltd, y DJ. Galgoczy et al, Proc. Natl Aced. Sd. USA, 101:18069-18074, 2004, cor la autorización de National Academy of 
Sciences.) 


este método no las puede distinguir. En la mayoría de los casos, las predicciones de los sitios 
de acción de las proteínas reguladoras obtenidas mediante la búsqueda de secuencias ge- 
nómicas tienen que ser comprobadas de forma experimental, 


La huella filogenética identifica secuencias guiados del DNA 
mediante la genómica comparativa 


La gran disponibilidad de secuencias de genomas completos proporciona un método sor- 
prendentemente sencillo para la identificación de sitios reguladores importantes en el DNA, 
incluso cuando no se conoce la proteína de regulación génica que se une a ellos, En este pro- 
cedimiento, se comparan genomas de distintas especies muy relacionadas entre sí, Si se eli- 
gen bien las especies, las zonas del genoma que codifican proteínas serán muy parecidas, 
mientras que las regiones situadas entre las secuencias que codifican moléculas proteicas o 
de RNA, habrán divergido de forma considerable, ya que la mayoría de estas secuencias son 
fincionalmentze irrelevantes por lo que no están controladas durante la evolución. Entre las 
excepciones a esta regla general, encontramos las secuencias reguladoras gue conurolan la 
transcripción génica, Estas secuencias sobresalen como islas conservadas en un mar de nn 
cleótidos no conservados (Figura 7-31). A pesar de que la identidad de las proteínas regula- 
doras de genes que reconocen las secuencias conservadas de DNA debe ser determinada de 
otxa forma, la huella filogenética es un método potente para la identificación de muchas se- 
cuencias de DNA que controlan la expresión génica, 


La inmunoprecipitación de la cromatina identifica muchos 
de los sitios que ocupan en las células vivas las proteínas 
reguladoras de genes 


En un determinado momento, una proteína reguladora de genes no ocupará todos sus sitios 
Potenciales de unión al DNA en el genoma. Bajo ciertas circunstancias, puede ser que la pro- 
teína no se sintetice y, por lo tanto, esté ausente dentro de la célula; puede estar presente, pe- 
Io sia pareja heterodimérica, o puede ester excluida del múcleo hasta que se reciba la señal 
adecuada desde el entorno celular Incluso si la proteína de regulación génica se encuentra 
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Figura 7-32 lomunaprecipitación de la cromatina, Este método permite identif- 
car todos los sitios del genoma que ocupa Ín vivo una proteína de regulación géni- 
ca. Para la amplificación del DNA mediante ina reacción en cadena dela polímerésa 
(PCR), véase Figura 8-45. La identidad de los Fagmentos de DNA predipitados y am 

plificados puede determinarse por hibridación de la mezda de fragrientos de DNA 
a microchips de DNA, como se describe eri el NapRole 8. 


enel núcleo y está capacitada para unirse al DNA, determinados componentes de la croma- 
tina u otras proteínas reguladoras que se unen a las mismas secuencias de DNA o a secuen- 
cias superpuestas, pueden ocultar muchos de sus sitios potenciales de unión al DNA. 

La iuneumoprecipitación de la cromatina proporciona un método para la determina- 
ción empírica de los sitios del DINA que ocupa una determinada proteína de regulación 
génica bajo unas condiciones determinadas (Figura 7-32). En este procedimiento, las pro- 
teínas se entrelazan de forma covalente al DNA en células vivas, las células se rompen y el 
DNA se corta mecánicamente en fragmentos pequeños. Á coritinuación se utilizan anti- 
cuerpos contra una proteína reguladora dada para purificar el DNA que se ha unido cova- 
lenternente a esta proteína en la célula. Si este DNA se híbrida en microchips que contengan 
el genoma entero dispuesto en series de fragmentos discretos de DNA (véase Figura 8-73), se 
puede determinar la localización genómica precisa de cada fragmento de DNA precipitado. 
De esta forma se pueden situar en el genoma de la célula todos los sitios ocupados por la 
proteína reguladora en las células originales (Figura 7-33). 

La inmunoprecipitación de cromatina se utiliza de forma rutinaria para identificar po- 
siciones alo largo del genorna que están empaquetadas por varios tipos de histonas modifi- 
Cadas (descrito en el Capítulo 4). En este caso, se utilizan anticuerpos OS para la 
modificación de histonas de interés, 


Resumen 


Las proteínas reguladoras de genes reconocen, cortas secuencias especificas de DINA de doble hélice y 
de ese modo determinan qué genes, de entre los miles de una célula, se han de transcribir En una 
amplia variedad de organismos se han identificado miles de proteínas de regulación génica. Aunque 
cada una de estas proteínas tiene una serie de rasgos únicos, muchas de ellas se unen al DIVA como 
homodímeros o como heverodímeros que reconocen al DNA mediante uno de entre un pequeño nú- 
mero de motivos estruemrales. Los motivos más comunes incluyen el motivo hélice-giro-hélice, el 
homeodominio, las cremalleras de leucina, el motivo hétice-bucle-hélice y los dedos de zine de dis- 
tintos tipos. La secuencia de aminoácidos que se pliega en el dominio de reconocimiento determina 
la secuencia de DNA que reconoce una determinada proteína de regulación génica. La heterodime- 
rización armenta el múímero de secuencias de DNA que pueden ser reconocidas. Se han desarrolla- 
do potentes técnicas que permiten identíficar y aislar estas proteínas, los genes que las codifican y las 
secuencias de DINA que reconocen, y para situar en el genoma todos los genes específicos a los que re- 
gulan. 


CÓMO FUNCIONAN LOS INTERRUPTORES GENÉTICOS 


En la sección anterior se han descrito los componentes básicos de los interruptores genéti- 
cos: las proteínas de regulación génica y las secuencias específicas de DINA que estas pro- 
teínas reconocen. En esta sección expondremos cómo actúan estos componentes activando 
e inactivando genes en respuesta a una variedad de señales. 

A mediados del sigloxx, la idea de que los genes se podían activar e inactivar fue revolu- 
cionaria, Este concepto constitayó un gran avance y nació del estudio de cómo la bacteria 
E. coli exa capaz de adaptarse a cambios en la composición del medio de crecimiento. Estu- 
dios paralelos realizados con el bacteriófago lambda llegaron a muchas conclusiones simi- 
lares y contribuyeron a establecer los mecanismos implicados. Muchos de estos principios 
se aplican a las células eucariotas. Sin embargo, la enorme complejidad de la regulación gé- 
nica en dos organismos superiores, combinado con el empaquetamiento de su DNA en for- 
ma de cromatina, genera muevas posibilidades para el control, come se verá más adelante. 
Comenzaremos con el ejemplo más sencillo: un intermaptor conectadoldesconectado en 
bacterías que ió a una sola señal. 
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El represor de triptófano es un interruptor sencillo 
que activa y desactiva genes en bacterias 


El crormosoma de la bacteria E. coli, un organismo unicelular, es una molécula de DNA cir- 
cular de alrededor de 4,6 x 106 pares de bases. Este DNA codifica alrededor de 4300 protef- 
nas, auque simultáneamente la célula sólo fabrica algunas de estas proteínas. La expresión 
de muchos genes se regula de acuerda con la disponibilidad de fuentes de alimento que son 
accesibles en el medio. Ejeraplo de ello son los cinco genes que en E, coli codifican las enzi- 
mas responsables de la producción del arninoácido triptófano. Estos genes están organiza- 
dos en un único operón, es decir, se hallan adyacentes y se transcriben desde un solo 
promotor canso una larga molécula de miENA (Figura 7-34). Sin embargo, cuando hay trip- 
tófano presente en el redio y éste penetra en la célula (p. ej cuando la bacteria se encuen- 
tra en el teacto digestivo de un animal que acaba de ingerir proteínas), estas enzimas ya no se 
necesitan y su producción se detiene. 

Actualmente conocemos con gran detalle las bases moleculares de este interruptor Tal 
como se ha descrito en el Capítulo 6, el promotor es la secuencia de DMA que dirige la unión 
de la RNA polimerasa el DNA, abriendo la doble hélice e iniciando la síntesis de una molé- 
cula de RNA. Dentro del promotor que dirige la ranscripción de los genes biosintéticos de 
txiptófano se encuentra un eleraento regulador, denominado operador (véase Figura 7-34). 


Se trata simplemente de una corta región de DNA reguladox, de secuencia definida, que es- 


reconocida por una proteína reguladora hélice-giro-hélice denominada represor del trip- 
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Figura 7-33 Un circuito de regulación 
génica: el conjunto completo de genes 
controlados por tres proteinas reguladoras 
clave en la levadura de cerveza. Las 


proteínas reguladoras denominadas Matal, 


Matodl y Mato2- especifican los dos tipos 
distintos de apareamiento haploide 
tanálogos alos gametos de macho y 
hembra) de este organismo unicelular. 

Se muestran (gris) los 16 cromosomas del 
genoma de la levadura, con barras de 
colores que indican sitios a los que se 

unen diferentes combinaciones de las tres 
proteínas reguladoras. Encima de cada sitlo 
de Unión se muestra el nombre de cada 
producto proteico del gen diana regulado, | 
Mata1, actuando en un complejo con otra 
proteína, Mam], activa la expresión de los 
genes marcados en rajo; Mataz, actuando 
en un complejo con iMemt, reprime los 
genes marcados en azul; y Mata?, en un 
complejo con Mora, reprime las genes 
marcados en verde (véase Figura 721 y 
7-65). Las puntas de flecha dobles 
representan los genes transcritos de forma 
divergente, los cuales están controlados por 
tas proteinas de regulación génica indicadas, 
Este mapa completo de las proteínas 
reguladoras unidas, se obtuvo utilizando 
una combinación de inmunoprecdpitación 
dela cromatina del genoma completo 
(véase Figura 7-32) y huella filogeniética 
(véase Figura 7-29). La resolución de 
circuitos transcripcionales completos como 
este, muestra que las redes transcripcionales 
noson infinitamente complejas, pese a que 
en un principio puedan parecerto, Este 

tipo de estudios ayuda también a revelar 

la lógica global de los circuitos de 
transcripción utilizados en las células 
actuales. (De Dí, Galgoczy et al, Proc, Nati 
Acad. Sci, U.S.A, 101:18069-18074, 2004. 
Con la autorización de National Acaderry 
of Sciences.) 


Figura 7-34 Los genes agrupados que 
codifican las enzimas que sintetizan el 
aminoácido triprófano en E. coll. Estos cinco 
genes del operón Tip «denominados TIpA, 
B,CGO y E-se transeñíben como una sola 
molécula de raRNA, lo que permite que 

su expresión sea regulada de manera 
coordinada. Los grupos de genes transcritos 
como un sólo mRNA son comunes en 
bacterias, A cada uno de esos grupos se 

le denomina un operón. 
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tólano (véase Figura 7-11). El promotor y el operador se encuentran organizados de forma 
que cuando el operador está unido al represor del triptófano se bloquea el acceso de la RNA 
polimerasa al promotor, de modo que se impide la expresión de las enzimas productoras de 
tipiófano (Pigura 7-35). 

El bloqueo de la expresión génica está regulado de uma forma ingeniosa: la proteína 
represora sólo puede unirse al DINA del operador cuando se ha unido a su vez a dos molé- 
cultas del aminoácido triptófano. Como se ve en la Figura 7-36, la unión de triptófano des- 
plaza los motivos hélice-giro-hélice del represor de modo que se pueden presentar de 
reanera apropiada en el surco mayor del DNA; sin triptófano, las motivos quedan en el ia- 
terior de la proteína y la proteína es incapaz de unirse al operador. Así pues, el represor del 
tripiófano es un dispositivo sencillo que controla la producción de las enzimas biosintéti- 


cas del triptófano, mediante la activación o desactivación de la producción en función dela - 


disponibilidad de triprófano libre. A este modo de regulación se le denomina control nega- 
tivo, ya que la forma activa de la proteína de unión a DNA desactiva los genes, y a las pta- 
teínas reguladoras que actúan de este modo se las denomina represores transcripcionales a 
proteínas represoras génicas, 
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Figura 7-35 Activación e inhibición de los 
genes del triptófana, Si en el interior de la 
célula el nivel de triprófano es bajo, la RNA 
polimerasa se Une el promotor y transcribe 
los cinco genes del operón de viptófano 
(Trp). Sia embargo, sl el niyel de triptáfena 

es alto, el represor de triptófano se activa 
uniéndose al operador e impide la unión de 
la RNA polimerasa al prornotor, Siempre que 
el nivel de tripiófeno se reduzca, el represor 
libera tu tiptófano y se inactiva, permiliendo 
que la polimerasa inide la transcripción de 
estos genes. El promotor incluye dos bloques 
esenciales de información en la secuencia del 
ORNA, las regiones 35 y -10 destacadas en 
amarillo biéasse Figura 6-12). 
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Figura 7-36 La unión del triptófano a la proteína represora del triptófano cambia su conformación. Este cambio estructural 
capacita a esta proteína reguladora para unirse fuerternente a una secuencia específica de DNA y bloquear la transcripción 

de los genes que codifican las enzimas necesarias para la producción de triptófano (el aperón Trp), En la figura se rruestra la 
estructura tidimensional de esta proteína bacteriana con motivos hélice-giro-hélice, tanto unida al triptófeno como libre, 
determinada por difracción de rayos X. La unión del triptófario aumenta la distancia entre las dos hélices de reconocimiento del 
homiodímero y permite al represor adaptarse estrechamente aboperados. (Adaptado de A, Zhang y col, Nature 327:591-597, 


1987. Con la autorización de Macmillan Publishers Ltd) 


CÓMO FUNCIONAN LOS INTERRUPTORES GENÉTICOS 


Los activadores transcripaonales activan los genes 


En el Capítulo 6 se indicó que la RNA polimerasa de E. coli purificada (ncluyendo la subu- 
nidad 6) puede unirse a un promotor e iniciar la transcripción del DNA. Sin embargo, tnu- 
chos promotores bacterianos son poce funcionales par sí másraos, ya sea porque son ral 
reconocidos por la RNA polimerasa o porque ésta dee dificultades en abrirla hélice de DNA. 
en el inicto de la transcripción. En cuslquier caso estos promotores poco funcionales pue- 
den recuperar la función normal mediante proteínas reguladoras que se unen en ua lugar 
próximo del DNA, uniéndose con la RNA polimerasa de forma que incrementan enorme- 
mente la probabilidad de que se inicie el transcrito. Este modo de regulación se denomina 
control positivo porque la forma activa de la proteína de unión al DNA activa los genes; las 
proteínas reguladoras que hincionan de este modo se denorminan activadores transeripelio- 
hales o protetras activadoras génicas. En algunos casos las proteínas activadoras de genes bac- 
terianos favorecen la tenión de la RINA pobimerasa al proraoíor aportando una superficie de 
contacto adiciónel a la polimerasa, En otros casos, se unen a la NA polimerasa y facilitan sul 
transición desde la conformación inicial de la polimerasa unida al DNA a la forma transcrip- 
cionalmente activa, mediante la estabilización del estado de transición dela enzima. Como en 
el caso de los represores, las proteínas activadoras génicas tienen que estar unidas al DINA pa- 
ra ejercer st efecto. De este modo, cada proteína reguladora actúa de forma selectiva y sólo 
controla aquellos genes que contienen tuna secuencia que reconoce la proteína. 

Las proteínas activadoras de unión al DNA pueden incrementar la velocidad de Ínicia- 
ción de la transcripción hasta 1000 veces, un valor que concuerda con la interacción relati- 
vamente débil e inespecífica entre el activador y la RNA polimerasa. Por ejemplo, un cambio 
de 1 a 1000 en ta afinidad de la RNA polimerasa hatia su promotor implica un cambio en el 
AG de -4 kcal/mol, que se podría explicar por el efecto de unas cuantas uniones débiles no 
covalentes. De este rindo, las proteínas acrivadoras génicas actúan sencillamente propor- 
cionando algunas interacciones favorables que facilitan la atracción de la polimerasa hacia 
el promotor. 

Como en el caso del control negativo por un represor transcripcional, un activador 
transcripcional puede actuar como un interraptor genético seacillo. Por ejemplo, la protel- 
na activadora bacteriana CAP (eatabolize activator protein; proteina activadora por catabo- 


lito), aceliva los genes que capacitan a E colla udlizar fuentes alternativas de carbono cuando ' 


la glucosa, su fuente preferida, es inaccesible, La disminución de los niveles de glucosa en el 


medio causa un incremento del nivel de la molécula señalizadora intracelular AMP cíclica 
ÉCAMP: cyclic AMP), que se une a la proteína CAB capacitándola para unirse a secuencias de 
DNA especificas próximas a ciertos promotores, y de este modo activa los genes adecuados. 
Ep este caso, la expresión del gen diana es inducida o reprimida en función de que los nive- 
les de CAME sean altos o bajos respectivamente, En la Figura 7-37 se resumen las diferentes 
maneras en que se puede controlar un gen por control positivo o negativo. 

Los activadores y los represores transcripcionales tienen un diseño siecilar, Por ejera- 


plo, tanto el represor del triprófano como el activador transeripcional CAP presenican un mo- 


tivo hélice-giro-hélice (véase Figura 7-11) y ambos requieren la presencia de tun pequeño 
cofactor para unirse al DNA, De hecho, se sabe que algunas proteínas bacterianas finclu- 
yendo CAP y el represor del bacteriófago lambda) actúan como activadores O como represo- 
res en función de la posición exacta de la secuencia de DNA que reconocen en relación al 
promotor: si el lugar de unión a la proteína solapa el promotor, la polimerasa no puede unir 
se y la proteína actúa como represor (Figura 7-38). o 


Un activador transcripcional y un represor transcripcional: 
controlan el operón Lac 


Es posible diseñar interruptores genéticos más complicados combinando controles negati- 
vos y positivos. Por ejemplo, el operón Lac en E. coli, a diferencia del operón Trp, está COntro- 
lado por controles transcrípcionales negativos y positivos: el represor Lac y la proteína CAB 
respectivamente. El operón Lac codífica las proteínas necesarias para transportar el disacá- 
rido lactosa al interior de la cétula para su utlización metabólica. CAB corao ya hernos visto, 
capacita a la bacteria para utilizar fuentes de carbono alternativas a la glucosa, como por 
ejemplo la lactosa. Sin embargo, resulracia inútil para CAP inducir el operón Lac sí no hu- 
biera lactosa disponible; el represor Lac asegura que el operón Lac esté inactivo en ausencia 
dde lactosa, Esta organización permite al operón Las responder integrando dos señales dife- 
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Figura 7-37 Resumen de los mecanismos que utilizan las proteínas reguladoras de genes para controlar la transcripción en los organismos 
procariotas. (4) Regulación negativa; (8) regulación positiva. Obsérvese que la adición de un ligando “inductor” puede activar un gen separando 
del DNA a una proteína represora de genes [panel superior izquierdo) o capacitendo a una proteína activadota de genes para que se Una al DNA 
panel inferior derecho). Del mismo modo. la adición de un ligando “inhibidor” puede desactivar lin gen separando del DNA a una proteína 
activadora de genes (panel superior derecho) o capacitando a na proteína represora de genes para que se una al DNA (panel inferior izquierdo). 


rentes, de forma que sólo se activa cuando las condiciones son las adecuadas: no debe de 
haber glucosa pero sí lactosa, En cualquiera de las otras tres combinaciones posibles de se- . 
ñales, el conjunto de genes se mantiene inactivo (Figura 7-39). ] 

La lógica sencilla de este interruptor genético ha atraído la atención de los biólogos des- 
de la década de 1950, Coro hemos explicado, las bases moleculares de este interruptor fue- 
ron descubiertas gracias a una combinación de genética y bioquímica y aportó los primeros 
detalles sobre cómo se realiza el control de la expresión de los genes. 


represor lambde RNA polimerasa 


Durante la regulación génica en bacterias tiene lugar operador promotor 


e. la transcripción 
la formación de bucles de DNA e scaiocd 


Ñ represor lambda 
Corno se muestra en la Figura 7-39, el control del operón Lac es sencillo y econémico, pero 


el estudio continuado de este y otros ejemplos de regulación génica en bacterias reveló una 
nueva característica de la regulación génica, conocida como la formación de bucles de DNA. 


Figura 7-38 Algunas proteínas reguladoras bacterianas actúan como actívadores O 
come represores de la transcripción dependiendo del emplazamiento concreto de sus 
secuencias de unión al DNA. Un ejemplo de ello es el represor del bacteriófago lambda. 
Para algunos genes, la proteína actúa como un activador transcípdonal aportando un ne operador 
contacto favorable a la RNA polimerasa larriba). En otros genes fobajo), el operador se 

localiza un par de bases más próximo al promotor y, en vez de ayudar a la polimerasa, 


promotor 


d , . fe transcripción 
compite con efía por la unión al DNA. Eb represor lambda reconoce a su operador mediante: ; "> esteprimida por el 


un motivo hélice-giro-héfice, como se muestra en la Figura 7-11. represor lambda 
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Al priacipio, se pensó que el operón Lar contenía un único operadox pero los estudios pos- 
teriores revelaron operadores secundarios adicionales localizados cea de él Una sola mo- 
lécula tetramérica del represor Lac puede unirse a dos operadores de forma sanultánea, de 
manera que el DNA intermedio forma un bucle, La capacidad de este tipo de unión a dos 
operadores refuerza la interacción total del represor Lac con el DNA y posibilita así niveles 
mayores de represión en la célula (Figura 7-40). 

- La formación de bucles de DNA también permite que dos proteínas diferentes unidas a 
lo largo de una doble hélice de DINA se pongan en contacto una con otra, Poderos imaginar 
el DNA como una cuerda que ayuda a una proteína de unión al DIVA a imeractuar con otra, 
aunque quizás los sitios de unión de las dos proteínas estén separados por miles de pares de 
nucleótidos (Figura 7-41). A continuación veremos que la formación de bucles de DINA es 
especialmente importante en la regulación génica de los eucariotas. Sin embargo, también 
en bacterias desempeña papeles cruciales en rauchos ejemplos de regulación génica, ade- 


más del caso del operón Lac, Por ejerapio, la formación de bucles de DNA permite que la. 


4dE 


Figura 7-39 Control dual del operón Lac. 
Los nreeles de gíucosa y de lactosa controlan 
elinicio dela rareciación del operón Laca 
través de sus efectos sobre CAP y sobre la 
proteína represora de Lac, respectivamente, 
LacZ, el primer gen del operén Lac, codifica 
la enzíma P-qalactosidasa, que convierte el 
disacárido lactosa en galactosa y glucosa, 
La adición de lactosa incrementa la 
concentración de alofectosa, undisómera de 
lactasa, que se une alo proteína represora 
y la separa del ONA. La adición de ghucosa 
reduce el nivel de AMP dídlico; dado que 

la proteína represora CAP ya no está 

wnida a MAP la proteína CAP se libera del 
DIA y el operón se aciita, 

Esta figura resume les caractetisticas 
esenciales del operón Lac, pero en resfidad 
ia situación es más compleja. Existen vados 
sitos de urión al represor Lac situados er 
distintas posiciones a lo targo del DNA, El que 
se ihistra, es el que ejerce el mayor efecto, 
pero los otros son necesarios para que 
se produzca una expresión completa 
(véase Exgura 7-40), Además, la expresión 
del operón Lac nunca se reprime por 
completo. Una cierto cantidad de la enzima 
B-qalaciosidasa es necesaria para transformar 
lalactosa en alolactosa, permitiendo así que 
el fepresor Lac esté inactivado cuando se 
añade lactosa al medio de crecimiento. 


Elgura 7-40 Los bucles de DNA pueden 
estabilizar las interacciones proteína-DNA, 
El represor Lac, in tetrámero, puede unirse 
sirmuitáneamente a dos operadores. El 
operón Lac tiene en total tres operadores, 
pero para si:plificar sólo se muestran dos de 
ellos: el operador principal (0,) y el operador 
awiltar (04). La figura nuestra todos los 
estados posibles del represor Lac unido a 
estos dos operadores. A les concentreciones 
cefulares de represor Lac, y en ausencia de 
lactosa, el estado inferior a la derecha es el 
más estable y para disociarse completamente 
del DINA, el represor Lac primero tiene que 


.. pasar por un estado intermedio en el que 


sólo se une a un único operador, En estos 
estados intermedios, la concentración local 
del represor es muy alta en relación a la del 
operador fibre y se favorece la reacción hacta 
la forma de la doble unión frente a la reacción 
de disociación. De esta manera, incluso un 
sitto de baja afinidad (Oy) puede incrementar 


la ocupación de un sitlo de alta afinidad (Op) 


y dar niveles más altos de represión en la 


"célula, (Adaptado de 1M.G, Vilar y 5. Letbler, 


¿Mol Biol 331:381-989, 2003. Con la 
autorización de Academic Press) 
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Figura 7-41 La unión de dos proteínas a lugares distantes en la doble hélice de DNA puede zumentar considerablemente la probabilidad de 
que ambas proteínas interactúen entre s£ (A) La unión de una proteína a la otra a través de un asa de DNA de 500 pares de nudeótidos, aumenta su 
frecuencia de colisión. En la figure, la intensidad del color azul en cada punto del espacio indica la probabilidad de que la proteina roja se encuentre 
aesa distancia respecto de la proteína blanca. (8) La fexibilidad del DNA es tal que una secuencia cualquiera forma un pliegue de 90%, de vértice * 
redondeado, cada 200 pares de nucleótidos aproximadamente. Así, cuando dos proteínas están unidas por 194 pares de nucleótidos, el contacta 
entre esas dos proteinas queda relativamente restringida, En estos casos, la interacción proteica es mucho más fácii si los dos lugares de unión para 
las proteinas están separados por una distancia múltipia de 10 pares de nucleótidos, la cual sitúa a ambas proteínas sobre la misma cara de la hélice 
de ONA [que contiene 10 nucleótidos por vuelta) y, por lo tanto, en el Ínterior del asa de DNA, donde es más fácil la interacción, ) Concentración 
efectiva teórica de la proteina roja en fa posición enla que está tsiida la proteína blanca, en función de la separación entre ambas, Hay estudias que 
sugieren que tas concentraciones efectivas reales a distancias cortas son mayores que las predichas aqui. (C, cortesía de Gregory Bellomy, 
modificación de MC, Mossing y M.T. Record, Science 233:889-892, 1986, Con la autorización de AAAS) 


proteína activadora génica bacteriana NuC entre en contacto fácilmente con la RNA poli- 
merasa de forma directa a pesar de que las dos proteínas están unidas al DNA a varios cien- 
tos de nucleótidos de distancia (Figura 7-42). 


Las bacterias utilizan subunidades intercambiables de la RNA 
polimerasa que colaboran en el control de la transcripción génica 


Ya hemos resaltado la importancia de las protefnas reguladoras que se unen alas secuencias 
reguladoras de DNA indicando al aparato transcripcional sí se ha de iniciar o no la síntesis de 
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MMS, 1 25 A di Figura 7-42 Activación génica a distancia, 
patepeicuor E, (A) NirC es una proteína de regulación 
ATP génica bacteriana que activa el proceso de 
ER 


transcripción mediante el contacto directo 
con la RNA polimerasa, provecarido una * 
transición entre la forma inicial de unión 
al DNA de la polimerasa y la forma 
transcripcionalmente competente (descrita 
en el Capítulo 8). La transición estimulada 
por NtC requiere el aporte de energía por 
hidrólisis de ATP aunque esta condición no 
es frecuente en el inicio de la transcripción 
en bacterías. (8) En el microscopio 
electrónico se puede ver la interacción de 

, ; ¿ NérC con la RNA polimerasa, así coma el 
e : > bude de ONA que las separa. (B, cortesía 

: de Harásan Echots y Sydney Kustu.) 
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els Pd ae sigma de E coli 


e - la mayoría des genes 

pe genes inducidos por draquetérmico - 

e z "genes para fase estacionaria y respuesta al estrés" 

aa genes mplicados en movilidad y quirdiotands 

ad y genes para el metabolisio del nittógeno, 

gu genes relacionados con proteínas mad plegadas enel periplasima - Eo 


Las denominaciones de los facrotes sigma hacen referencia a sus pesos moleculares aproximados 
en kilodalton. 


la cadena de RNA. Aumque éste es el principal mecanismo de control del inicio de la trans- 
cripción tanto en eucariotas como en procariotas, algunas bacterias y sus vinos utilizan una 
estrategía adicional basada en subunidades intercambiables de la ENA polimerasa. Coro se 
describió ya en el Capítulo 6, la subunidad sigrna (o) es necesaria para que la ENA polimera- 
$3 reconozca Lon promotor. Muchas bacterias producen diferentes subunidades sigma, cada 
una de las cuales interactúa con el núcleo de la RNA polimerasa y la dirige especificamente 
hacía diferentes conjuntos de promotores (Tabla 7-2) Esta estrategia permite desactivar 
un gran grupo de genes y activar otro, simplemente reemplazando una subunidad sigma 
por otra; la estrategia es eficiente ya que evita la necesidad de actuar sobre los genes uno a 
uno y es utilizada con Frecuencia por los virus de forraa subversiva aprovechando la polime- 
rasa del huésped y activando conjuntos de genes víricos de forma rápida y secuencial 
Figura 7-43), 


Algunos interruptores complejos han evolucionado controlando 
la transcripción génica en eucariotas 


Bacterias y encariotas comparten muchos principios de regulación génica, incluyendo el pa- 
pel clave que tienen les proteínas de regulación génica que se unen estrechamente a seg- 
mentos pequeños de DNA, la importancia de las interacciones débiles protebme-proteína en 
la activación génica y la versatilidad que proporciona la formación de bucles. Sin embargo, 
por comparación, la regulación génica en eucariotas implica muchas más proteínas, seg- 
mentos más largos de DNA y amenudo parece excraordineriamente compleja, Este aumen- 
to de la complejidad proporciona una importante ventaja a la célula eucariota. Como hemos 
visto, en las bacterias los interruptores genéticos normalmente respondes a una o Unas 
cuantas señales, En cambio, en eucariotas es comiín que docenas de señales converjan en 
un único promotar y que la maquinaria de transéripción integse todas estas señales diferen- 
tes produciendo el nivel adecuado de RNA. Antes de iniciar la descripción de la regulación 
génica en eucariotas, es necesario resumir las características principales que la diferencian 
de la regulación génica en bacterias, 


>» Comosa ha descrito en el Capítulo 6, la RNA polimerasa ll, que ESeabe tados los 
genes codificantes de proteínas, requiere cinco factores de transcripción generales 


(27 subunidades en total, véase Tabla 6-3, p. 343), mientras que la RNA polimerasa . 


bacteriana necesita un solo factor de transcripción general, la subunidad sigma. El 
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RNA polimerasa con el 
factor sigma bacteriano 


» RNA polimerasa con el factor 
parecido a sigraa vírico 
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Figura 7-43 Subtnidades intercambiables 
de la RNA polimerasa como estrategia para 
controlar la expresión génica en un virus 
bacteriano, El virus bacteriano SPOT, que 
infecta la bacterla 8. subeilis, utiliza la 
polimerasa bacteriana para transcribir sus 
genes tempranos inmediatamente después 
de que el DNA vírico entre en la celula, Uno 
delos genes tempranos, denominado 28, 
codifica un factor parecido a sigma que se 
une a la RNA polimerasa y desplaza el factor 
sigma bacteriano, Ésta nueva forma de 
polimerasa inicia especificamente la 
trensonipcalón de los genes "medios" de 
SPOT. Uno de tos genes medios codifica 

un segundo factor parecido a sigma, 
denominado 34, que desplaza el produrto 
de 28 y dirige la RNA polimerasa 2 que 
transcriba los genes “tardíos” Este último 
conjunto de genes produce proteinas que 
empaquetan el cromosoma vírica dentro de 
la cápside del virus y lisan la célula. Con esta 
estrategia, distintos conjuntos de genes 
víricos se expresan en el orden en el que 

se necesitan este proceso asegura una 
replicación vitica rápida y eficiente, 
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proceso de ensambiaje de los factores de transcripción en un promotor eucariota pro- 
porciona varias etapas en las que la célula puede aumentar o disminuir la velocidad de 
inicio de la transcripción como respuesta a proteínas de regulación génica. 


+ Las células eucariotas no tienen operones conjuntos de genes relacionados que son 
transcritos corno aa sola unidad- y por lo tento Benen que regular cada gen de forma 
individual. 

> Cada gen bacteriano está controlado generalmente por una o unas cuantas proteínas 
de regulación génica, pero en eucariotas es habitual que los genes estén controlados 
por muchas proteínas reguladoras diferentes (a veces centenares de ellas). Coro ve- 
remos, esta complejidad es posible porque muchas proteínas eucariotas reguladoras 
de genes pueden actuar a grandes distancias (decenas de miles de pares nucleotídi- 
cos) alo largo del DNA, permitiendo que un número casi ilimitado de estas proteínas 
influyan enla regulación de un solo gen. 


+»  Uncomponente principal de la regulación en eucariotas es el Mediador, un complejo 
de 24 subunidades que actúa como intermediario entre las proteínas de regulación 
génica y la RNA. polimerasa (véase Figura 6-19). El Mediador proporciona una exten- 
sa área de contacto para las proteínas reguladoras de genes cormparada con la que 
proporciona la RNA polimerasa sola, como en las bacterias. 


> Elempaquetamiento del DNA eucarjota en forma de cromatina genera muchas posí- 
bilidades de regulación transcripcional inexistentes en las bacterias, 


En el Capítulo 6 se han descrito los factores generales de transcripción de la RNA poli- 
merasa U (véase pp. 340-343); todo seguido nos centraremos en las cuatro últimas de estas 
características y en cómo se utilizan en el control de la expresión de genes eucariotas. 


Una región de control eucariota está formada por un promotor 
y por las secuencias de DNA reguladoras 


Las proteinas reguladoras típicas controlan la transcripción incluso cuando se encuentran 
twidas al DINA lejos del promotor, por lo que las secuencias de DNA que controlan la expre- 
sión de un gen pueden estar dispersas sobre largas extensiones de DNA. El término región 
de control del gen indica la región de DNA implicada en la regulación e iniciación de la 
transcripción de un gen, incluido el promotor, en que se ensambian jos factores generales 
de transcripción y la polimerasa, más todas las secuencias reguladoras a las que se wen las 
proteínas reguladoras controlando la velocidad de este proceso de ensamblaje sobre el pro- 
motor (Figura 7-44). En animales y en plantas no es inusual encontrar las secuencias regu- 
ladoras de un gen dispersas a distancias tan grandes como 50,000 pares de nucleótidos. La 
inayor parte de este DINA actúa como “espaciador”, secuencias de DNA que las proteínas de 
regulación génica no reconocen directamente, pero que pueden proporcionar la fexibilidad 
necesarla para una formación eficiente del bucle de DNA. En este contexto, cabe tener en 
cuenta que, al igual que otras regiones de los cromosomas eucariotas, la mayor parte del 
DNA de lás regiones de control de genes se encuentra empaquetado mediante nucleosomas 
y otros niveles de mayor orden de complejidad de la cromatina, lo cual compacta su longi- 
tud y altera sus propiedades. 

En este capítulo se utiliza el término gen de forma general para indicar el DNA que se 
transcribe a RNA (véase Figura 7-44). No obstante, la idea clésica de gen incluye también la 
región de conuol, lo cual hace que la mayoría de genes eucariotas sean bastante más largos. 
El descubrimiento de la maduración alternativa ha complicado aún más la definición de gen 
—aspecto ya descrito brevemente en el Capítulo 6 y al cual volveremos más adelante en este 
mismo capítulo, 

Las proteínas reguladoras de genes permiten que los genes de un Organismo sean acti- 
vados o desactivados individualmente. En contraste con el pequeño número de factores ge- 
nerales de transcripción, que son proteínas abundantes y se ensamblan en los promotores 
de todos los genes transcritos por la RNA polimerasa Íl, existen miles de diferentes proteínas 
reguladoras. Por ejemplo, de los aproximadamente 25.000 genes humanos, se estima gue luz 
3% (-2000 genes) codifican proteínas reguladores de genes, Muchas de ellas reconocen se- 
cuencias de DNA utilizando uno de los motivos estructurales de unión a DNA descritos. Na 
es sorprendente que la céhia eucariota regule cada uno de sus nlmerosos genes de un mo- 
do único. Dado el gran número de genes de las células eucariotas y la complejidad de su re- 
gulación, ha sido difícil fórmular reglas sencillas para la regulación génica que se puedan 
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aplicar a cada caso. No obstante, podemos hacer algunas generalizaciones acerca de cóma 
las proteínas reguladoras de genes, una vez unidas a regiones de control del DNA, ponen en 
marcha la serie de eventos que conducen a la activación o a la represión génica. 


Las proteínas activadoras de genes eucariotas facilitan 
el ensamblaje de la RNA polimerasa y de los factores generales 
de transcripción en el lugar de inicio de la transcripción 


Inicialmente, los sitios de DNA a los que se unen las proteínas acuvadoras de genes eucario- 
tas fueron denoniinados potenciadores (enhancers) porque su presencia “potenciaba” la ve- 
locidad de inicio de la transcripción. Fue una sorpresa descubrir que estas proteínas 
A activadoras génicas podían estar situadas a decenas de miles de pares nucleorídicos de dis- 
tancia del promotor, pero, como hemos visto, la formación de bucles de DNA proparciona al 
menos una explicación para este descubrimiento inicialmente desconcertante. 

Las proteínas activadoras de genes más sencillas tienen un diseño modular que consis- 
te en dos dominios diferentes. Habitualmente uno de ellos contiene uno de los motivos es- 


previamente. El segundo dorminio -lamado algunas veces dominio de activación acelera la 
frecuencia de inicio de transcripción. Este tipo de diseño modular fue demostrado median- 
te experimentos en los cuales utilizando técnicas de ingeniería genética se generaron pro- 
teíaas quiméricas que contenían el dominio de activación de una proteína fusionado con el 
dominio de unión a DNA de otra proteína difererite (Figura 7-45). ” 

¿2 Cuando las proteínas activadoras de genes se han unido al DNA ¿de qué forma aumen- 
tan la velocidad de manscripción? Como veremos a continuación, existen distintos mecanis- 
mos para ello y, en muchos casos, estos diferentes mecanismos actúande forma concertada 
sobre un mismo promotor. No obstante, y con independencia del mecanismo bioquímico 
preciso, la función final de las protefnás activadoras es atraer, ubicar y modificar los factores 
generales de transcripción, el Mediador y la RNA polimerasa ll de forma que pueda iníciar- 
se la transcripción. Este proceso lo efecuían tanto por acción directa sobre estos elementos 

. como, de forma indirecta, mediante modificaciones de la estructura de la cromatina en la 
zona del promotor 


tructurales capaces de reconocer una secuencia específica en el DNA que hemos descrito * 


proteinas 
de regulación 
génica 


Figura 7-44 Región de control de un gan 
eucariota típico. El promotor es la secuencia 
de DNA en la que se ensarmblan los factores 
generales de vansoripción y la polimerasa 
(véase Figura 6-16). Las secuencias 
reguladoras actúan como lugares de unión 
para las proteínas reguladoras, cuya. 
presencia en el DINA afecta a la velocidad 

de iniciación de la transcripción, Estas 
secuencias se pueden encontrar adyacentes 
al promotor, muy lejanas corriente arriba, O 
induso en invones o corriente abajo del gen, 
Coma $e muestra en el panel inferior, los 
budes de DNA permiten que las protelnas 
simadas en cualquiera de estas posiciones 
interactáen con las proteínas que se 
ensarnblan en el promotor. Muchas proteinas 
de regulación génica actúsn a través del 
Mediador mientras que otras modifican tos 
Factores generales de transcripción y la RNA 
polimerasa directamente. Á pesar de que 
aquí no se muestra, muchas proteínas 
regufadoras tembién modifican la estructura 
de la cromatina de la región control del DNA 
de forma que afectan ale iniciación de la 
transcripción dé manera indirecta (Véase 
Figura 4-45). Tal como se indica en el texto 

y para simplificar, cuando nos referimos al 
“gen X” nos referimos ala secuencia 
codificante dentro del gen. 

Mientras que el Mediador y los factores 
generates de transeripción son los mismos 
para todos los genes transcritos por la RNA 
polirnerasa ll, las proteinas reguladoras y 
las posiciones de sus secuencias de unión 
en relación can el promotor son distintas 
para cada gen. 
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Algunas protelras activadoras se unen de forma directa a tino o más de los factores ge- 
nerales de transcripción, acelerando su ensamblaje a un promotor que esté unido a este ac- 
tívador a través del DNA. Otros interaccionan con el Mediador y lo llevan hacia el DNA, 
dónde puede facilitar el ensambiaje de la RNA polimerasa y de los factores generales de 
transcripción en el promotor (véase la Figura 7-44). En este sentido, los activadores eucario- 
tas se parecen a los bacterianos en su capacidad de reclutar a la RNA polimerasa hacía huga- 
res específicos del DNA para que pueda empezar 2 transcribir 


Las proteínas activadoras de genes eucariotas también 
modifican la estructura local de la cromatina 


Parece que los factores generales de transcripción, el Mediador y la RNA polimerasa son in- 
capaces de ensamblarse por sí mismos sobre un promotor empaquetado en nucleosommas 
estándar. De hecho, se ha propuesto que dicho empaquetamiento puede haber evoluciona- 
do evitando una transcripción “imprecisa”, Adernás de sus acciones directas sobre el en- 
sarablaje de la maquinaria de transcripción sobre el promotor, las proteínas activadoras de 
genes también favorecen el inicio de la transcripción mediante cambios en la estructura de 
la cromatina en las regiones reguladoras y en los promotores delos genes. 

Como se describió en el Capítulo 4, cuatro de los sistemas más importantes para modi- 
ficar localmente la cromatina son las modificaciones covalentes de las histonas y la remode- 


tación, la eliminación y la sustitución de los nucleosomas. Las proteínas activadoras de ' 


genes utilizan estos cuatro mecanismos atrayendo las enzimas modificadoras de histonas, 
Los complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP y las chaperonas de hísto- 
nas, las cuales alteran la estructura de la cromatina de los promotores sobre los que actúan 
(Figura 7-46). Ea términos generales parece que estas alteraciones locales de la estructura 
de la cromatina hacen que el DNA sea riás accesible y facilitan así el ensamblaje de los fac- 
tores geverales de transcripción, del Mediador y de la RNA polimerasa sobre el promotor. 
Aderás, la modificación local de la cromatina permite la unión de proteínas reguladoras de 
genes a la región de control del gen. Sin embargo, probablemente el papel más importante 
de las modificaciones covalentes de las histonas en la transcripción ao es el de cambiar di- 
rectamente la estructura de la cromatina sino que, como se describe en el Capítulo 4, estas 
¿modificaciones proporcionan, interacciones favorables para la unión de un gran grupo de 
proteínas que leen un “código de histonas”. Para la iniciación de la transcripción estas pro- 
teínas incluyen otras enzimas modificadoras de histonas (complejos de lectura/escritura), 
complejos rerodeladares de la cromatina y al menos uno de las factores generales de trans- 
cripción (Figuca 7-47). 


Figura 7-45 Estructura modular de una 
proteína de activación génica. Esquema de 
un experimento que revela la presencia de 
dominios independientes de unión a DNA y 
de activación de la transcripción en la 
proteína activadora qévica Gala de levaduras. 
Es posible reconstituir un activador funcional 
a partir de una porción del extrerno 
Caerminal de la proteína Galá de levadura 
tusionándala, rrediante técnicas de 
ingeniería genética, con el dominio de unión 
2 DNA de una proteína reguladora bacteriana 
(a proteína Lexá), Cuando la proteína híbrida 
resultante, levachura-hhacteria, se sintetiza en 
cétutas de levadura, activa la transoripción de 
tos genes de levadura que presenten 
insertada en su proximidad la secuencia de 
reconocimiento de la proteína bacteriana. (A) 
Normalmente Gal4 es responsable de activar 
la transcripción de los genes de levadura que 
codifican las enzimas que transforman 
galactosa en glucosa. (2) Una proteína de 
regulación génica quimnérica, producida 
mediante técnicas de ingenterla genética, 
requiere una secuencia de reconocimiento de 
LexA para activarla transcripción. En el 
experimento que se muestra, la región de 
<contral de uno de los genes controlados por 
Lexá se fusionó con el gen LacZ de £ cofí, que 
codifica la enzima P-galacrosidasa (véanse 
Figura 7-39). fiegalactosidasa es una enzima 
rauy fácil de detectar y, por ello, es un sistema 
adecuado para seguir las niveles de 
expresión determinados por Una región de 
controbgénico, Tal camo se utiliza en este 
experimenta, se dice que LacZ sirve como 
genreporiero, ya que informa" de la actividad 
de una región de contral génico. 
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Las alteraciones de la estructura de la cromatina que se producen durante la iniciación 
de la transcripción pueden persistir durante periodos de tiempo distintos. En algunos cá- 
sos, en cuanto la proteína de regulación génica se disocia del DNA, las modificaciones de la 
cromatina revierten con rapidez devolviendo al gen a su estado preactivado. Esta reversión 
es muy importante para aquellos genes que la célula debe activar y desactivar rápidamente 
en respuesta a señales externas, como en el caso de la hormona glucocorticoide de la que 
hemos tratado en este capítulo, Sin embargo, en otros casos parece que la eseructura modi- 
Ecada de la cromatina persiste incluso después de que la proteína reguladora que indujo el 
cambio se disocie del DNA. En principio, esta memoria puede extenderse a la siguiente ge- 
neración de células porque, como se ha descrito en el Capítulo 4, la estructura de la croma- 
tina puede autorrenovarse (véase Fi 4-52). Es interesante considerar la posibilidad de 
que diferentes modificaciones de las histonas puedan persistir durante Hempos distintos y 
proporcionar a la célula un mecanismo de memoria de los patrones de expresión génica a 


largo, medio y corto plazo. 


Un tipo especial de modificación de la cromatina se produce a medida que la RNA po- 


límerasa II transcribe un gen. En la mayoría de los casos, los nucieosomas que se encuentran 


justo delante de la polimerasa son acetilados por complejos de escritura de esta enzima, 
retirados por chaperonas histonas y depositados detrás de la polimerasa en movimiento, 
Entonces estos nucleosomas son desacetilados y metilados rápidamente, también por cora- 
plejos de lectura escritura de la polimerasa, que van dejando atrás nucleosomas muy resis- 
tentes a la transcripción. Atungue este importante proceso pueda parecer totalmente ilógico, 
es probable que se desarrollara para eviter una falsa reiniciación de la transcripción detrás 
de una polimerasa en movimiento, que lo que hace en esencia es despejar un camino 2 tra- 
vés de la cromatina. Más adelante en este capítulo, cuando describamos el RNA de interfe- 
rencía, se harán especialmente obvios los peligros potenciales paza la célula de una 
haascripción inadecuada. 

Acabamos de ver que las proteínas activadoras de genes on fte gran medida 
en la estructura de la cromatina. Sin embargo, incluso antes de que entren en juego estas 
proteínas activadoras, muchos genes son “preparados”. para ser activados rápidamente. Por 
ejemplo, las regiones reguladoras de muches genes están “marcadas” por una región corta, 
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Figura 7--46 Cuatro maneras a través de tas 


que las proteínas activadoras eucariotas 
puedan dirigir las alteraciones locales de la 
estructura de la cromatina estimulando la 
iniciación de la transcripción. Pese a que se 
muestran como vías separadas, a menudo 
estos mecanismos trabajan juntos durante 

la activación de un gen. Por ejemplo, la 
acetllación previa de las histonas facilita 

que las craperonas las separen de los 
nucleosomas. En la Figura 4-44 se enumeran 
algunos patrones de modificación de las 
histonas que facilitan el inicio del proceso 

de transcripción y en la Figuera 7-47 se da un 
ejemplo especifico, La remadelación de 
nucdeosomas y la separación de histonas 
favorece la iniciación de la transcripción 
incrementando la accesibilidad del DINA 

y, por lo tanto, facilitando la unión del 
Mediador, la RNA polimerasa y los factores 
generales de transcripción, asi como 
proteinas activadoras adicionales. La 
iniciación de la trenseripción y la formación 
de una estructura compacta de la cromatina, 
pueden verse como reacciones bioquímicas 
de ensambiaje competitivas; las enzimas que 
aumentan —incluso de forma transitaria- la 
accesibilidad del DNA en la cromatina, 
tenderán a favorecer el inicio de la 
trenscripción. 
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Figura 7-47 Escritura y lectura del código de histonas durante el nico de la transcripción. 
En este ejemplo, tomado del promotor génico del interferón humano, Una proteína de activación: 
génica se une a DNA empaquetado dentro de la cromatina y atrae una histona acetiluansferasa 
para acetilar la lisina 9 de la histona Ha, Después, una quinesa de histonas, atraída por la protefna 
ectivadora, fosforila la serina 10 de la historia H3, pero sólo puede hacerlo si la Esina € ha sido 
acetilada. Entonces la modificación de la seria indica a la ecetiltransierasa que acetíle la posición 
(14 de la histona ES, En este punto ha quedado escrito el código de histonas necesario para que 
se inicie la transcrpción mediante la unión de la proteina activadora. Obséreese que la escritura 
es secuencial, cada modificación de histonos depende de la modificación anterior. 

La lectura final del código se leva a cabo cuando se unen el factor general de trensoipción TRIO 
y el complejo remadelador de la cromatina SWWVSNE facilitando arabos los pasos siguientes de la 
iniciación de la transcripción. TFUD y BASE reconocen colas de historas acetiladas mediante 
un brernodorninio, Un dominio proteico espectalizado en deer este po de marca perticularen las 
histonas; una subunidad de cada complejo proteico contiene un bromaudorainio, (Adaptado de 
7, Agañiod, G. Chery D Thanas, Ca 111281392, 2002, Con la autorización de Eiserñer) 


líbre de nueleosormas y Hangueada por nueleosomas que contienen la variante histónica 
H2AZ, Esta disposición, que viene especificada por la secuencia de DINA, ofrece a las pro- 
teínas de regulación génica libre acceso hacia la región libre de nucleosomas; además, pare» 
ce que los nucleosomas que contienen la variante H2AZ son fáciles de desensarmblar, factli- 
tando aún más le iniciación de la transcripción. 


Las proteínas activadoras de genes actúan de forma sinérgica 


Las proteínas activadoras de genes eucariotas pueden influir sóbre distintas etapas del inicio 
de la transcripción. En general, cuando distintos factores actúan en conjunto incrementan- 
do una velocidad de reacción, el efecto conjunto no es simplemente la suma de los inore- 
mentos que produce cada factor de forma individual, sino su producto. Por ejemplo, si el 
factor A disminuye el umbral de energía bre para una reacción hasta un cierto nivel y 2U- 
menta la velocidad de reacción 100 veces, y el factor B, actuando sobre otro aspecto de la 
reacción ejerce un efecto similar A y B actuando en paralelo disminuirán el tembral en el do- 
ble y, por tanto, aumentarán la velocidad de reacción 10,000 veces. Aunque A y B actien sina- 
plemnente atrayendo la mispoa proteína, la afridad de esta proteína hacia el sitio de reacción 
se incrementará de forma geométrica. Ask, a memido las proteinas activadoras de genes 
muestran. sinergía transeripcional, mediante la que varias proteínas activadoras que actúan 
de forma conjunta producen una velocidad de transcripción mucho mayor que la que pro- 
ducirían Jos activadores actuando por separado (Figura 7-48), No resulta difícil imaginar de 
qué forma actían conjuntermente varjas proteínas reguladoras de genes, cada una de las 
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Figura 7-48 Sinergia transoripcional. Este experimento compara la tasa de transcripción producida por 


ves regiones reguladoras construidas de forma experimental en células eucariotas y pone de manifiesto la 
sinergia vansoripdonal, es decir, un efecto mayor que la suma de los efectos individusies de los diferentes 


“activadores. Normalmente se observa sinergia transaripcional entre distintas proteínas activadoras de un 
mismo organismo e incluso entre proteínas activadoras de espectes de eucariotas distintas cuando se las 
introduce experimenta lmente en una misma célula, Este Última observación refleja el elevado grada de 
conservadón de la elaborada madguinaña responsable del inicio de la transcripción en eucariotas. 
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cuales se une a distintas secuencias reguladoras del DNA, controlando la velocidad final de 
trensoripción de un gen eucariota. 

Las proteínas activadoras de genes pueden afectar distintas etapas en la vía de activa- 
ción transcripcional, por lo que debe considerarse si estas etapas se dan siempre en un er- 
den establecido. Por ejemplo, ¿la remodelación de la cromatina precede sienpre a la, 
acetllación de histonas, como en el ejemplo de la Figura 7-47? ¿El Mediador actúa antes O 
después que la RNA polimerasa? La respuesta a estas cuestiones parece ser distinta para los 
distintos genes e incluso para tun mismo gen bajo la influencia de distintas proteínas regula- 
doras (Figura 7-49). Cualesquiera que sean los mecanismos concretos y el orden en que se 
produzcan, una proteína reguladora de genes ha de unirse al DNA para afectar directa o in- 
directamente la transcripción de su gen diana; la velocidad de transcripción dependerá en 
última instancia del conjunto de proteínas reguladoras unidas corriente exdbe y corriente 
abajo del ínicio de transeripción. 


Las proteínas represoras de genes eucariotas pueden inhibir 
la transcripción de diferentes formas 


Como ocurre en las bacterias, los organismos eucariotas regulan la transcripción de sus ge- 
nes utilizando tanto proteínas activadoras como proteínas represoras de genes. Sin embar- 
go, debido a las diferencias en el inicio de la transcripción de los eucariotas y de las bacterias, 
los represores eucariotas tienen muchos más mecanismos posibles de acción. Hemos visto 
en el Capítulo 4 que grandes regiones del genoma pueden desactivarse mediante el empa- 
quetamiento del DNA formando la heterocromatina. Sin embargo, los genes no suelen estar 
organizados en el genoma según su función, por lo que esta estrategia no es útil para la ma- 
yoría de ejemplos de regulación génica. En lugar de esto, la mayoría de represores tienen que 
actuar gen a gen. A diferencia de los represores bacterjanos, la mayoría de represores de los 
organismos eucariotas no compiten directamente con la RNA polimerasa para su acceso 
al DNA, sino que utilizan mecanismos distintos, algunos de los cuales se ustran en la Figu- 
xa 7-50, Como las proteínas activadoras de genes, muchas proteínas represoras eucariotas 


actían sobre un determinado gen diana a través de más de un mecanismo, dando Jugar a 


una represión eficaz y potente. 

La represión génica es sobre todo importante para animales y plantas, cuyo crecimien- 
to depende de programas de desarrollo minuciosos y complejos. La expresión errónea de 
un solo gen en un momento crítico puede tener consecuencias desastrosas para el indivi- 
duo. Por esta razón, muchos de los genes que codifican las proteínas reguladoras del desa- 
rollo más importantes se mantienen fuerternente reprimidos cuando no son necesarios. 


Las proteínas reguladoras de genes de células eucariotas 
frecuentemente se unen de forma cooperativa al DNA 


Cuando las proteínas activadoras y represoras eucariotas se unen a secuencias especificas 
del DNA, ponen en marcha une compleja serie de acontecimientos que culmina con la iní- 
ciación de la transcripción o, por el contrario, con su represión. Sin embargo, estas proteínas 
no suelen reconocer el DNA como polipépudos individuales. En realidad, en las células eu- 
cariotas la unión eficiente al DNA requiere normalmente que varías proteínas de unión al 
DNA específicas de secuencia actúen de forma conjunta. Por ejemplo, dos proteínas regula- 
doras de genes, que presenten una baja afinidad una por la otra, pueden cooperar entre sí 
tniéndose a una secuencia de DNA, secuencia a la que son incapaces de unirse por sí mis- 
mas independientemente. En un caso bien estudiado, un dímero proteico cuando está uni- 
do al DNA expone tina superficie que es reconocida por una tercera proteína portadora de 
un dominio de activación que activa la transcripción. Este ejemplo lustrá un principio ge- 
neral importante: algunas interacciones proteína-proteína que son demasiado débiles para 
formar complejos en sohución, pueden hacerlo sobre DNA, de forma que la secuencia de 
DNA actúa como un centro de “eristalización” para el ensamblaje de diversos complejos de 
proteínas. 


Como se muestra en la Figura 7-51, una proteína reguladora de genes determinada * 


puede participar en más de un dpo de complejo regulador. Una proteína puede actuar en ua 


Caso como parte de un complejo que activa la transcripción y, en otro caso, como parte de - 


un complejo que la inhibe, Así, cada una de las proteínas reguladoras eucariotas pa tiene 
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Figura 7-49 Orden de acontecimientos que 
den Jugar al inicio de la transcripción de un 
gen determinado, En este ejemplo de la 
levadura 5, cerevistac estudiado con precisión, 
las etapas hacia el inicio de la transcripción 
se producen en un orden concreto; sin 
embargo, este orden es diferente en genes 
diferentes. Por ejemplo, en otro gen la 
modificación de histonas ocurre primero, 

a continuación se produce el reclutamiento 
de la RNA polimerasa y después el 
rechutamiento del complejo de remodelación 
de la cromatina. La Figura 7-47 muestra otro 
orden posible de los acontecimientos. 


Cu 
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necesariamente ua función activadora o represora sino que actúan corno partes regulado- 
zas que se utilizan pera constegr complejos cuya función final dependerá del eosarblaje 
de todos sus componentes, Este ensamblaje final dependerá a su vez tanto de la disposición 
de secuencios en la región de control del DINA como de les proteínas reguladores concretas 
presentes de forma acdva en la célula, Por lo tanto, cada gen eucariota está regulado por un 
“comité” de proteínas, cada una de las cuales tiene que estar presente para que el gen se ex- 
prese al nivel adecuado. 

En algunos casos, la secuencia concreta de DNA a la que se unen directamente las pro- 
teígas reguladoras puede sfsctarla conformación de esta proteína y modificar así su actividad 
tanscripcional Por ejemplo, cuendo el receptor de hormonas esteroidess se 1me a una se- 
cuencia de DNA determinada, interactóa conan correpresor y da lugar a una intibición de la 
transoripción. Si se une a una secuencia de DNA Hperamente distinta, adopta uma conforma. 
ción distinta e interactóa con un cosctivados, dando lugar a un estímado de la uanscripción. E 

En general, unas cuantas secuencias de nucleótidos relativamente cortas determinan 
el ensamblaje sobre el DNA de un gripo de proteínas reguladoras (véase Figura 7-51), Sto 
embargo, en algunos casos extrernos de regulación por comité se forma una estructura más 
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Figura 7-50 Seis formas en que pueden actuar las proteinas represoras de genes de organismos eucariotas. (A) Las proteínas activadoras de genes y 

las proteínas represoras compiten por la unión de una misma secuencia de ONA reguladosa. (8) Ambas proteínas pueden unirse al DNA pero la proteína 
represora se une al dominio de activación de la proteína activadora, evitando así que efectúe su función activadora. En una variación de esta estrategia, el 
represor se une fuertemente al activador sin necesidad de unirse de forma directa al DIA. (O) El represor bloquea el ensamblaje de los factores generales de 
transcripción, Algunos represores también pueden actuar en etepas tardías del ínicio de la transcripción, por ejeraplo evitando quela RNA polmerasa se 
separe de los factores generales de transcripción. (0) El represor recluta un complejo de remodelación de la cromatina que devuelve a la región del promotor 
al estado nucleosómico pretranscripcional. (E) El represor atrae a la histona desacetílasa hacía el promotor. Como hemos visto, la acetileción de fas histonas 
estíraula el inicio de la transcripción (Figura 7-47) y el represor simplemente invierte esta modificación. (F) El represor atrae na histana transferasa que 
meadifica ciertas posiciones en las hístonas que, a su vez, están unidas por proteínas que mantienen la cromatina en la forma vansoripcioneimente silenciosa. 
Por ejernplo, en Drosophita, la histona metiltanferasa Suv39 metila la posición K9 de la histona H3, una modificación 3 la que se une la proteína HP1. Enotro 
ejemplo, Elzd) metía la posición (27 de la histona M3 y la proteína Policomb se Une a esta modificación. HP1 y Polícomb reconocen las isinas metiladas a 
través de un cromodominio. Como se muestra, pueden actuar de manera local inactivando genes específicos o pueden ocupar toda una reglón de un 
cromosoma repríriendo ten conjunto de genes. Un séptimo mecanisrao de control negativo inactivación de un activador transcripcional mediante 
heterodimerización- se ilustra en la Figura 1-24, Para que la presentación fuese más sencilla, se han omitido los nucleosornas en (AJAC) y las escafas de 
(0-5) se han reducido en relación a (AMC 
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elaborada DINA-proteínas (Figura 7-52). Debido a que el ensamblaje final requiere la pre- 
sencia de varias proteínas reguladoras génicas, constituye una forma sencilla de asegurar 
que un gen se exprese sólo cuando la célula presenta la combinación correcta de estas pro- 
teínas. La lornación en solución de heterodímeros da lugar a un mecanismo combinatorio 
para el control de la expresión génica, El ensamblaje de complejos de proteinas reguladoras 
de genes sobre el DINA constituye un segundo mecanismo importante para el control com- 
binatoria, que da lugar a posibilidades más araplias. 


Los interruptores genéticos complejos que regulan el desarrollo 
de Drosophila están formados por módulos menores 


Dado que las proteínas reguladoras se pueden situar en muchos lugares situados a largas 
distancias en el DNA, que pueden ensarablarse formando complejos en cada uno de estos 
lugares y que los complejos influyen tento eu la eseructura de la cromatina como en el en- 
sambiaje de la maquinaria general de transcripción del promotor, podría existir un número 
casi ilímaitado de posibilidades de generar mecanismos de control de la regulación de la 
transcripción de los genes en los organismos eucariotas. 

Un ejermplo especialmente interesante de un complejo de ese dipo, un interruptor ge- 
nético de varios componentes, es el que controla la transcripción del gen de Drosophila 
Euven-skipped (Eve), cliya expresión deserapeña un papel importante en el desarrollo del emn- 


" brián de Drosophila. Si el gen se inactiva por mutación, dejan de formarse muchas partes del 
embrión y éste muere en una fase temprana del desarrollo. Tal coma se expone en el Capt- 


tulo 22, en la etapa del desarrollo en la que se empieza a expresar Eve, el embrión es una se- 
la célula gigante que contiene muchos núcleos y un solo citoplasma común. El citoplasma 
no es homogéneo, sino que contiene una mezcla de proteínas reguladoras que se distibu- 
yen de forma no uniforme a lo largo del eje del embrión, suministrando información posi- 
cional que diferencia entre una parte del embrión y otra (Figura 7-53). (En el Capítulo 22 se 
describe cómo se establecen estas diferencias.) A pesar de que inicialmente los núcleos son 
idénticos, rápidamente empiezan a expresar genes diferertes, ya que están expuestos a pro- 
teínas reguladoras diferentes. Por ejemplo, el núcleo próxinto al externo anterior del em- 
brión en desarrollo está expuesto a un conjunto de proteínas reguladoras que es diferente al 
que influye sobre el núcleo del extremo posterior del embrión. 

Las secuencias de DINA regulador que controlan el gen Eve detectan las concentraciones 
de las proteínas reguladoras en cada posición a lo largo del eje del embrión e interpretan es- 
ta información de forma que el gen Eve se expresa en siete franjas, cada una de las cuales 
ene una anchura de cinco a seis núcleos, y que están situadas con precisión sobre el eje an- 
tero-posterior del embrión (Figura 7-54) ¿Cómo se ha podido procesar esta información? A 
pesar de que no se conocen todos los detalies moleculares, del estudia de Eve y de otros ge- 
nes de Drosophila que presentan una regulación siritar ya se han podido extraer algunos 
principios generales. co” 

La región reguladora del gen Eve es muy ini Gproximadamente 20.000 pares de ba- 
ses). Está formada por una serie de módulos reguladores sencillos, cada uno de los cuales 
contiene varias secuencias reguladoras y es responsable de una franja de expresión de Eve en 
el embrión. Esta organización modular se pone de manifiesto en experimentos en los que un 
módulo concreto (p, ej, el que especifica la franja 2) se extrae de su posición normal co- 
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Figura 7-51 Á menudo, las proteínas 
reguladoras de genes de organismos 
eucariotas se ensamiblan sobre el DNA 
formando complejos. En lA) se muestran 
siete proteínas reguladoras de genes, La 
naturaleza y la fimición del complejo que 
forman depende de la especificidad de la 
secuencia de DNA que nuciea su ensamblaje. 
En (8), algunos complejos eosarmblados 
activan la transaripción génica mientras que 
otros reprimen la transcripción. Nótese que 
tanto la proteina dibujada encrojo corno la 
dibujada en verde forenan perte de arnbos 
complejos, activador y represor. Las proteínas 
que no se unen directamente al ONA sino 
Gue se ensemblan con otras proteínas de 


“regulación génica, a menudo se denominan 


coactivadores o correpresores, Sin erbargo, 
estos términos generan confusión porque 
abarcan una gren vañedad de proteínas, 
incluyendo las proteínas de lectura y 
escritura, los complejos de remodelación 
de la cromátina y muchas otras clases de 
proteínas. Algunas no tienen actividad 
intrínseca por sí mismas sino que 
simplemente actúan como “andamiaje” 
para atraer aquelías proteinas que sí 
tienen actividad. 


proteína eri DNA 
de DNA 


activa la 
transcripción 


Figura 7-32 Descripción esquemática de 
un complejo de proteínas de regulación 
génica unidas a un potendador, Á la 
proteína mostrada en amarillo se la 
denomina proteína arquitectónica en tanto 
que su fanción prncipal es doblar al DNA 
para permitir el ensamblaje cooperativo de 
otros componentes. La estructura mostrada 
se basa enla observada en la región de 
control del gen que codifica una subunidad 
del receptor de la célula Y (descrito en el 
Capitulo 25) y activa la transcripción en un 
prorastor cercano, Sólo algunas células del- 
sistema inmunológico en desarrollo, que 
finalmente darán lugar a las células Y 
maduras, presentan el conjunto cornpieto de 
componentes proteicos necesarios para 


"former esta estructura. 
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- Figura 7-53 Distribución no iniforme de cuatro proteinas reguladoras en un 
embrión temprano de Drosophila, En este estadio, el ermbrión es un sincitio, 
con muchos núcleos en un citoplasma común. Aunque en estos dibujos na está 
indicado, todas estas proteinas se concentran en los núcleos, 


niente arriba del gen Eve, se sitúa con un gen reportero (véase Figura 7-45) y se reintroduce 
en el genoma de Drosophila. Cuando se examinan embriones en desarrollo derivados de 
moscas portadoras de esta construcción de DNA, se observa la expresión del gen reportero 
exactamente en la posición de la franja 2 UFigtra 7-55). Experimentos similares a éste de- 
muestran la existencia de otros módulos reguladores, cada uno de los cuales especifica una 
de las otras seis franjas o alguna otra parte del patrón de expresión del gen Eve que por la ge- 
neral está preserite en fases posteriores del desarrollo (véase Figura 22-39). 


El gen Eve de Drosophila está regulado por controles 
combinatorios 


El estudio detallado del módulo regulador de la franja 2 ha proporcionado indicios sobre la ' 


forma en que este módulo lee e interpreta la información posicional. Esta región contiene 
secuencias de reconocimiento para dos proteínas reguladoras (Bicoid y Hunchbacid, que 
activan la transcripción de Eve, y para otras dos proteínas reguladoras (Kriippel y Gianú que 
reprimen su transcripción (Figura 7-56). (Las proteínas reguladoras de Drosophila suelen 
tener nombres descriptivos que reflejan el fenotipo que se produce debido a la inactivación 
por mutación del gen que las codifica.) Las concentraciones relativas de estas cuatro pro- 
teínas determinan si los complejos que se forman en el módulo de la franja 2 activan la 
transcripción del gen Eve. La Figura 7-57 muestra las distribuciones de las cuatro proteínas 
reguladoras en la región del embrión de Drosophila donde se forma la franja 2. Parece que 
para inactivaz el módulo de la franja 2 es suficiente que cualquiera de los dos represores es- 
té unido el DNA, mientras que para activarlo al máximo es necesario que se unan armbos ae- 
tivadores, Bicvid y Hunchback. Así pues, esta unidad integra las cuatro informaciones 
posicionales de forma que el módulo de la franja 2 se activa (y en consecuencia se activa la 
transcripción del gen Eve) sólo en aquellos núcleos en los que los niveles tanto de Hunch- 
back como de Bicoid son elevados y no exista ni Krúppel ni Giant. Esta combinación de 
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Figura 7-54 Las siete franjas de la proteína 
codificada por el gen Even-skipped (Eve) ex 
un embrión de Drosophita en desarrollo. 
Dos horas y media después de tener lugar la 
fecundación, el huevo se Ájó y se tiñó con 
anticuerpos que reconocen la proteína Eve 
verde) y con artícuerpos que reconocen la 
proteína Giant (rojo). Cuando las protelnas 
Eve y Giant se encuentran presentes a la vez, 
la tinción aparece de color amarillo, En este 
momento del desarrolío, el huevo contiene 
aproximadamente 4000 núcieos. Tanto la 
proteína Eye como la proteína Giant se 
encuentran situades en el púdeo y las franjas 
de Eve denen una anchura de unos cuatro 
núcleos. En la Figura 7-53 se muestra el 
patrón de tinción de la proteina Giant, 
(Cortesta de Michael Levine.) 


Elgura 7-55 Experimento demostrativo 
de la construcción modular de la región 
reguladora de Eve. (A) 5e tomó una región 
de 480 pares de bases de la región 
reguladora de Eve y se insertó por delante 
de un promotor que controla la síntesis de 
B-galactosidasa tel producto del gen LacZ 
de E. cofi). (8) Cuando se introdujo esta 


Consuucción artificial en el genorra de 


embriones de Drosophila, los ernbriones 
expresaron P-galactosidasa (detectable 
mediante inción histoquimica) precisamente 
en la posición de fa segunda de las siete 
franjas de Eve (0). (8 y €, Cortesía de Stephen 
Sinali y Michael Levine) 
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activadores y represores sólo ecure en una región del embrión temprano; así pues, en cual- 
quier otro caso el módulo de la franja 2 está inactivo. 

Previamente hernos descrito dos mecanismos de control combinatorio de la expresión 
génica: heterodimerización de las proteínas reguladoras en solución (véase Figura 7-20) y 
ensamblaje de combinaciones de proteínas reguladoras en pequeños complejos en el DNA 
(véase Figura 7-51). Es bastante probable que arabos mecanismos participen en la comple- 
ja regulación de lá expresión de Eve. Además, la regulación del raódulo de la franja 2 descri- 

ta ilustra un tercer tipo de control combinatorio. Dado que las secuencias reguladoras del 
raódulo de la franja 2 se encuentran repetidas y dispersas por todo el DNA, muchos conjun- 
tos de proteínas reguladoras se pueden unir simultáneamente en sitios distintos, influyendo 
así sobre el promotor del gen. El promotor hategra las influencias sobre la transcripción de 
todas las proteínas unidas (Figura 7-58). 

La regulación de la expresión de Eve es un ejemplo extremo de control combinatorio. Sie- 
te combinaciones de proteínas reguladoras -una combinación para cada franja— activan la 
expresión de Eve, mientras que muchas otras cormbinaciones (todas las que se encuentran en 
las regiones entxe franjas) mantienen el gen silencioso. Parece que los otros módulos de fran- 
ja tenen un diseño similar al descrito para el módulo de franja 2 y sou capaces de leer infor- 
mación posicional suministrada por otras combinaciones de proteinas reguladores. La región 
de control completa ocupa 20.000 pares de bases y es capaz de unir más de 20 proteínas re- 
guladoras distintas. Así pues, una región compleja y grande está construida a partir de una se- 
rie de módulos de menor tamaño, cada uno de los cuales está formado por una serle de 
secuencias cortas de DNA reconocidas especificamente por proteínas reguladoras. 


En mamiferos, las regiones de control también están formadas 
a partir de módulos reguladores sencillos 


Tal vez el 8% de la capacidad de codificación de un genoma de mamífero está dedicado a la 
sintesis de proteínas que actúan como reguladores de la transcripción génica. Este elevado 
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figura 7-56 Detalle del módulo de la franja 2 
de Eve. El segmento de la región de control de 
Eve identificado en le figura anteñíor contiene 
secuencias reguladoras, cada una de las 
cuales une alguna de las cuatro proteínas 
reguladoras, A partir de experimentos 
genéticos sabemos que estas aa tro proteinas 
son responsables de la expresión correcta de 
ta franja 2 de Eve. Por ejemplo, las moscas 
deficientes en los dos activadores Bicojd 

y Hunchbadeono expresan la franja 2 de Eve 
de forma eficiente. Cuando las moscas son 
deficientes en cualquiera de los dos 
represores, Giant y Krúppel, la franja 2 

se hace más amplia cubriendo una zona 
anormalmente grande del embrión. Las 
reglones de unión a DNA para estás proteínas 
se han determinado a partir de su cloración, 
sobreexpresión en E. cofí, purificación y 
experimentos de determinación de huella en 
el DNA (véase Figura 7-29). El diagrama 
superior muestra que en algunos casos log 
sitios de unión para proteínas reguladoras de 
genes se pueden solapar de forma que las 
proteínas pueden competir por su unión al 
DNA. Por ejemplo, parece que la unión de 
Krúppel y de Bicoid en el lugar sitiado más a 
la derecha, es mutuamente excluyente, 


Figura 7-57 Distribución de fas protelnas 
reguladoras responsables de asegurar que 
Eve se exprese en la franja 2. La distribución 
de estas proteínas se determinó mediante 
únción de un embrión de Drosoprila ton 
anticuerpos dirigidos contra cada ura de las 
cuatro proteínas (véase Figuras 7-53 y 7-54). 
La expresión de Eve en la franja 2 ocurre sólo 
enta posición donde están presentes los dos 
activadores (Bicold y Munchbacdk) y están 
zusentes los dos represores (Giant y KrEppel). 
Por ejemplo, en embriones de moscas que 
carecen de KrUppel, la franja 2 se expande en 
dirección posterior. De una manera similar, si 
las secuencias de unión a DNA de Krippel se 
inactivan mediante mutación, ta franja 2 


- se expande en dirección posterior 


(véase Figura 7-56). 

El propio gen Eve codifica tuna proteína 
reguladora que, después de que se establezca 
su patrón de distribución en siete franjas, 
regula a su vez la expresión de otros genes 
de Drosophila. A reedida que progresa el 
desarrofo, el enrbrión se subdivide en - 
regiones cada vez más finas que finalmente 
darán lugar a las diferentes partes del cuerpo 
de una mosca adulta, como se describe en 
el Capítulo 22, 

. Este ejemplo en embriones de Drosophila 


es poco habitual en el sentido de que los 


núcleos están expuestos directamente a 
determinantes posidonales en forma de 
concentraciones de protelnas reguladoras 

de genes. En los embriones de muchas otras. 
especies, cada núcleo se haila en una célula, 

y la información posicional extracelular tiene 
que pasar a través de la membrana o, lo que 

es más usual, generar señales enel cítosol que 
influyan en el genoma, 
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oúxnero de genes refleja la gran complejidad de la red de control que regula la expresión de 
los genes en los mamiferos. Cada gen viene regulado por un conjunto de proteínas regula- 
doras génicas; cada una de estas proteínas es el producto de un gen que a su vez está regula- 
de por un conjunto de otras proteínas, y así sucesivamente. Además, las propias proteínas 
reguladoras están reguladas a su vez por señales procedentes del exterior de la célula, lo cual 
puede activadas o inactivarlas de varias forraas (Pigura 7-59), Así, el patrón de expresión gé- 
nica de una célula puede considerarse como el resultante de un proceso computacional 
complejo efectuado por la red intracelular de contcol génico en respuesta al entorno celular, 
Volveremos a tratar de estas cuestiones con más detalle en los Capítulos 15 y 22, que tratan 
de la señalización celular y del desarrollo, pero la complejidad es destacable incluso en un 
solo interruptor genético que regula la actividad de un solo gen..Por ejemplo, no resulta po- 
co frecuente encontrar un gen que tenga una región de control de 100.000 pares de bases de 


longitud con muchos módulos, cada uno de los cuales contenga un cierto número de se- 


cuencias reguladoras que unen proteinas reguladoras, y que se encuentren separados por 
lergas secuencias de DINA no codificante. 

Uno delos ejemplos reejor conocidos de región reguladora compleja en mamiferos es el 
del gen de -globina humano, que sólo se expresa en los eritrocitos. La expresión del gen es- 
tá controlada por un conjunto compleja de proteínas reguladoras, algunas de las cuales actúe 
an como activadores y Otras como represores PMigura 7-60). Las concentraciones (0 
actividades) de muchas de estas proteínas reguladoras cambian durante el desarrollo y sólo 
waa combinación particular de todas ellas induce latranscripción del gen. El gen humano de 
la B-globina forma parte del grupo de genes de la globina (Pigura 7-615), que sólo se trans- 
eríben en su totalidad en células eritroblásticas, es decix, células sanguíneas del linaje de los 
eritrocitos, pero en una etapa diferente del desarrollo de los rnamiferos (véase Figura 7-61B), 


El gen de la e-globina se expresa en el embrión temprano, el y en el embrión tardío y en el fe- 


to, y el á y el f sobre toda en el adulto. Los productos génicos difieren ligeramente en sus pro- 
piedades de unión al oxígeno, adecuándose a las distintas condiciones de oxigenación del 
embrión, el feto y el adulto. Cada uno de los genes de la globiba tiene su propio grupo de pro- 
teínas reguladoras necesarias para activaz el gen en el momento y en el tejido apropiados. 

Los genes de la globina son excepcionales porque se transcriben a velocidades muy 
elevadas en el momento y en el lugar adecuado: de hecho, los eritracitas son poco más que 
bolsas de hemoglobina que sintetizaron las células precursoras. Para conseguir este nivel tan 
elevado de transcripción, los genes de las globinas, además de sus secuencias reguladoras 
individuales, comparten una región control llamada locus de la región control (CR: locus 
control region), que se encuentra corriente arriba, lejos del conjunto de genes y que es nece- 
sería para que se produzca una expresión adecuada de cada uno de estos genes (véase Figu- 
ra 7-G1A). La importancia de la LCR se pone de manifiesto en pacientes que presentan un 
tipo determinado de talasemia, una forma grave de anemia hereditaria. En estos pacientes, 
el sitio de la Pi-globina ha sufrido una deleción que elimina toda o una parte de la LCR. A pe- 
sar de que permanecen intactos tanto el gen de la P-globina como sus regiones reguladoras 
cercanas, este gen está silenciado transcripcionalmente, incluso en las células eritracitarias, 

No $e conoce en detalle la manera en que actúa le LOR, pero se sabe que la proteína re- 
guladora que se une a la LOR interactúa, mediante un bucle de DNA, con proteínas unidas 
a las regiones contral de los genes de la globina que regulan, De este modo, las proteínas 
unidas a la LOR ayudan a atraer complejos remodeledores de la cromatina, enzimas ma- 
dificadoras de histonas y componentes de la rmaquiraria de transcripción que actóan con- 


Elgura 7-58 hategración de varias señales en 
en promotor Varños grupos de protelaas 
reguladoras pueden actuar coojuntamente 
infiuyerdo sobre un promotor corno hacen 
enel módulo de la franja 2 de Eve ustrada en 
la Figuera 7-56, Aún no se conoce en detalle 
cómo la cólila consigue la lategración de 
varias señales, pero es probable que fa 
actividad wanseripcional final de un gen 
resulte de la competencia entre activadores 

y represores que actúan mediante los 
mecanismos quíe se resumen en las 

Figuras 7-46 y 7-50, 


CÓMO FUNCIONAN LOS INTERRUPTORES GENÉTICOS 
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juntamente con las regiones reguladoras específicas de cada uno de los genes de la globina. 
Además, la LCR incluye ta sécuencia barrera (véase Figura 4-47) que evita la expansión de 
heterocromatina vecina hacia el sitio de la P-globina, como se describe en el Capítulo 4. Es- 
ta propiedad dual distingue la LCR de la globina de muchos otros tipos de secuencias régt- 
ladoras del genoroa humano; sin embargo, los genes de la globina no son los únicos que 
tienen una LOR, ya que otros genes específicos de tipo celular, que se transcriben de mane- 
ra abundante, también presentan LCR corriente axriba. Probablemente deberfamos imagi- 


Figura 7-59 Migunos mecanismos de 
regulación de la actividad delas proteinas 
reguladoras en las células eucariotas. 

(A) La proteína reguladora de genes sólo se 
sintetiza cuando es necesaria y sufre ma 
proteolisis rápida que evita su acumolación, 
(B) Activación por unión a un ligando. 

(C) Activación pot modificación covalente, 
Aqui se muestra la fosforilación, pero soh 
posibles muchas otras modificaciones 
(véase Tabla 3-3, p. 1861, (0) Formación 

de un compleja entre una proteína de unión 
al DNA y otra proteína que actúa como 
dominto activador de la transcripción. 


"(Ej Desermnascaramiento de un dorminio de 


activación por fosforilación de una proteína 
intubidora, (F) Estimutación de la entrada 

al núdeo por eliminación de una protelna 
infibidora que hacía que la proteína fuese 
incapaz de entrar al núcleo, (6) Liberación de 
una protelna reguiadora de genes desde una 
hicapa membranosa mediante proracils 
regulada. 
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Figura 7-60 Modelo para el control del gen de la B-afobina humano. El esquerna muestra auna de las proteínas reguladoras que controlarla expresión 
durante el desarrollo de los glóbulos rojos de la sangre (eritrocitos) (véase Figura 7-61). Algunas de las proteínas mostradas, como CP1, se encuentran en 
muchos tipos celulares, mientras que atras, como GATA, son propias de algunos tipos celulares incluyendo a los eritracitos- por lo que se cree que 
contribuyen a la expresión específica del tipo celular de los genes de la B-globina. Como se indica con las flechas de dos puntas, algunas de las secuencias de 
GATA] se sofapan con las de otras proteínas reguladóras; parece que la ocupación de estos lugares por GATA1 excluye la nión de otras proteínas. Una vez 
inidas al DNA, los proteínas reguladoras de genes rectutan los complejos de remodelación de fa cromatina, enzimas modificadoras de histonas, factores 
generales de transcripción, Mediador y RNA poliraerasa hada el prornotor. (Adaptado de B. Emerson, en Gene Expresston: General and Cell Type Specific 


IM. Kacin edi pp. 116-161. Boston: Birdrauser, 1993) 
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har a les LOR no como elementos de DIVA únicos con propiedades especializadas, sino co- 
mo combinaciones potentes de distintos tipos de secuencias reguladoras más elementales. 


Los aislantes son secuencias de DNA que impiden 
que las proteínas reguladoras de genes eucariotas 
afecten a genes distantes . 


Todos los genes tienen regiones de control que determinan cuándo, bajo qué condiciones y 
en qué tejidos se expresará el gen. También hemos visto que las proteínas reguladoras de ge- 
nes de organismos eucariotas pueden actuar sobre hagmentos de DNA muy alejados. ¿Có- 
mo se evita que las regiones de control de distintos genes interñeran was con otras? En obras 
palabras, ¿qué hace que Una proteína regidadora génica que se halla unida a la región de 
control de un gen no afecte de forma inadecuada a.otros genes adyacentes y tenga conse- 
cuencias negativas? 

Para evitar esta intercomunicación, distintos tipos de elermertos de DNA actian com- 
partireentando el genoma en dominios reguladores diferenciados, En el Capítulo 4 hemos 
tratado de las secuencias barrera que evitan que la heterocromatina se expanda hacia genes 
que deben ser expresados. Un segundo tipo de elemento de DNA, llamado aislante, evita que 
los potenciadores endoquezcan e inactiven genes inadecuados (Figura 7-62). Un aislante 
puede bloquear la comunicación entre un potenciador y un prormotor, pero tiene que estar 
situado entre ambos. Aunque se han identificado las proteínas que se unen a aislantes, se 
desconoce cómo actúan neutralizando alos potenciadores de forraa direccional, 

A pesar de que sus mecanismos todavía no se conocen en su totalidad, se considera que 
la distribución de aislantes y de secuencias barrera divide el genoma en dominios indepen» 
dientes de regulación génica y de estructura de la cromatina (Figura 7-63). Algunos aspectos 
de esta organización se pueden observar con la tinción de los erornosomas para las proteí- 
nas específicas que se unen a estos elementos del DNA. 

A pesar de que los cromosomas están organizados en dominios ordenados que distra- 
dena los potenciadores de actuar sin criterio, existen circunstancias especiales en las que un 
potenciado situado en un cromosoma es capaz de activar un gen situado sobre otro cronao- 
soma. Un ejemplo destacable se da en la regulación de los receptores olfativos de los marní- 
feros. Estos receptores son proteínas que expresan las neuronas sensoriales, que permiten 
a los mamiferos discriminar con exactitud entre muchos miles de olores distintos (véase 
p. 917). Los humanos, por ejemplo, tenemos 350 genes que codifican receptores olfativos, 
los cuales están cuidadosamente regulados de modo que sólo se exprese tuno de ellos en ca- 
da neurona sensorial. Los genes de los receptores olfativos están dispersos entre muchos 
cromosomas diferentes, pero sólo existe un solo potenciador para todos elos. Cuando este 
potenciador activa un gen de los receptores asoctándose a su región reguladora, permanece 
asociado de manera estable excluyendo así la activación de cualquiera de los otros genes de 
los receptores. Aunque este mecanismo todavía no es bien conocido, pone en evidencia la 
gran versatilidad de estrategias de regulación transeripcional que existen. 
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Figura 7-64 El grupo de genes del tipo de 
la B-alabina de humanos, (A] La gran 
región cromosómica mostrada comprende 
100,000 pares de nucleótidos y contiene 

los cinco genes de globina y una región de 
control del locus (1.CA) (8) Variaciones de 

fa expresión de los genes del tipo de la 
B-globina durante vatlas fases del desarrollo 
de los hurnanos. Cada una de tas cadenas de 
globina codificadas por estos genes se 
combina con una cadena de la o-globina 
formando la hemoglobina de los glóbulos 
rojos (véase Figura 4-86). (A, según E 
Grosveld, GB. van Assendelft, DA, Greaves, 
y G, Kolitas, Ce 51:075-985, 1987. 

Con la autorización de Elsevier) 


Figura 7-62 Diagrama esquemático que 
resume las propiedades de los aislantes y 
de las secuencias barrera. Los sistantes 
bloquean direccionalmente la acción de 

los incrernentadores (lado izquierdo) y las 
secuencias barrera prevlenen la extensión de 
la heterocromatina dado derecho). Así, el gen 
B está regulado de forma adecuada y se evita 
que el incrementador del gen 8 afecte a la 
vtensodpción del gen A. En ta Figura 4-47 se 
muestra como actúan probablemente las 
secuencias barrera. Todavía no se conoce 
córno producen sus efectos los aislantes; una 
posibilidad es que actúen como “señuelo”, 
atando la maquinaria transeipconal y 
evitando que ésta interactúé con 
potenciadores atttérficos, Otra posibilidad 
és que enclen el DNA a la envoltura nuclear, 


“interfiriendo así con da formación de buctos 


Inesdecuado, 


de DNA entre un potenciador y un promotor 
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Los interruptores genéticos han evolucionado de forma rápida 


Las regiones de control de los genes de los organásmos eucariotas se distribuyen sobrelargos 
tragrnentos del DINA, mientras que las de los organismos procariotas suelen estar agrupadas 
alrededor del punto de inicio de la transcripción. Parece probable que el desarrollo de los 
interruptores génicos en estructuras densamente ernpaquetadas a partir de interruptores 
mayores sea la respuesta a una presión evolutiva de las bacterias hacía el mantenimiento de 
uw genoma de pequeño tamafío. Sin embargo, esta compresión tiene un coste: la restricción: 
de la complejidad y la adaptabilidad de los mecanismos de control, En cambio, la forma ex- 
tendida de las regiones de control eucariotas con módulos reguladores discretos separados 
por largas secuencias de DNA espaciador- facilita el mezclado de los módulos reguladores 
durante la evolución, tanto generando nuevos circuitos reguladores como modificando los 
ya existentes. Como se describió en los Capítulos 1 y 4, y se volverá a tratar en el Capítulo 22, 
la bese de la gran variedad de vidas en la Tierra no es tanto la adquisición de nuevos genes 
como los cambios en la regulación génica. Desentrañar la historia evolutiva de las regiones 
modemas de control representa un reto fascinante para los biólogos y muchas de las claves 
para resolver este problema se hallan en las secuencias actuales de DNA. 


Resumen 


Las proteínas de regulación génica activan o desactivan la transcripción de cada uno de los genes de 
las células. En los organismos procariotas estas proteínas se unen habitualmente a secuencias espe. 
cíficas de DNA próximas al lugar de inicia de la transcripción por la RNA polirnerasa y. según la nea. 
turaleza de la proteína reguladora y la localización precisa de su secuencia de unión, pueden tarto 
activar como reprimir la transcripción del gen. Sin embargo, la flexibilidad de la doble hélice de 
DNA permite que, al doblarse el DIVA que los separa, algunas proteínas unidas en sitios distantes del 
gen influyan sobre la RIVA polimerasa en el lugar promotor. La regulación de los genes de los euca- 
riotas superiores es mucho más compleja como corresponde a un genoma más grande y a la gran va- 
riedad de tipos celulares que se forman. Un solo gen eucoriota está controlado por muchas proteínas 
reguladoras unidas a secuencias que pueden distar miles de nucleótidos del promotor que controla 
la expresión del gen. Los activadores y represores eucariotas actúan mediante una amplía variedad 
de mecanismos -generalmente alterando la estructura de la cromatina y controlando el ensambla- 
je de factores generales de transcripción, el Mediador y la RNA polimerasa en el promotor. El mo- 
mento y el lugar en el que se transcribe un gen, así coro la velocidad de transcripción en distintas 
condiciones, dependen de la gema de proteínas de regulación génica que se unen ala región regula- 
dora del gen. 


MECANISMOS GENÉTICOS MOLECULARES - - 
QUE ORIGINAN TIPOS CELULARES - 
ESPECIALIZADOS 


Aunque todas las células han de ser eupacés pe activar y desactivar genes en respuesta a 
cambios en su entorno, las células de los organisroós plirfcelulares han desarrollado esta 
capacidad hasta 1 nivel máximo y mediante vías altamente especializadas han dado lugar 
a la formación de ua conjunto organizado de tipos celulares diferenciados. En particular, 
cuendo una célula de un organisiao pluricelular queda determinada a diferenciarse hacia 
un tipo celular determinado, generalmente la célula mantiene esta elección a lo largo de mu- 
chas generaciones celulares, lo que significa que recuerda los cambios de expresión génica 


Figura 7-63 Localización de una protelrra 
de undón a un sistante en cromosomas 
politénicos de Drosopbila, Se UB tur 
cromosoma politénico (véase Capítulo 4) con 
yoduro de propidio brojol para mostrar su 
patrón de bandas; las bendas sparecen 
encfofo brillante y las irterbandas como 
interrupciones oscuras del patrón lariba), 
Las posiciones de este cromosoma polténica, 
que se hallan unidas a una proteína sislante 
concreta (denominada BEAF), se encuentran 
teñidas de calor verde brillante aracias a 
anticuerpos dirigidos contra la proteina 
tobaja). BEAF se localiza preferentemente 
en las regiones interbanda, lo cual refleja 

el papel que tiene enda organización de las 
cromosomas en dominios estructurales y 
funcionales. Para facilitar su comprensión, 
estas dos micrografías de un mismo 
cromosoma politénico están alineadas 
corno imágenes especulares. (Cortesía de 
U4 Laeramili, a partir de K. Zhao et al. Cell B1: 
879-889, 1995, Con la autorización de 
Elsevier), 
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implicados en la elección, Este fenómeno de memoria celular es un prerrequisito para la for- 
mación de tejidos organizados y para el mantenimiento de tipos celulares diferenciadas. Por 
el contrario, tanto en los eucariotas corno en la mayoría de los procariotas, otros cambies de 
la expresión génica son temporales, Por ejemplo, el represor de triptófano reprime la expre- 
sión de los genes del triprófano en la bactería únicamente en presencia de triptófano; en 
cuanto desaparece del medio, los genes son activados de nuevo y los descendientes de 
la bacteria no tendrán memaria de que sus antecesores fueron expuestos al triptófeno. 
Sin embargo, meluso en les bacterias es posible heredaz algún tipo de cambios en la expresión 
génica. 

En esta sección exeninaremos no sólo los mecanismos de memoria celular, sino tam- 
bién de qué forma los mecanismos de reguiación génica dan lugar a “circuitos lógicos” me- 
diante Jos cuales las células pueden integrar señales, detenerse, recordar acontecimientos 
pesados y ajustar los niveles de expresión génica en el conjunto de cromosomas. Empezare- 
ros considerando algunos de los mecanismos genéticos mejor conocidos de diferenciación 
celular que actúan en bacterias y en levaduras. 


Los cambios de fase de las bacterias son provocadas 
por reorganizaciones del DNA 


En las células eucariotas, la diferenciación generalmente no implica cambios detectables en 
las secuencias de DINA. En cambio, en algunas especies de procariotas se pueden alcanzar 
patrones de regulación génica hereditarios a base de reorganizaciones especificas del DNA 
que activan o desactivan genes concretos. Dado que un cambio en una secuencia de 
DNA será copiado con exactitud en todos los ciclos de replicación del DNA posteriores, cual- 
quier estado de actividad génica alterado se heredará por toda la progenie de la célula en la 
que se ha producido la reorganización. Sin embargo, algunas de estas reorganizaciones son 
reversibles, de forma que ocasionalmente puede producirse un retorno a la configuración. 
inicial del DNA. El resultado de este proceso es un patrón de actividad génica alternante que 
puede ser detectado en observaciones realizadas durante periodos de tiempo largos y mu- 
chas generaciones. 

En la bacteria Salmanella se presenta un mecanismo de diferenciación cebulaz de este ti- 
po, conocido por cambio de fase, que ha sido muy estudiado. Aunque en organismos euca- 
rotas superiores no existe ningún po de diferenciación equivalente a este, sí que puede tener 
un efecto importante sobre los animales, ya que es el mecanismo que utilizan algunas de las 
bacterias que provocan enfermedades para no ser detectadas por el sistema inmune, El caro- 
bio de la expresión génica en Sebmonella se produce por la inversión esporádica de un seg- 
toerto determinado de DNA de 1000 pares de ruicieótidos. Este cambio alrera la expresión de 
la proteína de la superficie celular Fagelina, de la que la bacteria tiene dos genes distintos 
(Figuera 7-64). Una enzima de recombinación específica de lugar cataliza la inversión y, por lo 
tanto, cambia la orientación de un promotor situado en el interior del DNA invertido. Con el 
promotor en una de las órientaciones, la bacteria sintetiza un túípo de Alagelína: con el promo- 
tor situado enla otra orientación, la bacteria sintetiza el otro tipo de flagelina. Dado que las in- 
versiones se dan muy reras veces, clones enteros de bacterias tendrán un tipo u otro de 
Bagelina. : 

Casi eon toda seguidad, el cambio de fase ha evolucionado corno mecanismo de de- 
fensa porque protege a la población bacteriana contra la respuesta inmune de sus huéspe- 
des vertebrados. Si el huésped fabrica anticuerpos contra un tipo de flagelina, las escasas 
bacterias cuya flagelina sea distinta debido al proceso que han sufrido de inversión génica 
podrán sobrevivir y multiplicarse. O 

Las bacterias que se aíslan de los medios naturales suelen presentar cambios de fase 
para uno o varios rasgos fenotípicos. Las cepas estándar del laboratorio pierden estas “ines- 
tabilidades” a lo largo del gempo; sólo en algunos casos se han estudiado los mecanismos 
subyacentes a este proceso. No todos ellos consisten en inversiones de segmentos de DNA. 
Por ejernplo, una bacteria que provoca tuna enfermedad humana de transmisión sexual co- 
mún (WNeisseria gonorrhoeae) evita el ataque inmune mediante una variación hereditaria de 
las propiedades de su superficie, que no aparece por inversión génica sino por conversión 
génica (descrito en el Capítulo 5). Este mecanismo transfiere secuencias de DNA desde “ca- 
setes génicas” silenciosas a un lugar del genoma en el que los genes se expresan; tiene la ven- 
taja de que así se generan muchas variantes de la proteína mayoritaria de la superficie 
bacteriana, 
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En las levaduras de gemación, un conjunto de proteínas 
reguladoras génicas determina el tipo celular 


Debido fundamentalmente a su gran facilidad de crecimiento y de mantpulación genética, 
las levaduras se han analizado con gren detalle como un organismo modelo pera el estudio 
delos mecanismos de control génico ea organismos eucariotas. La levadura común para los 
productos de la panadería, Saccharomyces cerevisiae, ha sido especialmente interesante por 
su capacidad de diferenciarse en tres tipos celulares, 5. cerevisias es un eucariota unicelular 
que puede existir tanto en estado haploide como en estado diploide. Las células diploides se 
forman por un proceso denominada apareamiento, en el que dos células haploides se fu- 
sionen. Pera que dos células haploides se puedan aparear hau de tener un dpo de aparett- 
miento (sexo) diferente. En Saccharoryces cerevisiae, existen dos tipos de apareamiento, Ue y 
a, especializados en el apareamiento mutuo. Cada uno de ellos produce una rolécula señal 
determinada (factor de apareamiento) que difunde y una proteína receptora específica en la 
superficie celular, Estas moléculas capacitan a la célula para reconocer y ser reconocida por 
el tipo celular opuesta, con el que entonces puede fusionarse. Las células diploides resul- 
tantes, denominadas afo, son distintas de cada uno de los dos tipos paternos: no son aptas 
para el apareamiento pero en cambio pueden formar esporas (pueden esporular), generan- 
do células haploides por meiosis en situaciones de carencia ae nutrientes (descrito con más 
detalle en el Capítulo 21). 

Los mecanismos por Jos cuales se establecen y se mantienen estos tres tipos de células 
¡lustran algunas de las estrategias que se han descrito previamente para carnbiar el patrón de 
expresión génica. El tipo de apareamiento de la célula haploide viene determinado por un 
solo locus genético, el locus del tipo de apareamiento (Mat: mating-ype locus), que en la cé- 
lula de tipo a codifica una sola proteína reguladora, al, y en una célula de tipo a codifica dos 
proteínas reguladoras, Matad y Mata2. La proteína al no tiene ningún efecto sobre la propia 
célula haploide de tipo a, pero lo tendrá más tarde en la célula diploide resultante del apa- 
reamiento. En cambio, la proteína 02 actúa en la célula a como un represor transcripcional 
que reprime los genes específicos de a, mientras que al actúa como un activador transcrip- 
cional que activa los genes específicos de a. Cuando se fusionan células de los dos tipos de 
apareamiento, la combinación de las proteínas reguladoras aly 2 genera un patrón de ex- 
presión génica completamente distinto al de cualquiera de las células progenitoras. En la 
Figura 7-65, se esquemnatiza el mecanismo por el cual se expresan los genes específicos del 
tipo de apareamiento en cada uno de los tres tipos celulares. Se tratá de uno de los primeros 
ejeraplos de control génico combinatorio y todavía sigue siendo uno de los mejor conocidos 
a nivel molecular. 

Aunque en muchos laboratorios las cepas de 5. cerevisíae se mantienen estables duran- 
te muchas generaciones, algunas cepas alsladas del medio natural cambian repetidamente 
entre los tipos celulares a y a por un mecanismo de reorganización génica que recuerda las 
reorganizaciones de DNA en N. gonorrhoeae, auaque el mecanismo exacto parece ser carac- 


Figura 7-44 Cambios en la expresión génica 
mediante inversiones del DNA en bacterias, 
Transcripción alternante de dos genes de 
flagefira en una bacteria Sofmonella, causada 
por un suceso sencillo de recombinación 
especifica de lugar que invierte un pequeño 
segmento de DONA que contiene un 
promotor. (A) En una de las orientaciones, el 
promotor activa la transcripción del gen H2 
de flagelina y el de lá proteína represora que 
bloquea la expresión del gen de flagelina H1. 
(8) Cuando el promotar se invierte, deja de 
activar al gen H2 y al represor, de forma que 
el gen HT, que ahora está libre de represión, 
seexpresa. £l mecanismo de recombinación 
seactiva en muy pocas ocasiones (alrededor 
de una vez cada 10 divisiones celulares). 
Asi la producción de uno u otra tipa de 
fiagelina tiende a ser hereditario en caca 
don de células. 
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terístico de la levadura. En cadatno de los extremos del locus Matdel cromosoma de la le- 


vadura existe un locus silencioso que codifica las proteínas reguladoras específicas del tipo 
de apareamiento: en un lado codifica Matod y Mata2; enel otro lado, el locus sdencioso co- 
difica Matal. Aproximadamente en cada división celular sucesiva, el gen activo del locus Mar 
es eliminado y es sustituido por una nueva copia del locus silencioso del tipo de aparea- 
imiento opuesto. Este mecanismo se ha denominado mecanismo caseta, ya que el cambio 
elisina un gen de la posición “activa” y lo sustituye por otra. El cambio es reversible porque 
aunque se elírnina el gen original del locus Max, sierapre queda una copla silenciosa en el ge- 
noma, Nuevas coplas de DNA realizadas a partir de los genes silenciosos actilan Como case- 
tes desechables que serán lusertados alternativamente en el locus Mar que acta coma 
“cabezal lector” (Figura 7-66) 

Las casetes silenciosas se empaqueten eo formas especializadas de cromatina y $0 núdn- 
tienen en una forma que puede considerarse transeripcionalrente biectiva. El estudio de 
estas casetes que se realiza desde hace casi 40 años- ha proporcionado muchos de los des- 
cubrimientos clave sobre el papel que desempeña la estructura de la cromatina en la regu- 
lación génica. 


Dos proteínas que reprimen mutuamente su síntesis, determinan 
el estado heredable del bacteriófago lambda 


Como se indicó al principio de este capítulo, el núcleo de cada célula diferenciada contiene 
toda la información genética necesaria para construir un vertebrado o una planta, Esta ob- 


'servación elimina la posibilidad de que la causa principal de la diferenciación de las células 


eucariotas superiores sean los cambios irreversibles en el DNA, a pesar de que en la diferen- 
ciación de los linfocitos sí que se producen cambios de este tipo (descrito en el Capítulo 25). 


- Aunque, en principio, los cambios reversibles de secuencias de DNA, similares a los descritos 


en los casos de Salmonella y de las levaduras, pueden ser responsables de algunos de los 
cambios hereditarios de expresión génica que se observan en los organismos eucariotas su- 
periores, actualmente no disponemos de evidencias que indiquen que estos mecanismos 
sean utilizados de forma generalizada. 
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Higura 7-65 Control del tipo celular en 
levaduras. Tres proteínas reguladoras 
iMatod, Matol y Matad) producidas por 
elocus Mat determinan el tipo celular en 
levaduras. En las células haploides de tipo a, 
en las células haploides de tipo a y en las 
células diploides (de tipo a/a) se transcriben 
grupos diferentes de genes. Las cétulas 
haploides expresan una serie de genes 
característicos de la célula haplolde (450) 

y un grupo de genes característicos de 

3 (056) o de (056). Las células dipiotdes no 
expresan ninguno de estos genes, En cada 
uno de estos tipos celulares, las proteinas 
reguladoras Mat controlan ruuchos genes 
diana mediante su anión, en diferentes 
combinaciones, a las secuencias reguladoras 
situadas corriente arriba de estos genes. Es de 
destacar que la proteina Mato] es activadora, 
mientras que la proteína Mato? es represora, 
Artbas actúan en combinación con una 
proteina reguladora denominada Mom 


- «que se halla en los tres tipos de células, 


En la céftila diploide, Mato y Mata? forman 
un heterodímero (se muestra con detalle en 
la Figura 7-21) que desactiva un grupo 
distinto de genes [entre los que se incluye 
el gen que codifica la proteína activadora 


* Mata) de los que inactivaba Mato y Micra]. 


Este caso relativarnente sencillo de control 
génico es un buen ejernplo de control 
combinatorio de fa expresión génica. 


MECANISMOS GENÉTICOS MOLECULARES QUE ORIGINAN TIPOS CELULARES ESPECIALIZADOS 457 


casete silenciosa casete silenciosa 
tUpo me locus Mat upoa 
PI p 


pon A A 


se doserta la 
casete a mueva 


pa econo PO DE 

cn - A APAREAMIENTO 

cambio de as e E «e elirina la 
TT casete y sotigua 
¿ 
se elimina la... L bio dl 
casete a antigua cambio dee aa 
TIPO DE 


APAREAMIENTO 2 


se Inserta la 
casete a nueva 


Sto embargo, existen otros mecanismos, como los que ya hemos descrito en este capí- 
tulo, que sou capaces de producir patrones de expresión génica que pueden heredarse por 
las siguientes generaciones de células. Uno de los mecanismos más sencillos se halla en el vi- 
rus bacteriano (bacteriófago) lambda en el que un inrerruptor genético puede causar una 
alteración en el vicus, de tipo “flip-fop”, ente dos estados estables, Este tipo de interruptor 
se puede considerar como un prototipo de interruptores similares, aunque más complejos, 
que actuarían en el desarrollo de los eucariotas superiores. 

Previamente hemos descrito que el bacteriófago leambda puede permanecer integrado 
enel DNA de una célula de E. colien condiciones favorables, de forma que se replica de for- 
ma automática cada vez que la bacteria se divide. Alternativamente, el virus puede multpl- 
carse en el citoplasma y matar a su huésped (véase la Figura 5-78). Unas proteínas 
codificadas por el genorna vírico median el cambio entre estos dos estados. El genoma cons- 
ta de unos 50 genes que en uno u otro estado se transcriben siguiendo patrones muy dife- 
rentes. Por ejemplo, en un virus que se va a integrar, se ha de producir la proteína integrasa, 
necesaria pera insertar el DINA del vivus en el genorna de la bacteria, pero al mismo tiempo 
se ha de reprimir la producción de las proteínas víricas que están implicadas en la replica 
ción del vicus. Cuando se ha escogido entre uno de los dos patrones de expresión, éste se 
mantiene estable. ] i 

Enel corazón de este complejo sistema regulador de la expresión génica se encuentran 
dos proteínas reguladoras de genes sintetizadas por el virus: la proteína tepresora lambda 
(proteína cl), descrita anteriormente, y la proteína Cro, Cada una de estas proteínas bloquea 
la síntesis de la otra; esta organización sólo permite, por lo tanto, dos estados posibles (Fi- 
pra 7-67). En el estado 1 (el estado de profago), el represor lenbda ocupa el operador, blo- 
queando la síntesis de Cro y activa su propia síntesis. En el estado 2 (el estado lítico), la 
proteína Cro ocupa un lugar diferente en el operador, bloqueando la síntesis del represor y 
activando su propia síntesis, En el estado de profago, la mayor parte del DNA del virus inte- 


grado de forma estable, no se transcribe; en el estado lítico, este DNA se transcribe de forma . 


extensa, se replica, se empaqueta en nuevos bacteriólagos y se líbera cuando se produce la 
Esis de la célula huésped. a 

Cuando la bacteria huésped va creciendo a buen ritmo sin sufrir imitaciones externas, 
el vias tiende a adoptar el estado 1, permitiendo que el DINA del virus se muliplique con ra- 
pidez, conjuntamente con el cromosoma huésped. Cuando se daña de algún modo la célu- 
la huésped, un virus integrado se transforma del estado 1 al estado 2, se multiplica en el 
citoplasma de la célula y se escapa rápidamente de ella, Esta conversión está inducida por la 
respuesta del huésped al daño en el DNA, lo cual inactiva a la proteica represora. Sia ezo- 
bargo, en ausencia de tales interferencias el represor de lerabde bloquea la producción de la 
Proteína Cro y activa su propia síntesis, y este bucle de retroalimentación positiva es el que 

- Ayuda a mantener el estado de profago. 


Figura 7-46 Modelo de las casetes pera la 
alternancia de ipo de apareamiento enla 
fovadura. El cambio de casetes se produce 
por un proceso de conversión génica que 
requiere la actuación de una enzima 
especializada de nucleasa HO) que realiza un 
corte de doble cadena en una determinada 
secuencia del DMA en el locos Mat, A 
continuación, se efímina el DMA cerca del 
corte y se sustituye por una copía de la casete 
silenciosa del dpo de apareamiento opuesto. 
El mecanismo de esta forena especializada de 
corvrersión génica es similar a la reparación 
delas rupturas de cadena doble descita en 
el Capitulo $ (pp. 308-309, 
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Mediante circuitos de regulación génica sencilla 
se pueden construir mecanismos de mennoria 


Los circuitos de retroalimentación positiva consdhuyen una estrategia general sencilla para 
la memoria celular, es decix, para el establecimiento y mantenimiento de patrones hereda- 
bles de transcripción génica. La Figura 7-68 muestra el principio básico de este mecanismo 
en su forría más sencilla, Las cébulas encariotas utilizan diferentes variaciones de esta estra» 
tegia, Por ejemplo, varias proteínas reguladoras de genes que están implicadas en el estable- 
cimiento del plan de desarrollo del cuerpo en Drosophila (descrito en el Capítulo 22) 
estimulan su propia transcripción dando lugar a una circuito de retroslimentación positiva 
que estimula su síntesis de forma continua; al mismo tierapo muchas de estas proteínas re- 
primen la taoscripción de genes que codifican otras proteínas importantes de regulación 
génica. De esta forma, unas cuantas proteínas reguladoras que se afectan nas 4 otras ex su 
síntesis y actvidad pueden determinar un sofisticado patrón de comportamiento heredable, 


Los circuitos de transcripción permiten que la célula 
lleve a cabo operaciones lógicas 


Se pueden combinar interniptores sencillos de regulación génica generando todos los tipos 
de dispositivos de control, del mismo modo que se pueden unir elementos sencillos de con- 
mutación electrónica en un ordenador para realizar muchos tipos de operaciones. El análisis 
de circuitos de regulación génica ba revelado que ciertos tipos de disposiciones sencillas se 


encuentrad ima y obra vez en las células de especies muy diferente. Por ejemplo, los circuitos 


de rerroalmentación posidva y negativa son muy comunes en todas las células (Figura 7-69). 
Como hemos visto, el primero de elos proporciona un dispositivo sencillo de memoria; el se- 
gundo a menudo se utiliza para mantener la expresión de un gen cerca de un nivel estándar 
independientemente de variaciones de las condiciones bioquímicas dentro de una célula, Su- 


ebefecto de la señal 
puntual es recordado 
por todas las cólulas 
descendientes 


una señal puntual 
activa la expresión 
ta proteina A dela proteina A 
no se sintetiza ya 
que nornalmente 
es necesaría para su 
propia transcripción 


Figura 2-67 Versión simplificada del sistema 
regulador que determisa la fornsa de creci 
reéento del bacteiófago lambda en la cóluda 
huésped E coll. En el estado estable 1 
festado de profago), el bacteriófago sintetiza 
uná proteína represora, que activa su propla 
síntesis e inactiva la síntesis de warlas 
proteinas del fago, entre las que se cuenta fa 
proteína Cro. En el estado estable 2 lestado 
líticol, el bacteriófago sintetiza la protelna 
Cro, la cual inactiva la síntesis de la proteína 
represora, de forma que se siterizan muchas 
proteínas víricas y comienza la seplicación 
libre del DNA del virus en ta célula de E col, 
produdendo finalmente numerosas 
partículas víricas que rmretarán a la célula, 
Este ejemplo muestra córno pueden 
combinarse dos proteínas reguladoras en un 
circuito produciendo dos estados estables, 
Tanta el represor de lambida como la protelna 
Cro reconocen al operador mediante un 
motivo hélice-giro-hélice (véase Figura 2-11), 


r 


Figura 7-68 Esquema que muestra cómo un 
bucle de retroalimentación positiva puede 
generar memoria cetular La proteína A.es 
una proteína reguladora que activa su propia 
transcripción. Todas los descendientes de la 
célula original recordarán" que la célula 
progenitora recibió la señal transitoria que 
inició la producción de la proteína, 
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Figura 7-69 Tipos de motivos de red frecuentes en las circuitos transeripcionales. 
Ay8 representan proteínas de regulación génica, tas flechas indícan control 
vranseripcional positivo y fas líneas con barras muestran control transoípcional 
negativo. En las Figuras 7-70 y 7-71 se dan descripciones más dezalladas sobre los 
circuitos de tetroalimentación positiva y los dispositivos flip-flop, respectivamente, 
En fos circuiros de alimentación hacia adelante, Á y B representan protelnas 
reguladoras que activan la transaripción de un gen diana, Z. 


pongamos, por ejemplo, que una proteína represora de la transcripción se une a la región re- 
guladora de su propio gen y ejerce una retroalimentación negativa fuerte de forma que la 
transcripción se lleva a cabo a na velocidad muy baja cuando la concentración de proteína 
represora está por encima de un cierto valor crítico (determinado por su afinidad hacía su si- 
tio de unión al DNA) y a una velocidad muy alta cuando está por debajo de este valor crítico. 
De este modo la concentración de la proteína se mantendrá cerca del valor crítico, ya que 
cualquier circunstancia que cause una caída por debajo de ese valor conducirá a un aungen- 
to brusco de la síntesis, y cualquier incremento por encima de ese valor provocará una inac- 
tivación de la síntesis. Sin embargo, los ajustes de este tipo requieren tiempo, de modo que un 
cambio súbito de las condiciones causará una perturbación en la expresión génica, fuerte pe- 
ró en todo caso transitoria. Coro describimos con detalle en el Capitulo 15, el sistema de re- 


toalimentación negativa puede funcionar corno tun detector de cambios repentinos. Porotro : 
lado, si existe un retraso en el bucle de retroalimentación, pueden producirse oscilaciones . 


espontáneas en la expresión del gen (véase Fígura 15-28). Los detalles cuantitativos asociados 
al bucle de retroalimentación negativa determinan cuál de estos posibles comportamientos 
ocurTirá : 

Con dos o más genes, la posible gama de ciicuitos de control y de cormportamientos de 
circuito se hace rápidamente más compleja. Como hemos visto, el bacteriófago lambda 
constituye un ejemplo de un tipo común de círcuito de dos genes que puede alternar entre 
la expresión de un gen y la expresión del otro. Otra disposición conuín es 11m circitito de all- 
mentación hacia adelante (feed-forward) (véase Figura 7-69); entre otras cosas, puede ac- 
tuar como un filtro, respondiendo a señales de entrada prolongadas pero ignorando las que 
son breves (Eigura 7-70). Una célula puede utilizar estos diferentes motivos de redes como 
dispositivos lógicos en minjatuxa para procesar la información de modos sorprendente- 
mexte sofisticados. ! 

"En una célula eucariota típica, se combinan dispositivos sencillos como los que acaba- 
mos de ver y dan como resultado circuitos muy complejos (Figura 7-71). Cada una de las cé- 
lulas de un organismo pluricelular en desarrollo está equipada con esta maquinaria de 
control y tiene que utilizar un sistema complejo de interruptores transcripcionales entrela- 
zados para calcular cómo debería comportarse a cada momento en respuesta a la gran can- 
tidad de señales diferentes de entrada, antiguas y actuales, que recibe. En la actualidad, sólo 
estamos en los inicios de la comprensión de cómo podemos estudiar estas complejas redes 
de control intracelular. De hecho, sin información cuantitativa mucho más exacta y com- 


pleta de la que tenemos en este momento, es imposible predecir el comportamiento de un 


sistema como el que se muestra en la Figura 7-71: el diagrama del circuito no es suficiente 
por sí mismo. | Ls Es á 5 
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Figura 7-70 Cómo un circuito de 
alimentación hacia adelante puede medvw 
la duración de una señal. (A) En este ejemplo 
teórico, las dos protemas activadoras génicas 
A y B son necesarias para la transoripción de 
Zi Asólo es activa cuando está presente una 
señal de entrada: 

(8) Si la señal de entrada para A es breve, Ano 
permanece activa el tiempo suficiente para 
que se acumule 8, por lo tanto el gen Z ria se 
transcribe. (O) Si la señal para A persiste, B se 
acumula, A permanece activa y Z se: 
transcribe. Esta disposición permite que la 
céluta ignore fhuctuaciones rápidas en la 
señal de entrada y sólo responda a niveles 
persistentes. Esta estrategla podrla utilizarse, 
por ejemplo, para distinguir entre ruido al 
azar y una señal verdadera, 

El comportamiento mostrado aqui fue 
calculado para Un grupo concreto de valores 
paramétricos que describen las prapiedades 
cuantitativas de A, B y Z y de su síntesis, Con 


“valores diferentes de estos parámetros, los 


crcuitos de alimentación hacía adelante 
pueden, en principio, realizar otro tipo de 
“Gáicutos”, Se han descubierto muchos 
circuitos de alimentación hacia adelante en 
las cótulas y los análisis teóricos ayudan a los 
investigadores a valorar y posteriormente 
examinar las distintas formas posibles de 
funcionamiento. (Adaptado de 5.5. Shen-Ors, 
R. Milo, S.Mangan y U Alon, Nat. Genet. 
31:64-68, 2002. Con la autorización de 
¡Macmillan Publishers Ltd.) 
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La biología sintética da lugar a nuevos dispositivos a partir 
de partes biotógicas ya existentes 


Nuestro disctirso se ha centrado endos circuitos transeripcionales que se producen de forma 
natural, pero también es ilustrativo para diseñar y construir circuitos artificiales en el labora- 
torio e introducinlos en células para exarniner su comportamiento, Por ejermpio, una bacteria 
modificada puede oscilar entre tres estados en 1 orden predeterminado y funcionar así co- 
reo un oscilador o un reloj sencillo (véase Figura 7-72). La constmuicción de estos dispositivos 
nuevos a partir de partes ya existentes se denomina habitualmente biología sintérica, Los 
científicos utilizan esta aproximación para comprobar si entienden las propiedades de cada 
una de las piezas por separado, si es así, deberían ser capaces de combinar estas piezas de 
formas nuevas y predecir con exactitud las características que presenta el nuevo dispositivo. 
El hecho de que estas predicciones por lo general fallen Hustra lo lejos que estamos de llegar 
a entender reabmente bien los detalles de los diferentes comportamientos de la célula, Nues- 
teo conocimiento ene grandes lagunas que requerirán una futura aplicación experta de Los 
enfoques cuantitativos de las ciencias Eisicas hacia sistemas biológicos complejos, 


Los relojes circadianos se basan en circuitos 


- de retroalimentación de la regulación génica 


Lavida enla Tierra ha evolucionado en presepcia de ua ciclo diario de día y noche, y muchos 
organismos actuales (desde las arqueas hasta las plantas e los humanos) presentan un ritmo 
interno que dicta distintos comportamientos en momentos distintos del día. Estos cormpor- 
temientos van desde el cambio cíclico de las actividades metabólicas de un hongo hasta los 
complejos ciclos sueño-vigila de los bumanos. A los osciladores internos que controlan estos 
ritrnos diurnos se les denomina relojes circadianos. 

Gracias a su propio reloj circadiano, un organismo puede anticipar los cambios cons- 
tantes en su entorno y adoptar medidas con anticipación. Por supuesto, el reloj interno no 


Figura T-71 El ciraito génico complejo 
que específica una parte del embrión en 
desarrollo del erizo de trar. Cada rectángulo 
pequeño coloreado tepresenta un gen 
diferente. Los que están coloreados de 
aroariflo codifican proteínas de regulación 
génica y los verdes y azules codifican 
proteínas que proporcionen las 
características especificas a los cólulas 
del mesodermo y del endoderno, 
respectóramente, Los genes representados 
en grs sonora activos enda foadre y 
propardonan al huevo indicaciones 
necesarias para el desarrollo adecuado, 
Las lechos representan casos en tos que 
una proteína de regulación génica activa la 
transcripción de otro gen, Las líneas que 
acaban en barra indican ejemplos de 
represión génica, 
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puede ser perfectamente preciso por lo que ha de ser capez de reajustarse mediante estí- 
rulos externos como la luz del día, Así, los relojes circadianos se mantienen en funciona- 
miento incluso cuando desaparecen los factores del entomo (cambios en la luz u oscuridad), 
pero el periodo de este ribmo de funcionamiento independiente es ligeramente más corto 0 
más largo que 24 h. Las señales externas que indican el momento del día provocan peque- 
ños ajustes en el funcionamiento del reloj, de forma que el organismo be sincroniza con su 
entorno. Como consecuencia de cambios más drásticos, los ciclos circadianos se reajustan 
de forroa gradual 2. un nuevo ciclo de luz y oscuridad, como sabe cualquiera que después de 
un viaje haya experimentado un jet lag. 

Podríamos esperar que el relo] circadiano de un organismo tan complejo como un ser 
kumano se basara en un mecanismo ploricelular, formado por distintos grupos de células 
responsables de las distintas partes de los mecanismos de oscilación. Sia embargo, resulta 
Gue en casi todos los organismos -inctuidos los humanos-los controladores termporales son 
células individuales. Ast, un reloj que actúa en cada uno de los miembros de un grupo es- 
pecializado de células del cerebro (las células SON del núcleo supraquiasmático del bipo- 
tálamo) controla nuestros ciclos divnos de sueño y vigilia, la temperatura corporal y la 
Hberación de hormonas. Aunque estas células fuesen extraídas del cerebro y se dispersasen 
ex una placa de cultivo, seguirían oscilando individualmente, presentando un patrón cíclico 
de expresión génica con un periodo aproximado de 24 horas. En el cuerpo, las células SON 
reciben impulsos neuronales desde la retina, acopiándolas al cicio díario de luz y oscuridad, 
y envían información sobre el momento del día a otra área del cerebro, la glándula pineal, 
que informa de la señal temporal al resto del cuerpo mediante la liberación de la hormona 
melatonina de forma acoplada temporalmente al reloj. 

Pese a que en los rmaniferos las células SON desernpeñan tn papel central como ajus- 
tadoras del tiempo, no s$0n las únicas células del cuerpo de los mamiferos que presentan 1 
ritmo circadiano interno o la capacidad de reajustarse en respuesta a la luz. De forma pare» 
cida, muchos tipos distintos de células de Drosopkila, incluyendo células del tórax, del ab- 
domen, de las antenas, de las patas, del ala y de los testículos, mantienen un ciclo circadiano 
cuando se las exurae del resto de la mosca. Los relojes que fancionan en estos tejidos aisla» 
dos, como en el caso de las células SON, pueden ser reajustados por ciclos externos de huz y 
oscuridad. 

Por lo tanto, la actividad de los relojes circadianos es un problema fundamental de la 

biología celular, Pese a que no conocemos aún todos sus detalles, los estudios realizados en 
na asupita variedad de Organismos han mostrado muchos de sus principios básicos y de 
sus componentes moleculares. La mayoría de lo que conocemos de animales procede de es- 
tudios en Drosophila a través de mutaciones que hacen que el reloj circadiano tenga un 
funcionarniento más rápido, más lento o que se detenga; estos trabajos dieron lugar al des- 
cubrimiento de que muchos de sus componentes también están implicados en el reloj cir- 
cadiano de los mamiferos. 
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Figura 7-72 Un oscilador o “reloj” 
genético sencillo diseñado en el 
laboratorio. (A) Se utilizaron técnicas 
de DONA recombinante para generar 
tres genes artificiales, cada uno de los 
cuales codifica una proteína reprezora 
bacteriana diferente y está controlado 
por el producto de otro gen del 
conjueto, generando un clecuito 
regulador, tal como se muestra Estos 
represores (denominados A, B y € én la 
figura) son el represor Lac (véase Figura 
7-39), el represor Tet, que regula la 
expresión de varios genes en respuesta 
á la tevacialina, y el represor lembda 
(véase Figura 7-6. Cuando se 
introducen en una célula bacterdlana, 
estos tres genes formas un circuito de 
retroalimentación negativa COn Tetraso: 
por ejemplo, el producto del gen A, 
ación a través de los genes 8 y E 
inhibiendo indirectamente s4 propia 
expresión. La retroalimentación 
negativa con retraso da lugar a 
oscilaciones. (B) Predicción por 
ordenador del comportamiento 
oscilatoria, La célula pasa por una serle 
de estados de forma repetida y circular” 
expresendo A, luego B, luego €, luego 
otra vez A, y así continuamente, ya que 
cada producto génico escapa cada vez 
a la inhibición que ejerce el anterior y 
reprime al siguiente, (€) Oscllaciones 
reales observadas en una célula que 
contiene los tres genes artificiales de (A), 
revelados con un indicador fivorescente 
de la expresión de uno de estos genes, 
La amplitud credente de la señal 
fluorescente refleja el crecimiento de 
la célula bacterfena, (Adaptado a partir 
de $48, Elowitz y 5. Leibler, Mature 403: 
335-338, 2000. Con la autorización 

de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Ya esquema del mecanismo del reloj de Drosophtía (que se resume en la Figura 7-73), 
permite observar que en el centro'del oscilador hay un circuito de retroalimentación que tie- 
ne un retraso temporal asociado: la acunaulación de determinados productos génicos clave 
inbibe la transcripción de sus genes, pero con cierto retraso, de forma que hablando en tér- 
minos generales la célula oscila entre un estado en el que los productos se hallan presentes 
y la transcripción está inbibida y otro en el que los proubrias: se hallan auserites y la trans- 
cripción está activada, : 

Pese a la relativa sencillez del principio básico que da lugar a los relojes circadianos, los 
detalles son complejos. Una de las razones de esta complejidad es que los relojes han de es- 
tax protegidos frente a cambios de la temperatura, la cual acelera o hace máslentas las aso- 
ciaciones moleculares. Tienen que funcionar de forma precisa pero al mismo tiempo tienen 
que ser capaces de reajustaxse. Pess a que atún desconocemos cómo funcionan los relojes 
biológicos a velocidad constante pese a los cambios de termperatura, el mecanismo de rea- 
Juste del reloj en Drosophila consiste en la destrucción inducida por la uz de una proteína 
clave de regulación génica (véase Figura 7-73), 


Una sola proteína de regulación génica puede coordinar 
la expresión de un conjunto de genes 


Las células han de ser capaces de activas o reprimir cada uno de sus genes, pero también 
han de coordinar la expresión de axmplios grupos de genes distintos. Por ejemplo, cuando 
una célula eucariota quiescente recibe una señal para dividirse, muchos genes que no se ex- 
presabaa hasta ese momento son activados en conjunto y desencadenan los sucesos que 
darán lugar a la división celular (descritos en el Capítulo 17). Una de les formas que utilizan 
las bacterias para coordinar la expresión de un conjunto de genes consiste en agrupatlos en 
un operón bajo el control de un solo proraotor (véase Figura 7-34). Sin embargo, en los eu- 
cariotas cada gen se transcribe a partir de un promotor individual. 

¿Cómo coordinan, pues, la expresión génica los organismos eucariotas? Éste es un tema 
especialmente importante porque, coro hemos descrito, la mayoría de las proteína regula- 
doras de genes de los eucariotas actúa formando parte de un comité de proteínas regulado- 
ras, cuyos miembros son necesarios para que el gen se exprese en la célula adecuada, en el 
mornento adecuado, en respuesta a las señales adecuadas y a niveles adecuados. Asi, ¿de 
qué forma las células eucariotas pueden activar subo enteros de genes de forma rápida y 
decisival 

La respuesta € es que, aunque el control de la An génica sea de tipo combinatoria, 
el efecto de una sola proteína reguladora de genes puede ser decisivo activando o inhíbien- 
do un gen determinado, sencillamente completando la combinación de proteínas necesaria 
para una raóxima activación o represión del gen. Es una situación análoga a la introducir el 
último número de una combinación de una caja de caudales: la caja se abrirá con esta sim- 
ple adición si todos los derás niúxmmeros se han introducido. Además, este último número 


Higura 7-23 Esquema simplificado del 
mecarásmo de reloj circadiano ea las cébulas 
de Drosoptila Vina característica central 

del reloj es la acumulación y disminudón 
periódicas de dos proteínas teguladoras de 
genes, Tim (forma corta de tímetess, sl 
tiempo, en base al fenodipo de tna mauración 
génica) y Per forína corta de periodo), 

Los mANÑA que codifican estes proteínas se 
traducen en el tosoby Cuando cada 
proteina se ha acurmilado hasta un nbrel 
<ntica, foronan heterodimneros. Pasado un 
tiempo de rerrazo, el heterodimero se disocia 
y Tim y Per son transportadas al núcleo, 
donde regulan un conjunto de productos 
génicos que median efectos del relal Una vez 
enel nádeo, Per también tepdme los genes 
Yim y Pery genera uan sisterna de 
retrolnhibición queda lugar a que los nbreles 
de Tira y Per dismrinuyan. Además de esta 
retroinhibición transcripcional, el reloj 
depende de un conjunto de otras protelnas, 
Por ejemplo, la degradación controlada de 
Per indicada en el diagrarna impone retrasos 
en la acumulación periódica de Tim y de Per, 
lo cual es crucial para el funcionarnlento del 
reloj. Las etapas en las que se establecen los 
retrasos especificos se muestran en rojo. 

Se produce en ajuste (reseteo) del reloj en 
respuesta a nuevos ciclos de luzascuridad. 
Pese a que la mayoría de las células de 
Drosophila no tienen fotorreceptores 
auténticos, la luz es detectada por 
favoprozweinas imracebulares, también 
conocidas como criptocrormos. En presencia 
de luz, estas proteínas $e asoción con la 
proteína Tim y provocan su degradación, 
dando lugar a un reajuste del reloj, 
(Adaptado de JC. Dunlap, Science 313:184- 
186, 2006. Con la autorización de AAAS) 
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puede completar la combinación de distintas cajas. De forma agáloga, la adición de una 
proteína determinada puede activar muchos genes distintos. 

Un ejernplo en humanos es el control de la expresión génica por parte de la proteína 
que constituye el receptor de glucocorricoides. Para poderse unir a los higares de regulación 
del DNA, primero esta proteína de regulación génica ha de formar un complejo con una mo- 
lécula de hormona esteroidea del tipo de los glucocorticoides, como por ejemplo el cortisol 
(véase Pigura 15-19). El organismo libera esta hormona en periodos de falta de alimento a 
intensa actividad física y, entre otras actividades, estimula en las céhulas hepáticas la pro- 
ducción de glucosa a partir de aminoácidos y de otras moléculas pequeñas. Para responder 
de esta forma, las células hepáticas aumentan la expresión de muchos genes distintos que 
codifican ergirnas del metabolismo u otros productos génicos. Pese a que todos estos genes 
tienen regiones de control complejas y distintas entre sí, su expresión máxima depende de la 
unión del complejo hormona-receptor de glucocorticoides a un lugar de regulación del DNA. 
de cada uno de estos genes. Cuando el organismo se ha recuperado y la hormona ya no se 
halla presente, la expresión de cada uno de estos genes en el hígado deciende a su nivel nor- 
mal. De esta forma, una sola proteína reguladora de genes puede controlar la expresión de 
muchos genes distintos (Figura 7-74). 

Los efectos del receptor de glucocorticoides no están limitados alas células del hígado. 
En otros tipos celulares, la activación hormonal de esta proteína de regulación génica tam- 
bién produce cambios ea los niveles de expresión de muchos genes; sin embargo general- 
mente los genes afectados son diferentes de los que se afectan en las células hepáticas. 
Como kemos visto, cada tipo celular tiene un conjunto individualizado de proteínas regula- 


daras y, debido al control combinatoria, estas proteínas infiuyen de forma crítica sobre la. 


acción del receptor de gíucocorticoides. Dado que el receptor es capaz de tunirse a muchos 
conjuntos diferentes de proteínas reguladoras específicas del tipo celular, su activación com 
hormonas produce en cada tipo celular un espectro de efectos diferente. 


La expresión de una proteína reguladora crítica puede disparar 
la expresión de una batería de genes situados corriente abajo 


La capacidad de activar o de inhibiz muchos genes de forma coordinada no sólo es impor- 
tante para la regulación del día a día de la función celular. También constituye el mecanismo 
mediante el cual las células eucariotas se diferencian en tipos celulares especializados dis- 
rante el desarrollo erubrionario. El desarrollo del músculo proporciona un ejemplo destaca- 
ble de este proceso. 
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- Figura 7-74 Una sola proteina de regulación 


génica coordina la expresión de varios - . 
genes distintos, Se ilustra de una forma 
esquemática ta acción del receptor de 
giucocorticoides. A la izquierda se muestra 
una serie de genes, cada uno de los cuales 
tiene varias proteínas activadoras de genes 
unúdas a su región reguladora. Mo obstante, 
éstas proteínas reguladoras no bastan por 
simismas para activar plenamente la 
transcripción. Á la derecha se muestran los 
efectos de añadir una proteina reguladora" 
de genes adicional -el receptor especifica de 
glucocorticoides formando complejo con la 
hormona gíucocorticolde- que puede unirse 
a la región reguladora de cada gen. El 
receptor de glucocorticoides completa la 
combinación de proteinas reguladoras de 
genes necesaria para que se produzca el 
inicio máximo de la transcripción, y así los 
genes son activados en conjunta. En 
ausencia de la hormona, el receptor de 
glucocorticoldas es incapaz de unirse al DNA, 
Además de activar la expresión de los 
genes, la fonna de este receptor de 
glucocortícoidas unida a la hormona reprime 
la transcripción de ciertos genes, según las 
proteínas reguladoras que se encuentren 
ya presentes en las regiones de control, 
Por lo tanto, el efecto del receptor de 
glucocortícoides dependerá del tipo de 
célula, de las proteínas reguladoras de genes 
que haya en ella y de la región reguladora del 
gen.La estructura de la parte del receptor de 
alucocorticoides que se Line al ONA, se 
muestra en la Figura 7-16. 
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Como hemos descrito en el Capítulo 16, una hbra muscular de mamífero es una célula 
gigante may peculiax, formada por la fusión de muchas células precursoras denominadas 
imioblastos, que, porlo tanto, contiene muchos mícleos. La fibra muscular madura sintetiza 
un gran aúmero de proteinas características, que incluyen tipos específicos de actina, mio- 
sina, tropomiosina y troponina (tadas ellas forman parte del sistema contráctil), creatina 
fosfoquinasa (propia del metabolismo típico de las células musculares) y receptores de ace- 
tlcolina (que hacen que la membrana sea sensible a la estimulación nerviosa). En mioblas- 
tos proliferantes estas proteínas específicas de músculo y sus mRNA están ausentes o se 
encuentran presentes en baja concentración. Cuando los mioblastos empiezan a fusionarse 
unos con otros, todos estos genes se activan mediante un proceso coordinado que es parte 
de la transformación general que presenta su patrón de expresión génica. 

Todo este programa de diferenciación del músculo se puede disparar en fibroblastos de 
la piel ex cultivo y en algunos otros tipos celulares, mediante la introducción de cualquier 
gen que codifique uno de los miembros de una farilia de proteínas hélice-bucie-hélice: las 
denominadas proteínas miiogénicas (p.ej. MyoD, Myf5, MyoG y Mrf4), que normalmente só- 
lo se expresan en fibras musculares (Figura 7-754). En el DINA adyacente a muchos genes 
característicos de músculo, se pueden detectar secuencias de unión a estas proteínas; las 
proteínas miogénicas activan de este modo directo la transcripción de estos genes. Además, 
las proteínas miogénicas estimulan su propia transcripción así como la de otras proteínas 
reguladoras de genes implicadas en el desarrollo del músculo esquelético, generando una 
compleja serie de circuitos de retroalimentación positiva y de alimentación hacia adelante 
que armplifican y mantienen el programa de desarrollo del músculo, incluso cuando la señal 
inicial ha desaparecido (Figura 7-75B; véase también Capítulo 22). 

Es probable que los tipos celulares que se convierten en fibras musculares por las pro- 
teínas múogénicas acuden una serie de proteínas reguladoras que pueden cooperar con las 
proteínas miogénicas activando los genes especificos del ruísculo. Otros tipos celulares no 
se transforman en fibras musculares por acción de miogenina o proteínas relacionadas; pro- 
bablernente estas células no habían acumulado las otras proteínas reguladoras necesarias. 

La transformación de un tipo celular (Rbroblasto) en otro (músculo esquelético) 1me- 
díante la acción de una sola proteína reguladora de genes muestra de nuevo uno de los prin- 
cipios más importantes señalados en este capítulo: diferencias en la expresión génica 
pueden dar lugar 2 enormes diferencias entre tipos celulares distintos -de tarmaño, forma, 
propiedades químicas y función. 


El control génico combinatorio da lugar a muchos. tipos celulares 
distintos en los organismos eucariotas 


Se ha expuesto córao pueden actuar de modo combinado varias proteínas reguladoras con- 
tolando la expresión de un determinado gen. Sin embargo, como demuestra el ejemplo de las 
proteínas miogénicas, el control combinatorio significa un paso más: no sólo acurze que cada 
uno de los genes está regulado por la acción de numerosas proteínas reguladoras, sino que ca- 
da proteína reguladora participa en el control de muchos genes. Ademnás, aunque algunas pro- 
teínas reguladoras son específicas de un solo tipo celular, es más frecuente que una proteína 
reguladora determinada esté activa en una variedad de tipos celulares, en diferentes partes del 
cuerpo y en distintos momentos del desarrollo. En la Figura 7-76 se lustra esquemáticamen- 
te de qué forma el control génico combinatoria hace posible generar una gran complejidad 
biológica incluso con un número relativamente reducido de proteínas reguladoras. 

El control combinatorio permite que una proteína reguladora dada no tenga necesaria” 
mente una función única y claramente definida, cormo por ejemplo la de activación de un 
gxupo determinado de genes o la de determinación de un cierto tipo celular. Estas proteínas 
se podrían comparar con las palabras de un idioma: se utilizan con diferentes sentidos en 
una gran variedad de contextos y raramente se utilizan aisladas; una combinación adecua- 
da de ellas es la que comtiene la información necesaria para especificar un proceso de regu- 
lación génica. , - ; 

Uno de los requerimientos del control combinatorio es que muchas proteínas regula- 
doras de genes tienen que sex capaces de actuar de forma conjunta controlando la tasa final 
de transcripción. Experimentalmente se ha demostrado que incluso proteínas reguladoras 
de genes que no tienen relación entre sí y que proceden de especies eucariotas muy distin- 
tas pueden cooperar cuando se las introduce en una misma célula. Este hecho relleja el ele- 
vado grado de conservación de la maquinaria de la trenscripción. Parece ser que el modo de 
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Figura 7-75 Papel que tienen las proteinas 
reguladoras miogénicas en el desarrollo 

del múscuto. (A) Electo de la expresión de la 
proteína MyoD en fibroblastos. Como se 
rasestra enla micrografía mediante 
inrvunofluorescencia, los fibroblastos de la piel 
de embrión de polio se han transformado en 
fibras musculares por efecto de le expresión 
inducida experimentalmente del gen MyoD. 
Los Ebroblastos que han sido inducidos a 
expresar el gen MyoD se han fusionado 
formando células alargadas, piusinucleadas, 
de tipo muscular, que se muestran teñidas 

de verde con un anticuerpo que detecta 

una proteína especifica del músculo. Los 
fibroblastos que no expresan el gen MyoD 

son apenas visibles dentro del conjunto. 

(8) Esquema simplificado que muestra 

algunas proteínas reguladoras de genes 
implicadas en el desarrollo del músculo 
esquelético. Determinadas señales extemas 
conducen a la síntesis de cuatro proteínas 
miogénicas reguladoras de genes, MyoD, Myf5, 
MyoG y Mrfá, muy relacionadas entre ellas. 
Estas proteínas de regulación génica activan su 
propia síntesis, y también la de otras proteínas, 
en una sería de circultos de retroalimentación 


" complejos, algunos de los cuales se muestran 


en la figura. Estas proteínas, a su vez, activar 
de forma directa la transcrípción de genes 
musculares estructurales así como del gen 
Mef2, que codifica otra proteína reguladora 

de genes. Mef2 actúa en combinación con las 
proteínas miogénicas en un circuito de 
alimentación hada adelante: activa ta 
wanscripción de genes estructurales 

del múscuio y genera un bucle de 
retroaflmentación que colabora en el 
mantenimiento de la transcripción de los 
genes miogénicos, (A, cortesta de Stephen 
Tapscott y Harold Weintraub; 8, adaptado de 
J.D. Molkentín y EN. Olson, Proc Natl Acad, Sci. 
USA, 93: 9366-9373, 1926. Con la 

autorización de National Academy of Sciences.) 
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acción multifuncional combinatorio de las proteínas reguladoras de genes ha supuesto una 
estricta imitación para su evolución: han de entrelazarse con otras proteínas reguladoras de 
genes, con ios factores generales de transcripción, con el Mediador, con la RNA polimerasa 
y con das enzimas de modificación de la cromatina. 

Una consecuencia importante del control génico cormbinatorio es que el efecto de aña- 
dir una nueva proteína reguladora a una célula dependerá de la historia anterior de la célu- 
la, ya que esta historia determina qué proteínas reguladoras se encuentran ya presentes en la 
célula. Así, durante el desarrollo una célula puede acumular una serie de proteínas regula- 
doras que pueden no alterar la expresión génica. La adición de los últimos miembros de la 
combinación requerida de proteinas reguladoras completa el mensaje regulador y provoca 
grandes cambios en el patrón de expresión génica. Este modelo, como ya hernos visto, pue- 
de explicar el fenómeno de transformación drástica de un Abroblasto en una fibra muscular 
por la adición de una sola proteína reguladora. Además, podría justificar la diferencia, des- 
crita en el Capítulo 22, entre los procesos de determinación celular, por los cuales una célu- 
| bo la queda determinada a seguir una cierta ruta de diferenciación y un destino, y el proceso de 
de diferenciación celufar por el cual una célula determinada expresa su carácter especializado. 
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Una sola proteína reguladora puede dar lugar a la formación 
de un órgano completo 


A. pesar de que lo normal en los genes de los organismos eucariotas es que se regulen por 
: control una sola proteina reguladora, si completa la combinación adecuada de proteínas 
: reguladoras, puede ser decisiva en la activación o inactivación de un conjunto de genes, o 1- 
cluso puede transformar un dpo celular en otro. Una extensión de este principio pracede de 
estudios acerca del desarrollo del ajo en Drosophila, en el ratón o ex humanos. En este caso 
es crucial una proteína reguladora denominada Ey (abreviatura de Eyeless) eu mostas y Pax6 


celula embrionaria 


Figura 7--76 La importancia del contro! 
combinatorio en ef desarrollo, Las 
combinaciones de unas cuantas proteínas 
reguladoras pueden generar muchos tipos 
celulares diferentes durante el desarrollo, 
En este esquerna sencillo, la “decisión” de 
sintetizar una de entre un par de proteínas 
reguladoras (representadas por círculos 
numerados) se tora después de cada 
división cefular. Detecrando su posición 
en el embrión, la célula hija situada hacía 
la izquierdo del ernbrión siempre escoge 
sintetizar la proteína par, mientras que 
la situada hacia ta derecha del embrión 
sintetizará a impar. Se asume que la 
producción de cada proteína reguladora es 
attoperpetuante una vez ha sido iniciada. 
(vézse Figura 7-68] De esta forma, mediame 
* la mersoria celular, se constriaye paso a paso 
una especificación combinatoria final. Es de 
destacar que en este ejernplo, puramente 
hipotético, cinco proteínas reguiadoras de la 
l : i : : expresión génica distintas han generado 
célula G cóluta E célula 3 células célalaK — célulal - célulam > célulaN ocho tipos celulares (G-N) - os 
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fen roja se indican tas células que expresan 
el gen Ey) 


io harsa de 
¡ ¿ Drosophila 


> Deoszophila 
) % adulta 
pd 


A 


formada en la pata 


mosca con el gen Ey expresado artificialmente 


imnosca normal - 
en células precursoras de fa pata 


(a) 


en vertebrados. Cuando se expresa en el contexto adecuado, Ey puede desencadenar la for- 
mación no únicamente de un solo tipo celular sino también de un órgano completo (un ojo), 

compuesto de distintos tipos celulares, todos ellos organizados de forrna adecuada en el es- 
pacio tridimensional. 

La evidencia más potente del padel que desempeña Ey en este proceso plodens de ex- 
perimentos en moscas de la fruta en las que durante el desarrollo se les provocó artificial- 
mente la expresión del gen Ey de forrma prematura en grupos de células que normalmente 
darfan lugar a partes de la pata, Esta expresión anormal del gen provoca el desarrollo de ojos 
en las patas (Figura 7-77). . 

El ojo de Drosophila está compuesto por miles de células, y la cuestión de cómo una 
proteína coordina la construcción de todo un órgano es una cuestión central de la biología 
del desarrollo. Como se describe en al Capítulo 22, este proceso implica tanto interacciones 
célula-célula como proteínas intracelulares reguladoras de genes. En este caso, cabe desta- 
caz que Ey controla directamente la expresión de muchos otros genes mediante la interac- 


ción con sus regiones reguladoras. A su vez, algunos de los genes controlados por Ey 


codifican proteínas reguladoras de genes que también controlan la expresión de otros genes. 
Además, algunos de estos productos génicos reguladores actúan sobre el propio gen Ey ge- 
nerando un circuito de retroalimentación positiva que asegura la continuidad en la síntesis 
de la proteína Ey a medida que la célula se va dividiendo y diferenciando (Pigura 7-78). De 
esta forrna, la acción de una sola proteína reguladora puede activar permanentemente toda 
una cascada de proteínas reguladoras de genes y de mecanismos basados en interacciones 
célula-célula, cuyas acciones dan lugar a un grupo organizado de varios tipos celulares. Po- 
demos, pues, empezar a vislumbrar cómo mediante aplicaciones repetidas de este principio, 
se puede montar pieza a pieza un organismo en toda su epuplcicaa y! hasta el más mínimo 
de sus detalles, 


Figura 7-78 Proteínas reguladoras de genes que especifican el desarrallo del ajo en 
Drosophila. Toy (Ten ofeyeless) y Ey (Eyetesá codifican proteínas reguiadoras similares, 
Toy y Ey, cada una de las cuales puede dar lugar al desarrollo del ojo cuando se expresa 
ectópicamente. En el desarrollo normal del ojo, la expresión de Ey necesita el gen Toy. 
Cuando Toy ha activado su transcripción, Ey activa la transcripción de So (Sine oculis) 

y Eya (Eyes absent) que actúan de forma conjunta y activan el gen Dac (Dachsunidi. Corao 
se indica mediante las flechas verdes, algunas de las proteínas reguladoras forman una 
serie de budes de retrcalimentación positiva entrelazados que refuserzan la decisión 
inicial de desarrollo del ojo. Se sabe que la proteina Ey se une directamente a muchos 
genes diana para el desarrollo del ojo, incluyendo los que codifican proteinas del 
cristalino, rodopsinas y otras proteinas fotorreceptoras. (Adaptado a parár de T. Czerny 
etal, Mal, Cell 3: 297-307, 1999. Con ta autorización de Elseviez) . 


Figura 7-77 La expresión del gen Ey de 
Drosophila en cótulas precursoras de la pata 
origina el desarrollo de un ojo en la pata. 
(A) Esquemas simplificados de lo que acurre 
cuando en una larva de lá mosca de lá fruta el 
gen Ey se expresa normalmente izquierda) 

o cuando un gen Ey adicional se expresa 

de forma experimental en células que 
normalmente dan lugar a tejidos de la pata 
(derecha). (8) Fotografía de una pata anormal 
que contiene un ojo (véase también fa Figura 
22.2). (B, cortesta de Walter Gehring.) 
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Cuando las células de vertebrados se dividen, pueden heredar 
el patrón de metilación del DNA 


Basta el momento hemos destacado la regulación de la transcripción génica mediante pro- 
teínas que se asocian a DINA. Sin embargo, el propio DNA también se puede modificar de for- 
ma covalente. En las secciones siguientes veremos que este fenómeno también puede regular 
la expresión génica. En vertebrados, la metilación de la citosina constitirye tun poderoso 1me- 
canismo a través del cual las células de la descendencia reciben los patrones de expresión gé- 
nica. La forma metilada de la citosina, 5-metil-citosina (S-metl €) tiene la misma relación 
con la citosina que tiene la timidina con el uracilo y, como en aquel caso, no afecta al aparea- 
miento de bases (Figura 7-79). La metilación del DINA de vertebrados está restringida a los 
nucleótidos citosina (C) en la secuencia CG, que está apareada con esta misma secuencia (en 
sentido opuesto) de la otra hebra de la hélice del DNA. Así, un sencillo mecanismo permite 
que un parón preexistente de metilación del DNA sea heredado de forma directa por las mo- 
léculas de DMA hijas. Una enzima llamada metil transferasa de manteninriento acuía prele- 
rentemente sobre las secuencias CG apareadas previamente con una secuencia CG metilada. 
A consecuencia de ello, el patrón preexistente de metilación de la cadena patema de DNA 2c- 
túa como un molde para la metilación de las cadenas de DINA hújas, haciendo que el patrón 
sea heredado directamente a través de la replicación del DNA (Figura 7-89). 

La herencia estable de los patrones de metilación del DNA puede explicarse por tas me- 
til transferasas de mantenimiento de DNA. Sin embargo, los patrones de metilación del DNA 
son dinámicos durante el desarrolio de los vertebrados. Poca tiempo después de la fecunda- 
ción se produce un proceso global de desmetilación del conjunto del. genoma durante el 
cual son eliminados la gran mayoría de grupos metilo del DNA. Esta desmetilación puede 
darse por una supresión de la actividad metil transferasa de mantenimiento, lo cual da lugar 
á una pérdida pasiva de grupos metilo en cada ciclo de replicación del DINA o mediante una 
enzima desmetiladora. Más tarde durante el desarrollo, se establecen nuevos patrones de 
mertación debido a la acción de varias DNA metil transferasas de novo, las cuales son dirigi- 
das hacia el DNA por proteíass de unión al DNA, donde modifican los nucleótidas CG. 
Cuando se han establecido los nuevos patrones de metilación, se propagan a lo largo de ei- 
clos de replicación del DNA mediante las metil transferasas de mantenimiento. 

La metilación del DNA tiene distintas utilidades en las cébulas de los vertebrados, Tal vez 
el papel más importante sea el de actuax en combinación con otros mecanismos de control 
de la expresión génica y establecer una forraa especialmente eficiente de represión génica 
que puede pasarse fielmente a las células de la descendencia (Figura 7-81). Esta combina- 
ción de mecanismos asegura que algunos genes eucariotas innecesarios puedan ser repri- 
midos de forma rauy marcada. Por ejerplo, la velocidad a la que se transcribe un gen de 
vertebrado puede tener una variación del orden de 10? entre un tejido y otzo. Los genes no 
expresados de los vertebrados sona mucho menos “permezbles” en términos de transcrip- 
ción que los genes procariotas, en los que las diferencias de velocidad de transcripción más 
grandes que se conocen. entre el estado génico de expresión y el estado de no expresión son 
del orden de 1000. 
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Figura 7-79 Formación de 5-metiicitosina 
por metilación de una citosina en la doble 
hélice del DNA. Enfos vertebrados, este 
fenómeno está restringido a determinadas 
citosinas (C) que forman parte de la 
secuencia CG. 


Figura 7-80 De qué forma se pueden 
heredar con precisión los patrones de 
metilación del DINA. En los DNA de 
vertebrados, una gran cantidad de las 
bases de cltosina de la secuencia CG están 
metiladas feéase Figura 7-79). Dada la 
existencia de tina enzima metilante 
dirigida por grupos metilo (la metilasa de 
mantenimiento), cuando se ha establecido 
ún determinado patrón de rmetilación del 
DONA, se hereda en el DNA descendiente, 
tal como se muestra, 
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Todavía no se conoce con detalle de qué forma la metilación del DNA ayuda a reprimir 
la expresión génica, pero han aparecido dos mecanismos generales. La metilación del DNA 
de la región promotora de un gen o de sus secuencias reguladoras puede interferir directa- 
mente con la unión de proteínas necesarias para la iniciación de la transcripción. Además, la 


célida tiene un repertorio de proteínas que se unen específicamente 2 DNA metilado (véase ' 


Figura 7-41), de forma que bloquean el acceso de otras proteinas. Un reflejo de la importan- 
cia de la metilación del DNA en humanos es la gran implicación que tienen los errores en 
este mecanismo en la progresión del cáncer (véase Capítulo 20). 

Más adelante en este mismo capítulo volveremos a la cuestión del silenciamiento géni- 
co por metilación del DNA, cuando tratemos de la inactivación del cromosoma X y de otros 
ejemplos de silenciamiento génico a gran escala. Sin embargo, primero describiremos algu- 
nas de las otras formas en las que la metilación de DNA afecta a nuestros genomas. 


La impronta genómica se basa en la metilación del DNA 


Las células de los marníferos son diploides, contienen un grupo de genes heredados del pa- 
dre y otro grupo de genes heredados de la madre, La expresión de una minoría de genes de- 
pende de si se han heredado del padre o de la madre: mientras que la copia heredada del 
padre está activa, la heredada de la madre está inactiva, o a la inversa. Este fenómeno se de- 
nomina actividad genómica heredable o impronta genómica (genomic imprinting). El gen 
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Figura 7-81 Varios mecanismos 
contribuyen a estabilizar la represión 
génica, En este ejemplo esquernático, 

las proteínas de lectura y escrítura de fas 
histonas, bajo la dirección de proteínas de 
regulación génica, estabilizan una forma > 
represiva de la cromatina. La proteína de 
lectura atrae una DNA metilasa de novo que 
meñila fas citosinas cercanas del DMA, a las 
cuales, a su vez, se unen proteínas de unión 
a grupos metilo del DINA, Durante el proceso 
de replicación del DNA, algunas de las 
hístonas modificadas (punto azul) serán 
heredadas por ten cromosoma de ta céjula 
hija, otrás serán heredadas por el otro 
cromosoma, y en cada céltda hija pueden 
inducir la reconstrucción del mismo patrón 
de modificaciones de la cromatina 

tvéase Figura 5-39). Af mismo tienpo, el 
mecanismo mostrado en Ía Figura 7-80 
provocará que los dos cromosomas de la 
célula hija hereden el mismo patrón de 
metlación, Los dos mecanismos de herencia 
se apoyarán: mutuamente, si la metilación del 
DIVA estimula la actividad de la histona de 
escritura, Este esquema puede explicar la 
herencia de las modificaciones tanto de las 
histonas como del DNA en las célilas hijas. 
También puede explicar la tendencia de 
algunas modificaciones de la cromatina 

a extenderse a lo largo del cromosoma 
(véase Figura 4-45), 
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del factor de crecimiento similar a la insulina-2 Ugf2: insulin-like growth factor-2) es un 
ejemplo bien estudiado de gen sujeto a impronta. Pára el crecimiento prenatal se necesita 
Jefa. los ratones queno expresan nada de Igf2 tienen al nacer un tamaño que es la mitad que 
el de los ratones normales. Sin embargo, sólo se transcribe la copia del gen Igf2 paterno y 
- para el fenotipo sólo reseilta importante esta copía del gen. En consecuencia, los ratones que 
presentan u un gen lgf2 mutado procedente del padre son raquíticos, mientras que los ratones 
con un gen Jgf2 rautado procedente dela madre son normales. 
.-- Enelembrión temprano, los genes sujetos a impronta se marcan mediante metilición 
-en función de si derivan de un cromosoma del óvulo o del espermatozoide. De esta forma, 
"se utiliza la metilación del DNA como marca distintiva de las dos copias del gen, que de 


pe ratón hembra i ratón macho 


EN - 
ps : E e AMBOS PROGENITORES EXPRESAN 
álelo del gen A EA A EL MISMO ALELO DEL GEN A 

A mies 


con impronta 


A 7 cromosoma heredado del padre Sl 


) 


célula somática célula somática 
p 


alelo del gen A Sa, MRANA 
que se expresa Ñ 


' 
ELIVINACIÓN DE LA IMPRONTA EN LA LÍNEA GERMINAL, SEGUIDA DE MEOSIS 


IMPRONTA DE LA HEMBRA ESTABLECIDA IMPRONTA DEL MACHO ESTABLECIDA 


2] A 


ÓVULOS 


. EN EL ALELO DELGENA 4 
] QUE SE EXPRESA ¡ 


A M 2? 4 
M 
ES á S 
MENA e a, 5id 
célula somática de la descendencia céjula somática de la descendencia 


Figura 7-82 impronta genómica en el ratón. La parte superior de la figura muestra tun par de eromosomas homólogos de células somáticas de dos ratones 
adultos, Un macho y una hembra, En este ejemplo, ambos ratones han heredado el homúlega de arriba de su padre y el homólogo de debajo de su madre: 
la copia paterna de un gen sujeto a impresión genómica (indicado en naranja) está metilado, lo que suprime su expresión. La copia de origen materno del 
mismo gen (emarillo) se expresa, El resto de la figura muestra el resultado del cruzamiento de estos dos ratones. Durante la formación de la linea germinal, 

- pero antes de la meiosis, las improntas son eliminadas y después, mucho más tarde en el desarrolla de la línea germinal, son reestablecidas en un patrón 
dependiente del sexo (parte central de la figura). En los óvulos producidos por la madre, ningún alelo del gen A se halla metilado. En los espermatozoides de 
los machos, ambos alelos del gen A están metilados. En la parte inferior de la figura se muestran dos posibles patrones de impronta genómica heredados por 
los descendientes, el ratón a la izquierdo tiene el mismo pauéón de impronta que cada uno de sus padres, mientras que el ratón de la derecha lene Un patrón 
£puesto. Silos dos aletos del gen A són distintos, estos patrones diferentes de impronta pueden dar lugar a diferencias de fenotipo en los ratones de la 

. descendencia pese a que posean las mismas secuencias de DNA en los dos alelos del gen A. La impronta genómica proporciona una importante excepción 
al comportamiento genético clásico. $e cree que varios cientos de genes del ratón están afectados.por este fenómeno. Sin embargo, la mayoria de fos did 
del ratón no tiena i impronta por lo que las reglas de la herencia mendellaná se pueden aplicar a la mayor parte del genoma del ratón. 
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otro modo serían idénticas (Sigara 7-82). Debido 4 que los genes sometidos a impronta se 
halian de alguna forma protegidos de la oleada de desmetilación que ocurre al poco tiera- 
po úe la fecundación (véase p. 467), esta impronta permite a las células somáticas “recor- 
dar” el origen paterno o materno de cada una de las dos copias del gen y regular su 
expresión de acuerdo con ello. En muchos casos, la impronta por metilación prácticamen- 
te silencia lu expresión génica. Sin embargo, en algunos casos la impronta por metilación 
puede activar la expresión de un gen. En el caso de Zgf2, por ejemplo, la metilación de un 
elemento aislante (véase Figura 7-62) del cromosoma de origen paterno bloquea su fun- 
ción, lo qué permite que un activador distante active la transcripción del gen Igf2. En el cro- 
mosoma procedente de la madre, el aislante no se metila de forma que el gen lgf2 no se 
transcribe (véase Figura 7-43). 

No conocemos por qué se produce la impronta del genoma. En vertebrados se halla res- 
tringida a los mamiferos placentarios, y muchos de los genes objeto de impronta se hallan 
iraplicados en el desarrollo fetal. Uma posibilidad es que la impronta refleje un estadio evo- 
lutivo intermedio dentro de la oposición entre machos, interesados en dar lugar a una pro- 
genie lo más amplia posible, y hembras interesadas en limitar el número de la progenie. Sea 
cual sea su función, la impronta del genoma constituye una evidencia clara de que pueden 
heredarse características del DNA que no consisten en su secuencia nucleotídica. 


- En los mamíferos, las islas ricas en CG se asocian 
con muchos genes 


Debido. al Rca miento de la vía de reparación de DNA, los residuos € metilados del ge-. 


noma tienden a ser eliminados durante la evolución. La desaminación accidental de una € 


* ño-metilada da lugar a U (véase Figura 5-45), base que por lo general no está presente en el 


DMA, por lo que es reconocida fácilmente por la enzima de reparación de DNA, la uracilo 


DNA glucosilasa, que la elimina y la reemplaza por una € (se describe en el Capítulo 5). Pe- 


ro la desaminación accidental de una 5-metil € no puede ser reparada de este modo, porque 
el producto de la desaminación es una T que, por lo tanto, no se puede diferenciar de los 


Otros residuos Y no mutados del DNA. Aunque existe un sistema especial de reparación pa- 
za eliminar estos nucleótidos T mutantes, múucbas de las desaminaciones escapan a la de- 


tección. Así pues, los residuos € del genorna que están metilados tienden a iutar a Y 
durante la evolución, 

Alo largo de la evojución más de tres de cada cuatro CG se han perdido por este sistema, 
dejando a los vertebrados con una deficiencia remarcable de este dinucleótido. Las secuen- 
cias CG que todavía existen están distribuidas de una forma desigual por el genoma; en de- 


terminadas regiones, de 1000 a 2000 pares de bases de longitud, las secuencias CG están. 


presentes a densidades de entre 10 y 20 veces la densidad medía de todo el genoma; estas zo- 
nas reciben el nombre de islas CG. Estas islas, con algunas notables excepciones, parecen 
mantenerse no metiladas en todos los tipos celulares. Se ha observado que rodean los pro- 
motores de los amados genes constitutivos (housekaeping genes): genes que codifican el ele- 
vado número de proteínas que son esenciales para la viabilidad celular y que, per lo tanto, se 
expresan en muchas células (Figura 7-84). 

La distribución de las islas CG (también Barnadas istas CpG para diferenciar entre la se- 
cuencia de los dinucleótidos CG de los pares de bases CG) puede explicarse si se asume que 
ta metilación CG fue adoptada en vertebrados coro un mecanismo para mantener el DNA 


Figura 7-83 Mecanismos de marcaje 
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en un estado de transcripción inactiva (véase Pigura 7-41). En los vertebrados, las mutacio- 
es nuevas de metil-C a T pueden ser transovitidas a la siguiente generación sólo si se pro- 
ducen en la línea germinal, línea celular que origina los óvulos y los espermatozoides. La 
mayoría del DNA de las células germinales de los vertebrados se halla inactivo y está alta- 
mente retilado. Durante largos periodos de la evokución, las secuencias CG metiladas de 
estas regiones inactivas se han perdido debido a procesos espontáneos de desmetilación 
que no han sido corregidos adecuadamente. No obstante, los promotores de genes que per- 
manecen activos en las líneas celulares germinales (incluyendo los genes de maritenimien- 
to) se mantienen en estado desmetilado, de forma que las desaminaciones espontáneas de 
Cs pueden ser reparadas de forma adecuada. En los vertebrados actuales, estas regiones se 
hallan preservadas mediante islas CG (Bigura 7-85). Además, cualquier mutación de una se- 
cuencia CG del genoma que destruya la función o la regulación de un gen en el adulto sutri- 
rá una selección negativa; probablemente algunas islas CG son el resultado de una densidad 
incrementada de secuencias CG críticas para estos genes. 

El genoraa de mamífero contiene un número estimado de 20.000 islas CG. La mayoría 
de las islas marcan los extremos 5” de la nidad de wanscripción y, por lo tanto, probable. 
mente del gen. De esta forma, la presencia de istes CG da lugar a sistemas útiles para identl- 
ficar genes dentro de la secuencia del DNA de los genomas de vertebrados. 


Los mecanismos epigenéticos aseguran que se puedan transmitir. 
patrones estables de expresión génica a células hijas 


Cuando una célula de un organismo se diferencia a un tipo celular concreto, suele mante- 
nerse como tal célula especializada y, en caso de dividirse, las células hijas mantienen el mis- 
mo carácter especializado. Por ejemplo, las células hepáticas, las células pigmentarias y ias 
células endoteliales (descrito en el Capítulo 23) se dividen en varias ocasiones durante la vi- 

. da de un individuo, produciendo cada uno de los casos células hijas del mismo tipo exacto. 
Estas células diferenciadas deben recordar su patrón de expresión génica propio y transmi- 
tilo a sus células hijas a lo largo de divisiones celulares posteriores. - 

Ya hemos descrito distintos mecanismos que permiten que las células hijas "recuer- 
den” qué tipo de células han de ser. Uno de los rrás sencillos es el circuito de retroalimen- 
tación positiva en el que una proteína reguladora de genes activa -sea de forma directa a 
indirecta la expresión de su propio gen (véase Figuras 7-68 y 7-69). Circuitos de retróáli- 
mentación positiva entrelazados proporcionan incluso más estabilidad amortiguando el 
Circuito contra las fluctuaciones a nivel de cualquiera de las proteínas reguladoras génicas 
(Figura 7-75B y 7-78). También se señaló previamente que la meúlación del DNA puede 
Servir como vía de propagación de los patrones de expresión génica a los descendientes 
(véase la Figura 7-80). 

Los circuitos de revroalimentación positiva y la metilación del DNA están preserites tan- 
to en procariotas como en eucariotas; pero los eucariotas también presentan otro sistema de 
nrantenimiento del estado de diferenciación a través de muchas generaciones celulares. Co- 
mo explicamos en el Capítulo 4, la propia estruchura de la cromatina puede ser propagada 
cón Gabilidad de célula madre a célula hija. Existen varios mecanismos para conseguir este 
resultado, pero el más sencillo se basa en las modificaciones covalentes de las histonas, Como 


an 


Figura 7-84 istas CG alrededor de los 
promotores en tres genes constitutivos 
de rmarileros. Los rearóngutos amarillos 
muestranda longitud de cada isio. Como 
ecurre con la mayoría de las genes de 
marnáfero, los exones (roja oscuro) son 
cortos en relación a los intrones trajo claro). 
(Adaptado de A.P. Biva, Trends Genet. 
3:342-347, 1987. Con la autorización 

de Elsevier.) 
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T, a menos que la secuencia CG sea esencial 
para la supervivencia, 
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hemos visto, estas modificaciones forman un “código de histonas”, con patrones de modiB- 
cación diferentes que actían como lugares de unión a distiotas proteinas de lectura. Si, a su 
- vez, estas proteínas atraen enzimas de escritura que replican los patrones de modificación 
que las han atraído en primer lugar, entonces la distribución de regiones activas y silenciosas 
de la cromatina puede propagarse de forma fable (véase Figura 5-39). De alguna forma, la 
medificación autosostenida de las histonas es ma forme de circuito de tetroalimentación po- 
sitiva que está esociado al DNA, pero que no requiere la participación de secuencias de DINA 
i subyacentes. 
La habilidad de las células hijes para petener en la memoria los patrones de expresión 
génica que estaban en la célula madre es un ejemplo de herencia epigenética. Este término 
tiene significados ligeramente diferentes en las distintas ramas de la biología, pero aquí lo 
utilizaremos en su sentido más amplio para cubriz cualquier diferencia heredable en el fe- 
notipo de una célula o de un organismo que no proviene de cambios en la secuencia de nu- 
cdleótidos del DNA (véase Figura 4-35). Acabarnos de describir tres de los mecanismós más 
inmipeortantes que conllevan carablos epigenéticos, pero existen más (Figura 7-46). Las célte- 
las suelen combinar estos mecanismos asegurando que los patrones de expresión génica se 
mantienen y se heredan de forma precisa y fiable: en nuestro caso, a través de periodos de 
més de cien años, EN 
Durante más de medio siglo, los biólogos se han preocupado del DNA corno portador 
de la información heredable. Sin embargo, se ha hecho evidente que los cromosomas hu- 
manos también llevan una gran cantidad de información que es epigenética y que no se en- 
cuentra en la propia secuencia de DNA. La impronta genómica es un ejemplo de ello, Otro 
ejemplo se encuentra en el fenómeno de la expresión monoalélica, en la que sólo se expresa 
una de las dos copias de determinados genes humanos. Para muchos genes, la decisión so- 
bre qué alelo se ya a expresar y cuál se va a silenciar, es al azar, pero uña vez tomada, esta de- 
cisión pasa a las células hijas. A continuación se expone un ejemplo externo de este 
fenómeno en la inactivación del cromosoma X. 
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El efecto neto de los cambios epigenéticos al azar y los provocados por el ambiente en 
los humanos se puede detectar comparando gemelos idénticos: sus genornas tienen la mis- 
sua secuencia de nucleótidos, pero cuando comparamos su modificación de las histonas y 
sus patrones de metilación del DNA, se observan muchas diferencias entre ellos. Dado que 
estas diferencias se correlacionan de forma aproximada no sólo con la edad sino también 
con el tiempo que los gemelos hen pasado separados uno del otro, parece que algunos de 
estos cambios son el resultado de factores ambientales (Figura 7-87). A pesar de que los es- 
tudios del epigenora están todavía en sus prolegómenos, la idea de que los acontecimientos 
ambientales pueden quedar registrados de forma permanente en nuestras cólules es fasci- 
nante y presenta unreto importante que han de afeontar y resolver las siguientes generacio- 
nes de cieriríficos. 


Pueden heredarse grandes alteraciones cromosómicas 
en la estructura de la cromatina 


Hemos visto que los estados de la cromatina y la metilación del DNA pueden ser heredables 
y que establecen y preservan patrones de expresión génica en muchas generaciones celula- 
res. Quizás el ejemplo más destacable de este tipo de efectos se da en marnniferos, en los cua- 
les una alteración en la estructura de la cromatina de un cromosoma completo puede 
modularlos niveles de expresión de todos los genes de dicho cromosoma. 

Mackos y hembras difieren en sus cromosomas sexuales. Las hembras tienen dos cromo- 
somas X mientras que los machos tienen un cromosoraa Y y un cromosoma X Por lo tanto, 
las células de la hembra contienen el doble de copias de los genes del cromosoma X que las de 
los machos. En los mamiferos, los eromosomas sexuales X e Y difieren completamente en su 
contenido en genes: el cromosoma X es grande y contiene más de un millar de genes mientras 
que el cromosoma Y es pequeño y contiene menos de 190 genes. Los mamiferos han desa- 
nollado un mecanismo de compensación de dosis para equilibrar la dosis de productos géni- 
cos del cromosoma X entre machos y hembras. Las mutaciones que interficren esta 
compensación son letales: una relación correcta entre los productos génicos del cromosorna 
Xy los de los axtosomes (cromosemas no-sexuales) son esenciales para la supervivencia. 

Los mamiferos logran la compensación de dosis mediante la inactivación de la trans- 
cripción de uno de los dos cromosornas Xen las cétulas somáticas femeninas, proceso cono- 
cido como inactivación-X. En el desarrollo temprano del embrión femenino, cuando está 
formado por unos cuantos miles de células, uno de los dos cromosomas X de cada célula se 
condensan en 1m tipo de heterocromatina. El cromosoma X condensado puede observarse 
con facilidad en células en interfase mediante el microscopio óptico; originalmente se le de- 
nominó corpúsculo de Barr y está localizado cerca de la membrana nuclear (Figura 7-88). 
Corao consecuencia de la inactivación-X que se produce, dentro de un mismo núcleo pueden 
coexistir dos cromosomas X que, a pesar de estar expuestos a la acción de las mismas protef- 
nas de regulación génica difusibles, presenten una expresión completamente diferente, 

La elección inicial del cromosoma X que será inactivado, el heredado de la madre (Xy) 
o el heredado del padre (Xp), se produce al azar. Una vez inactivado Xy O Xy, se mantiene si- 
lencioso a lo largo de todas las divisiones celulares posteriores de esta célula y en toda su 
progenie, lo cual indica que el estado inactivo se mantiene fielmente a lo laxgo de muchos ci- 
clos de rephicación del DNA y de mitosis. Debido a que la inactivación-X se produce total- 
mente al azar y cuando ya se hau formado varios miles de células en el embrión, cada 

hembra es un mosaico de grupos clónicos de células en los cuales se ha silenciado o bien Xen 
o bien Xp (Figura 7-39). A 

En el animal adulto, estos grapos clónicos se distribuyen en pequeños agrupamientos 
debido a que las células hermanas tienden a mantenerse adyacentes durante las étapas fi- 
nales del desarrollo. Por ejernplo, la inactivación del cromosoma X causa la coloración de 
pelo en forma de “caparazón de tormga” o de “calicó” rojo y negro en algunas gatas. En estos 
animales, un cromosoma X contiene un gen que produce pelo de color rójo y el otro cromo- 
sora X contiene un alelo de este mismo gen que da lugar a pelo de color negro; ási la inacti- 
vación-X al azar de logar a zonas de células con dos colores distintos. A diferencia de las 
hembras, los gatos macho de este mismo origen genético son o bien de color rojo o bien de 
color negro, dependiendo de qué cromosoma X determinado heredasen de sus madres. 


Pese a que la inactivación del cromosoma X se rmantúene a lo largo de miles de divisio- 


nes celulares, o siempre es permanente. En concreto, se revierte durante la formación de 


Figura 7-87 Gemelos idénticos que han 
crecido separados ebuneo del otro. (Cortesía 
de Nancy L Segal) 


(ES IATA 


Figura 7-88 inactivación del cromosoma X 
en las células femeninas, (A) Sólo el 
cromosoraa X Inactivo está cublerto con XIST 
RNA, visualizado mediante Híbridación in sita 
sobre RNA de secuencia nucdeotidica 
complementaria marcado con Huorescencia, 
El panel muestra los núcleos de dos célutas 
adyacentes. (8) La misma muestra, teñida 
con anticuerpos contra un componente del 
complejo del grupo Policomb, que cubre el 
cromosorna X y ayuda a silenciar la expresión 
de sus genes. (De 8. Pannirig, Methods 
Enzyrrol. 376:419-428, 2004, Con la 
autorización de Academic Press.) 
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células germinales, de forma que todos los cacitos haploides contienen un cromosoma X 
qa acúva y pueden expresar los productos génicos propios del cromosoma X. 
A ¿Cómo se inactiva para la transcripción un cromosoma entero? La inactivación del 
qe cromosoma X se inicia en un solo lugar del centro del cromosoma X, el centro de inacti- 
E . vación X (X10; X-inactivation center) y a partir de él se extiende por todo el cromosoma. 
Se ¿10 codifica una molécula poco habitual de RNA, XIST RIVA, que sólo se expresa a partir 
e del cromosorna X inactivo y cuya expresión es necesaria para la inactivación X. XIST RNA 
( ' no se traduce a proteína y permanece en el núcleo, donde podría recubrir todo el cromo- 
soma X inactivo. La expansión de XIST mRNA desde XIC a lo largo de todo el cromosoma 
se correlaciona con la extensión del silenciamiento de los genes, indicando que XIST RINA 
dirige la formación y exensión de la heterocromatina. Curiosamente, alrededor de un 10% 
de los genes del cromosoma X escapan a este silenciamiento y permanecen todavía acti- 
vos (Figura 7-90). 

Además de contener XIST RNA, la heterocrorzatina del cromosoma X se caracteriza por 
presentar una variante específica de la histona 24; la hipoacetilación de las histonas H3 y 
H4; la ubiquitivización de la histona 24; la metilación de la kistona H3 en una posición es- 
pecífica, y los patrones específicos de metilación del DNA (para una propuesta sobre córao 
estas características pueden estar ligadas de forma causal, véase la Figura 7-81). Probable- 
mente la combinación de todas estas modificaciones hace que la mayor parte del cromoso- 
ma X sea especialmente resistente a la transcripción. Dado que estas modificaciones son, al 
menos en principio, autopropagativas, resulta fácil entender por qué, una vez que se ha for- 
mado, un cromosoma X inactivo puede mantenerse estable a través de muchas divisiones 
celulares, 

! Muchos aspectos de la inactivación del cromosoma X en reamiferos todavía no han si- 
0 do descubiertos. ¿Cómo se toma la decisión inicial de cuél será el crornmosoma X que se inao- 
tive? ¿Qué mecanismos protegen al otro cromosoma X para que no se inactive? ¿De qué 
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farma XiST RNA coordina la formación de la heterocrornatina? ¿Cómo consiguen algunos 
genes del cromosorna X escapar a la inactivación? Estamos tan sólo en el inicio de la com- 
prensión de este mecanismo de regulación génica que es clave para la supervivencia de 
Duestra propia especia, ] 

La inactivación del cromosoma X es tan sólo uno de los sistemas mediante los que tn 
organismo con reproducción sexual consigue la compensación de dosís. En Drosophila, la, 
mayoría de los genes de un solo cromosoma X presentes en células masculinas se traniscri- 
ben a un nivel aproximadamente dos veces mayor que sus equivalentes en células femeni- 
nas, Esta “regulación positiva” de la transcripción específica en los machos se origina por 
una alteración de la esomctura de la cromatina de todo el cromosoma X de los machos. Un 
complejo de compensación de dosis que contiene varias enzimas y dos RNA no codificantes 
transcritos a partir del cromosoma X, se ensarmbla en centenares de posiciones a lo largo del 
cromosonta X y produce patrones de modificación de las kistonas que probablemente re- 
gulan de forma positiva la transcripción mediante efectos en la iniciación o la elongación 
en de mayoría de genes del cromesoma X de machos. 

El nemetodo utiliza una tercera estrategia para la compensación de dosis. En este caso, 
los dos sexos son el masculino (con un cromosoma 3) y el hermafrodita (con dos cromoso- 
mas 2); la compensación de dosis en las células del hermafrodita se produce mediante una 
reducción aproximadamente a la mitad de la tasa de transcripción de cada uno de los dos 
cromosornas X Este resultado se logra mediante amplios cambios estructurales en los cro- 
mosomas X de los hermafroditas (Figura 7-91). Un complejo de compensación de dosis, que 
es completamente distinto del de Drosophila y en cambio se parece al complejo de la con- 
densina que corapacta los cromosomas durante la mitosis y la meiosis (véase Figura 17-27), 
se ensambla a lo largo de cada cromosoma X de los hermafroditas y, mediante un mecanismo 
que todavía se desconoce, impone una represión global del doble sobre el nivel de expresión 
normal de cada gen. 

Pese a que las estrategias y componentes utilizados para la compensación de-dosis son 
distintos entre las diferentes especies de animales, como por ejemplo mamiferos, moscas o 
gusanos, todos los procesos y mecanismos implican alteraciones estructurales de todo el 
cromosoma X. Parece probable que determinadas características de la estructura cromosó- 

nica queson considerabiemente generales se adaptaron de forma independiente durante la 
evolución para superar un problema may específico aparecido en relación a la reproduc- 
ción sexmal de los anímales. 


El control de la expresión génica es intrínsecamente ruidoso 


Ajo largo de este capítulo se ha deserito la expresión génica como si fuera un proceso estric- 
temente determinista, de forma que conociendo las concentraciones de todas las proteínas 


Figuara 7-90 inactivación del cromosoma X 
endos mamiferos. La inactivación del 
cromosoma Ese inicia con la síntesis del 
XIST RNA Obinactivation speción transcript; 
tvénscrito específico para la inactivación de X) 
a partir del locus XIC UC inactiration center: 
centro de inactivación de X), La asociación: . 
del IST RNA con uno de los cromosomas X 
de la hembra se correlaciona con la 2 
condensación de este cromosoma. Al inicio 
de la embriogénesis, tanto la asodación de y: 
XIST coma fa condensación del cromosorna ” 
se desplazan gradualmente a partir del E 
focus XIC en dirección a los extremos del $ 
cromosoma, Se desconocen aún: los detalles” 
de cómo ocurre este proceso. E 


476 Capítulo 7: El control de la expresión génica 


reguladoras relevantes y otras moléculas de control se podría predecir de forma precisa el ni- 
vel de expresión génica. En realidad, existe una gran cantidad de variabilidad aleatoria en el 
cormportamiento de las células. Esto es así, en parte, porque existen Buctuaciones aleatorias 
en el ambiente que pertarban las concentraciones de moléculas remiuladoras dentro de la 
célula de una forma impredecible. 

Otra causa posible, en elgamnos casos, podría ser el coroportamiento caótico del sistenaa 
de control intracelular: análisis matemáticos muestran que sisternas de control relativa- 
ente sencillos pueden ser surnamente sensibles a los parámetros de control de forma que, 
por ejemplo, diferencias mínimas que se dan en las condiciones iniciales pueden Hevar a un 
resultado radicalmente diferente e impredecible a largo plazo, Pero, adernás de estas causas 
de impredicibllidad, existe otra razón fundamental para explicar por qué el comportamien- 


«to cetular es inevitablemente aleatorio en cierto grado, 


Las células son sistemas químicos que consisten en un número relativamente pegueño 
de moléculas y las reacciones químicas a nivel de moléculas individuales se producen de 
tua forma esencialmente aleatoria o estocástica. Una molécula dada tiene una determinada 
probabilidad por unidad de tiempo de sufriruna reacción química, pero el hecho de hacer- 
lo en un momento dado o no hacerlo es impredecible, dependiendo de colisiones térmicas 
aleatorias y de reglas probabilísticas de la mecánica cuántica. Cuanto más pequeño es el nú- 
mero de moléculas implicadas en un proceso dentro de la célula, más se verá afectada por el 
azar de los eventos químicos a nivel de la molécula individual. De esta forma, existe un cier- 
to grado de azar en cada uno de los aspectos del comportamiento celular, pero determina- 
dos procesos son propensos a ser aleatorios en grado sumo. 

El control de la transcripción, en parúculaz, depende de condiciones químicas precisas 
del gen. Consideremos un caso idealizado en el que un gen se transcribe entero, tiene una 
proteína activadora de la transcripción unida a su región reguladora y es transcripcional- 
mente silencioso cuando esta proteína no está unida. La reacción de asociación/ disociación 
entre el DNA regulador y la proteína es estocástica: si el estado de unión tiene una vida me- 
día 12 de una hora, el gen puede permanecer activado a veces durante 30 minutos 0 menos, 
aveces durante un par de horas o más antes de que la proteína activadora se disocie. De es- 
ta forma, la transcripción fhuctuará entre un estado activo y im estado inactivo de una ma- 


nera esencialmente aleatoria. 


La velocidad media de fluctuación y la velocidad del tierapo medio pasado en estado 
activo frente al tiempo medio pasado en estado inactivo serán determinadas mediante los 
valores de kgr Y Kon para la reacción de unión y por la concentración de protefaa activadora 
en la célula, La cantidad de transcritos génicos acumulados en la célula Buctuerá de forma 
paralela; si la vida media de los transcritos es larga comparada con la t172, las fuctuaciones se 
verán suavizadas; si es corta, serán intensas. 

Una forma de demostrar estas fuctuaciones aleatorias en la expresión de copias génicas 
individuales és mediante la manipulación genética de células en las que una de las copias de 
la región control de un gen se une a tina secuencia que codifica una proteína marcadora de 
Ruorescencia verde mientras que la otra copia se une de forzaa similar a una secuencia que 
codifica un marcador de fuorescencia roja. Pese 2 que las dos construcciones génicas se en- 
cuentran en la misma célula y experimentan el mismo arabiente, sus niveles de expresión 
fiuertían de forma independiente, 

Como resultado de eHo, en una población de células que contienen el mismo par de 
construcciones, algunas aparecen verdes, otras rojas y otras una mezcla de los dos colores, 
oO sea en una variedad de tonos de amarillo (véase Pigura 2-75). En un sentido más am- 
plio, las decisiones del destino celular se tomen a menudo de forma estocástica, proba- 
blernente como resultado de estas fluctuaciones aleatorias; veremos un ejemplo de ello 
en el Capítulo 23, donde se describe la génesis de distintos tipos de células sanguíneas 
blancas. 

Én algunos tipos celulares, y para algunos aspectos del comportamiento celulax, el azar 
en el control de la transcripción génica, como el que acabamos de describir, parece ser la 
mayor fuente de variabilidad aleatoria; en otros tipos celulares, predominan otras fuentes 
de variación aleatoria. En los casos en los que el ruido en los sistemas de control sería perju- 
dicial, han evolucionado mecanismos especiales de control pera minimizar sus efectos; el 
circuito de alimentación hacia adelante del que hernos hablado previamente es tn ejemplo 
de estos dispositivos, ya que elimina los efectos de las fiuctuaciones rápidas en una señal de 
control. Pero en todas las células un cierto grado de azar es inevitable, Se trata de un rasgo 
fundamental e inherente del comportamiento celular que siempre se debe tener en cuenta 
en las investigaciones. 
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Figura 7-91 Localización de proteínas 

de cormpensación de dosis entos” 
cromosomas X del nádeo hermafrodita 00) 
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denominado DAPL la proteína Sdc2 está 
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Este experimento demuestra que la proteína 
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cromosomas, identificados mediante otro 
experimento coma los dos cromosomas X. 
$dc2 se une a tado lo largo del cromosoma X 
y atrae al complejo de cormpensación de 
dosis, (De H.E, Dawes et al, Sence 
284:1800-1804, 1999. Con la autorización 
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Resumen 


Los tipos cehelares delos animales y de las plantas se generan por mecanismos que transeoriben penes 
diferentes a parir de diferentes cólutas. Las células animales especializadas pueden mantener sus 
caracteres típicos a través de varios ciclos celulares, por lo que los mecanismos reguladores de la ex- 
presión génica han de ser estables y heredables cuando la cúlula se divide. Estes características porten. 
de manifiesto que la cólula tiene memoria de la hístaria de su desarrollo. Las bacnerias y las lenadu. 
ras también tienen memoria celular y proporcionan modelos para estudiar los mecanismos de la re. 
gulación génica, Algunos de estos mecanismos pueden ser relevantes en la generación de tipos 
celulares de los eucariotas superiores. 

Los bucles de vetroalimentación directos o indirectos proporcionan el rrecanisino más sencillo 


- de memoria celular. Los circuitos de transcripción también proporcionan los medios necesarios pa- 


raoperaciones lógicas y medidas de tienpo, Circuitos de transcripción sencillos combinados en avr 
plias redes reguladoras conducen hacía programas mty sofisticados de desarrollo embrionario. 

En los organistaos eucariotas, la rarnzoripción de cualquier gen está controlada por proteínas 
reguladoras. Parece que cada tipo celular de un organismo essecoriota saperior contiene 11 confien- 
to de proteínas reguladoras que aseguran la expresión de los genes apropiados. Una proteína reg- 
ladora se puede expresar en diferentes circitnstancias y controla genes distintos. 

Las células etcariotas, al contrario que las procariotas, utilizan clertos estados de cornpacta- 
ción de la cromatina, heredables, como mecanismo adicional para regular la expresión génica y 
generar memoria celular. Un caso especialmente destacable es la inactivación de todo el cromosorna 
Xen las hembras de mamijero. La mernlación del DIVA también puede silenciar genes de tna forma 
heredable en eucariotas. Adernás, la metilación del DIVA también se halla en la base de la impronta 
genémica en mamiferos, mediante la cuai la expresión de in gen pasa a depender de sí ha sido he- 
redado de la madre o del padre. 
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En principio, cada uno de los pasos necesarios para el proceso de expresión génica puede ser 
controlado. De hecho, se pueden encontar ejermplos de cada tipo de regulación y muchas 
genes están regulados por varios mecanismos, Como hemos visto, los controles de la inicia- 
ción de la transcripción génica constituyen una forma esencial de regulación de todos los 
genes. Sin embargo pueden actuar otros controles en la vía que va del DNA a la protefna, 
modulando la cantidad de producto génico que se produce y, en algunos casos, determinar 
la secuencia exacta de aminoácidos del producto proteico. Estos controles postranscrip- 
cionales, que actúan después de que la RNA polimerasa se una al promotor e inicie la trans- 
crpción, $on cruciales para muchos genes. . . 

En las siguientes secciones consideraremos las variantes de regulación postranscrip- 
cional en un orden temporal, de acuerdo con la secuencia de procesos con los que una ma- 
lécula de RNA se va exacontrando desde que comienza la teanseripción. (Figunca 7-92). 


La atenuación de la transcripción provoca la finalización prematura 
de algunas moléculas de RNA 


Hace tiempo que se sabe que la expresión de ciertos genes de bacterias está inhibida por la 
finalización premanua de la ranscripción, un fenómeno denominado atenuación de la 
transcripción. En algunos de estos casos, la cadena de RNA naciente adopta una Estructura 
que provoca interacciones con la RNA polimerasa que abortan su transcripción. Cuando se 


requiere el producto génico, ciertas proteínas reguladoras se unen a la cadena de RINA na- - 


ciente, interfieren con la atenuación y perniten así que la transcripción termine. 

La atenuación de la transcripción también actúa en eucariotas. Un ejemplo bien esto- 
diado se produce en el ciclo vital del BW, el virus de la inraanodeficiencia humana, agente 
causante del síndrome de invmunodeficiencia aciquirida o sida. Cuando se ha integrado en el 
gexonoa del huésped, el DNA vírico se transcribe mediante la RNA polimerasa li de la célula 


- (véase Figura 5-71). No obstante, tras la síntesis de transcritos de varios cientos de nucleóti- 


dos, la polimerasa del huésped suele finalizar la transcripción, de forma que no transcribe 


. de forma eficiente todo el genoma vírico, Cuando las condiciones de crecimiento del virus 


son óptimas, una proteína codificada por el vinss denominada Tar evita esta finalización pre- 
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de la expresión génica, La velocidad final de 
sirresis de Una proteína puede, en principio, 
ser controfada por cualquiera de estos pasos. 
La maduración del RNA, la edición del RNA y 
la recodificación de la traducción (descritos 
en el Capítulo 6) pueden alterar también ta 
secuenda de aminoácidos de una proteína, 
y posibilitar que la célula produzca más de 
una variante proteica a pertir del mismo gen. 
Es probable que sólo algunos de los pasos 
descritos sean críticos para la regulación de 
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ratura uniéndose a una estructura específica en lazo del RNA en proceso de síntesis que 
contiene una “hase extrusiva”, Cuando se ha unido a esa estructura específica de RNA (de- 
nominada Tar), Tet une distintas proteínas de la célula que permiten a la RNA polimerasa 
continuar conla transcripción. El papel normal de porlo menos varias de estas proteínas ce- 
luiares es evitar la interrupción y la finalización prematura de la RNA polimerasa cuando 
transcribe genes celulares normales. Los genes eucariotas a menudo contienen intrones lar- 
gos; para transcribir un gen de forma eficaz la RNA polimerasa H no puede permitirse dete- 
nerse en secuencias de mucleátidos que favorecen la interrupción. El HIV ha adaptado un 
mecanismo celular normal para hacer posible el control de la transcripción eficiente de su 
genoma mediante una sola proteína vírica. 


Los interruptores ribosómicos pueden representar 
antiguas formas de control génico 


En el Capítulo 6 se planteó la idea de que, antes de que las células apareciesen en la Tierra, el 
ANA habría almacenado información hereditaria y también habría catalizado reacciones 
químicas, El descubrimiento reciente de los interruptores ribosórmicos demuestra que el RNA 
también puede formar dispositivos de control que reguien la expresión génica. Los inte- 
rruptares ribosómicos son secuencias cortas de RNA que cambian su conformación al unit- 
se a moléculas pequeñas, como metabolitos. Cada interruptor ribosómico reconoce una 
molécula pequeña especifica y el cambio conformecional resultante se utiliza para regular la 
expresión génica. Los interruptores ribosómicos suelen localizarse cerca del extremo 5' de 
los mENA y, mientras el mANA está siendo sintetizado, se doblan bloqueando o permitien- 
de el avance de la RNA polimerasa según la unión de la pequeña molécula reguladora (véa- 
se Figura 7-93). . A 

Los interruptores ribosómicos son especialmente cornunes en las bacterias, en las que 
detectan metabolitos pequeños dentro de la célula y ajustan la expresión génica en concor- 
dancia. Tal vez su característica más destacabíe sea la alta especificidad y la afinidad con la 
que cada uno de ellos reconoce únicamente la molécula pequeña adecuada; en ruuchos ca- 
sos, el RNA lee cada una de las características químicas de la molécula pegueña (Figura 
71-230). Más aún, las afinidades de unión observadas son tan fuertes como las que se pre- 
sentan típicamente entre moléculas pequeñas y proteínas. 

Los interruptores ribosómicos tal vez sean los ejemplos más econérnicos de dispositivo 
de control génico, ya que evitan la necesidad de proteínas reguladoras. En el ejemplo que se 
muestra en la Figura 7-93, el interruptor ribosómico controla la elongación de la transcrip- 
ción, pero también regulan otros pasos de la expresión génica, como veremos raás adelante 


interruptor ribosámico 


y El 


guacina 


eE polimerasa 


genes para la biosintesis 
de purina ¡ACTIVOS (8) 


Figura 7-93 Un interruptor ribosómico que responde a guanina. (A) En este ejer»plo de las bacterias, el 
interruptor rikosómico controla la expresión de los genes biosintéticos de purina. Cuando los niveles de 
guanina en la célula son bajos, una RNA polimerasa de elongación transcribe los genes biosintéticos de 
purina y entonces se expresan las enzimas necesarias para la síntesis de guangna. (8) Cuando la guanina 
es abundante, se une al interruptor ribbosóreico provocando tn cambio de conformación que fuerza a la 
RNA polimerasa a finalizar la transcripción (véase Figura 6-11), (C) La guanina (rojo) unida al interruptor 
ribosómico. Sólo se muestran los nucleótidos que forman el bolsillo de unión a guanina. Existen muchos 
otros interruptores ribosómicos, incluyendo los que reconocen a la S-adenosil metiona, la coenzima B47, 
el flavín monontdeótido, la adenina, ta lisina y ta glicina. (Adaptado de M. Mandal y R.R. Breaker, Nat. Rev. 
Mal. Cell Biol. $:1-63, 2004, con la autorización de Macmillan Publishers Ltd, y CX. Vanderpool y 

$, Gotresman, Mol Microbiol. 541076-1089, 2004, con la autorización de Blackwell Publishing) 
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en este capítulo. Está cíaro que a partir de secuencias cortas de RNÁ se pueden fabricar dis- 
positivos de control génico muy sofisticados. 


La maduración alternativa del RNA puede producir 
diferentes formas de proteína a partir de un mismo gen 


Tal como se ha descrito en el Capítulo 6, el proceso de maduración del RNA por corte y em 
palroe (splicing) recorta los trenseditos de muchos genes eucariotas y elimina las secuencias 
intrónicas del precursor del RNA. Se ladicó también que una célula puede madurar a 
ENA de diferentes formas, de modo que a partía de un miso gen se pueden obriener poti- 
péptidos finales diferentes según un proceso que se denomina maduración alternabibra 
por corte y empalme del RNA (véase Figura 6-27 y Figura 7-94). Una proporción sustancial 
de los genes de los animales (se estima que un 40% en moscas y taa 79% en humanos) pro- 
ducen varias proteínas de esta manera. 

Cuando exdsten diferentes posibilidades de maduración en varias posiciones del trans- 
erito, a partir de un solo gen se pueden producir docenas de proteínas diferentes. En un caso 
extremo, a partir de un sole gen de Drosophila se pueden producir hasta 38.000 proteinas 
distintas mediante maduración alternativa (Flguza 7-48), aunque experimentalmente por 
ahora sólo se han podido observar elgunas de estas formas proteicas. Considerando que en 
el genoma de Drosophila se han identificado alrededor de 14.000 genes, es evidente que la 
complejidad de un organismo puede estar muy por encina del número de genes que pre- 
senta, Este ejemplo llustra el riesgo de igualar el número de genes a la complejidad de un or- 
ganismo. Por ejemplo, la maderación alternativa es relativamente inusual en las células de 
levadura pero muy común en las moscas, La levadura conúene unos 6200 genes, de los cua- 
les sólo unos 300 son objeto de maduración par corte y empalme, y la naeyoría de ellos só- 
lo tienen un intrón. Afirmar que la mosca sólo tiene 2 0 3 veces más genes que la levadura 
subestima en gran medida la diferencia de complejidad entre ambos genoraas. 

En algunos casos, la maduración alternativa del RNA ocurre porque existe una ambi- 
gúedad de intrón: el mecanismo estándar del espliceosoma que elimina los intrones (descri- 
to en el Capítulo 6) es incapaz de distinguir claramente entre dos o más apareamientos 
alternativos de puntos de maduración 5' y 3), de tal modo que en ocasiones diferentes se to- 
man decisiones diferentes de forma fortuita, Cuando ocure este fenórneno de maduración 
alternativa constítutiva, se producen varjas versiones de proteína codificada por el gen en 
todas las células en las que éste se expresa. 
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Figura 7-94 Cuatro patrones de 
maduración alternativa de RNA, 

En cada caso madura una sola de las dos 
formas alternativas del transcrito de RNA, 
produciendo dos mAÑA distintos (1 y 2). 
Los recuadros de color azul oscuro indican 
secuencias exónicas que se presentan en 
arnbos mANA. Los recuadros de color azul 
dara indican secuencias exánicas que sólo 
se presentan en no de los máNA. Los 
reculaciros están unidos por líneas rojas para 
indicar dónde se eliminan las secuencias 
latrónicas lamarillas). (Adaptado con la 
autorización de A, Andrendis, ME. Gallego 
y B. Nadal-Ginard, Ani. Rev. Cell Biol, 3207 - 
242, 1987. Conta autorización de Agrual 
Reviews, k 
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Figura 2-95 Maduración alternativa de transcritos de £NA en el gen Dscarn de DOrosopkhila. Las proteínas OSCAM s0n receptores guía de sxones que 
contribuyen a dirigir el crecimiento de los conos hacia ses dianas cortespondientes durante el desarrollo del sisterna nerdoso, Eb roRNA final contiene 

24 exones, cuatro de los cuales, indicados como (A, 2, E y O), están presentes en el gen Oscam como alineaciones de exones altemativos. Cada exón contiene 
3 de entre 12 alternativas para el exón A rojo), 1 de entre 48 alternativas para el exón B (verde), 1 de entre 33 alternativas para el exón € laz!) y t de entre 

2 alternativas para el exón D tamarill). Si se utilizan todas las combinaciones de maduración posibles, se pueden generar 38.016 proteínas distintas a partir 
det gen Dscarn. Esta figura muestra Ónicamenteruno de los muchos patrones posibles de maduración (indicado mediante la nea roja y el mANA maduro de 
debajo). Cada variante de la protelna DSCAM se plegaría dando lugar aproximadamente a una misena esteyctura [una serie de dominios extracelulares del 
tipo de las inmunaglchulinas unidos a una tegión intermemnbrana (véase Figura 25-74)], pero la secuencia de aminoácidos variaría según el patrón de .. 
maduración, Sé sospecha que esta diversidad de receptores contribuye a la formación de un circuito neuronal complejo, pero las propiedades y funciones 
precisas de las muchas variantes de DSCAM todavía no están bien esteblecidas. (Adaptado de D,L Black, Cell 103: 367-370, 2000, Con la autorización de 


Elsevier.) 
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Sin embargo, en muchos casos la maduración alternativa del RNA no es constitutiva si- 
no que está regulada, En los casos más sencillos, la maduración alternativa permite pasar 
de sintetizar proteínas no funcionales a proteínas Funcionales. Por ejemplo, la transposasa 
que cataliza la transposición del elernento P de Drosophila se produce en una forma hancio- 
nel en células germinales y envuna forma no funcional en células somáticas de la mosea, per- 
mitiendo al elemento P extenderse por el genoma de la mosca sín causar daños en las 
células somáticas (véase Figura 5-69). La diferencia en la actividad del elemento transponi- 
ble viene provocada por una secuencia intrónica del RINA de la transposasa que sólo se eli. 
mina enla células germinales. 

Aparte de podex dar lugar a una proteína no funcional en lugar de una proteína funcional, 
Ja reguiación del procesarniento del RNA puede generar distintas versiones de una proteína en 
neas celulares distintas, de acuerdo con las necesidades de la célula, Por ejemplo, en distintos 
tipos de células se producen formas especiales de tropomiosina (véase Figura 6-27). Mediante 
este mecanismo se producen rauchas otras formas de proteínas específicas de tipo celular. 

La madursción del RNA se puede regular tanto de forma cegativa, mediante una molé- 
cula reguladora que evita que la maguinaria de maduración acceda a una secuencia de ma- 
duración determinada en el RNA, como positiva, mediante una proteína reguladora que 
dirige la maquinaria de maduración hacia una secuencia de procesamiento que de otra for- 
ma quedaría oculta Ofiguwra 7-96). 

Debido a la plasticidad del procesamiento del RNA, el blogueo de un lugar “fuerte” de 
procesamiento expone a menudo un lugar “débil” y da lugar a un patrón distinto de proce- 


samiento. De forma parecida, la acuvación de un lugar de procesamiento subóptmo de hu- . 


gar a un procesamiento alternativo mediante la supresión de un lugar de procesamiento 
alternativo, Así, el procesarciento de ma molécula de pre-raRNA puede conternplarse Como 
tn equilibrio delicado entre lugares de procesamiento que compiten entre sí, equilibrio que 
fáciimente puede ser afectado por proteínas reguladoras, 


La definición de gen ha tenido que ser modificada debido 
al descubrimiento de la maduración alternativa del RNA 


El descubrmiento de que por lo general los genes eucariotas contienen intrones y de que 
sus secuencias codificantes se pueden unir de varias formas, ha planteado nuevas cuestio- 
nes sobre la definición de lo que es un gen. El gen fue definido por primera vez en términos 
moleculares a principios de la década de 1940, a partir del trabajo sobre genética bioquimi- 


ca del hongo Neurospora. Hasta entonces, un gen había sido definido operacionalmente co- : 


mo una región del genoma que se segrega durante la mejlosis como una unidad individual y 
que da lugar a un rasgo defínible en términos fenotípicos, tal come ojos rojos o blancos en 
Drosophila o semillas lisas o rugosas en los guisantes. Los trabajos en Neurospora mostraron 
que la mayoría de los genes corresponden a una región del genorra que dirige la síntesis de 
una sola enzima. Estos resultados permitían enunciar la hipótesis de que ua gen codifica 
una cadena polipeptídica. La bápótesis resuktó ser extrernadamente provechosa para la in- 
vestigación posterior; a medida que se descubrieron más detalles sobre los mecanismos de 
la expresión génica, durante la década de 1960, se identificó un gen como una porción de 


Figura 7-96 Contro) negativo y positivo de 
la reraduración alternativa del RIMA. (A) En el 
control negativa, una proteína represora se 
une a urctransarito de presraRNA y bloquea el 
acceso de la maquinaría de maduración a 
una unión de ayuste, Normalmente esta 
implica utilizar un sítio de ayuste críptico y 
producir un patrón de maduración alterado - 
(00 se muestral. (8) En el control positivo, la 
maguinaría de rmaduración es Incapaz de 
eliminar una secuencia inteónica particular 


- deforma eficiente sín ayuda de ninguna 


proteína activadora. A menudo estos 
activadores se denominar: como 
potenciadores de maduración porque las 
secuencias nucleotídicas a las que se unen 
pueden estar localizadas e muchos pares de 
bases de la unión de ayuste que controlar. 


3 


A a 


CONTROLES POSTRANSCRIPCIONALES 


DMA que es transcrito a RNA y que codifica una sola cadena polipeptídica (o un solo RNA es- 
tractural, como moléculas de HINA o de RNA). El descubrimiento de los genes partidos y los 
intrones, a fínales de la década de 1970, se pudo acomodar sin dificultades en la definición 
original de gen a condición de que se considerara que una cadena polipeptídica estuviera es- 
pecíficada por el RNA transcrito a partir de alguna secuencia de DNA. Sin embargo, abora es- 
tá claro que muchas secuencias de DNA de las cébulas de los eucariotas superiores pueden 
producir un conjunto de proteínas distintas (aunque relacionadas) mediante la maduración 
alternativa del RNA. Entonces, ¿cómo se ene que definir un gen? 

En los casos relativamente raros en los que una sola unidad de transcripción produce 
dos proteínas eucariotas muy diferentes, se considera que las dos proteínas están codifica- 
das por genes distintos que se solapan en el cromosorna. Sin embargo, el considerar que la 
mayoría de las variantes proteicas producidas por maduración ekernativa del RNA derivan 
de genes solapados parece complicar la cuestión de forma innecesaria. Una alternativa más 
razonable es la de modificar la definición original de gen y considerar como un gen a cual- 
quier secuencia de DINA. que es transcrita cornao una sola unidad y que codifica un conjunto 
de cadenas polipeptídicas relacionadas (isoformias proteicas). Esta definición de gen tam- 
bién comprende a aquellas secuencias de DNA que codifican variantes producidas por 
procesos postranscripcionales diferentes a la meduración alternativa de RNA, como el des- 
plazamiento de pauta de la traducción (véase Figura 6-78), la adición regulada de poli-A y la 
edición del KNA (que describiremos más adelante). 


La determinación del sexo en Drosophila depende de una serie 
de procesos de maduración alternativa regulada del RNA 


Veamos a continuación uno de los ejemplos más claros de regulación de la maduración del 
DNA. En Drosopkila la señal prumnaria que determina si la mosca se desarrollará como ma- 
cho o como hernbra es la relación entre el número de cromesomas X 00) y el número de au- 
tosomas (4), Individuos con una relación X/A de 1 (normalmente dos cromosomas X y dos 
series de autosomas) se desarrollan como hembras, mientras que los que presentan una re- 
lación de 0,5 (normalmente un cromosoma X y dos series de autosomas) se desarrollan corno 
inachos, Esta relación parece determinarse de algún modo durante las primeras fases del de- 
sarrollo y desde entonces es recordada por cada célula. Tres productos génicos cruciales están 
implicados en la transmisión de la información sobre esta relación a neuchos otros geses que 
especificarán los rasgos propios de machos y hembras (Figera 7-97. En la Figura 7-98 se in- 
dica que la determinación del sexo en Drosophila depende de una cascada de fenómenos de 
maduración regulada del RNA, que implican de un modo u otro estos tres produetos génicos. 

Pese a que la determinación del sexo en Drosophila aporta uno de los ejemplos mejor 
conocidos de una cascada de regulación basada en la maduración del RNA, no está claro por 
qué la mosca utiliza esta estrategia, Otros organismos fp. ej. los nematodos) utilizan un sis- 
terna completamente diferente para la determinación del sexo -basado en controles trans- 
cripcionales y traduccionales, Además, la vía de determinación de macho en Drosophila 
Tequíere que se produzcan comtinuamente una see de mojécules de RNA no funcionales, lo 
que parece un gasto innecesario. Se especula que esta cascada de maduración del RNA, co- 
mo los intermuptores ribosémicos que hemos descrito, representa una antigua estrategia de 
control procedente de una etapa evolutiva en la que el RNA era la molécula biológica predo- 
minante, por lo que los controles de la expresión génica tenían que basarse completamente 
en interacciones RNA-RINA. 


Un cambio en el punto de rotura del transcrito de RNA 
y la adición de poli-A puede cambiar el extremo Ñ 
carboxilo terminal de una proteína 


En el Capítulo € se describió que el extremo 3' de una molécula de mRNA no depende de la 
fivalización de la síntesis de RNA por la RNA polimerasa, sino que está determinado por una 
reacción de rotura del RNA que está catalizada por otros factores mientras el transcrito se es- 


tá alargando (véase Figura 6-37). Una célula puede controlar este lugar de corte de modo 


que cambie el extremo C-terminal de la proteína resultante. — 
Un ejemplo bien estudiado de este típo es el que media el cambio en la síntesis de mo- 
léculas de anticuerpo serretadas unidas a la membrana, durante el desarrollo de los linfoej- 


481 


cromosoma X. 
ónjunto de autosomas 


' 


ón 


ESPERA AE 


[Products aóha 


mosca macho o hembra 


Figura 7-97 Determinación del sexo en 
Drosophila. Los productos génicos que se 
muestran actúen siguiendo una cascada 
secuencial que determina el sexo de una 
mosca, de acuerdo con la relación 


cromosomas conjunto de autosomas (X/A).' 


Los genes se denorninan Sex-lethal (Sxíz, 


Transformer ra) y Doublesex (Dsx) debido 


alos fenotipos que resultan cuando son 


- inactivados por mutación, La función de 


estos productos génicos es trensmitirla . 
información acerca de la relación X/A a 
seuchos otros genes que dan lugar a los 
fenotipos relacionados con el sexo. Estos 
otros genes actúan como dos juegos 
alternativos: los que especifican rasgos - 
de hembra y los que especifican rasgos 
de macho (véase Figura 7-98). ¿ 
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' te de sorpresas. Un ejemplo de ello es el fenómeno de edición 
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tos B (véase Figuera 25-17). Muy pronto durante la vida de una célula B, el anticuerpo que 
produce dicha célula se ancla a la mernbrana plasmática y actúa como receptor del antíge- 
o. La estimulación por el antígeno hace que estas células se rmultipliquean y empiecen a sée- 


_cretar sú anticuerpo. La forma secretada del anticuerpo es idéntica a la forma unida a la 


membrana, excépto en su extremo C-terminal. En este extremo, la proteína tiene, en el caso 
de la forma unida a la membrana, una larga cadena de aminoácidos hidrofóbicos que atra» 
viesa la bicapa Epídica de la membrana, mientras que en el caso de la forma secretada pre- 
senta una cadena mucho más corta de arninoácidos hidroííficos. Porlo tanto, el carabio de la 
forma unida a la membrana a la forma secretada requiere una secuencia diferente de nu- 
cleótidos en el extremo 3' del mANA; esta diferencia se consigue a través del cambio en la 
longitud del transcrito primario de RNA causado por un cambio en el lugar de corte del RNA, 
como se describe en la Figura 7-99. Este cambio se produce debido a un aumento en la con- 
centración de una subunidad de CstE la proteína que sewne a la secuencia de corte y adición 
de polizA trica en G/U) y que favorece el corte del RNA (véase Figuras 6-37 y 6-38). El primer 


lugar de corte y adición de poli-A que encuentra una RNA polimerasa, que esté wanscri- 
biendo el gen del anticuerpo, es subóptimo y normalmente es ignorado en linfocitos B no . 


estimulados, lo cual da lugar al transcrito de RNA largo. Cuando un linfocito B se activa pa- 
ra producir anticuerpos, incrementa su concentración de CstF; como consecuencia, el cor- 

te se produce en el lugar subóptimo y se origina el transcrito más corto. De esta forma, un 
cambio en la concentración de los factores generales de procesamiento del RNA. puede tener 
un efecto drástico sobre la expresión de un gen determinado. 


La edición del RNA puede cambiar el sentido del mensaje del RNA 


Los mecanismos moleculares utilizados por las células han constituido una continua fuen.- 
del RNA, que altera la se- 
cuencia nucleotídica de los transcritos de RNA después de que hayan sido sintetizados, de 


Figura 7-38 Cascada de cambios en la 
expresión génica que determinan el sexo 
de una mosca mediante maduración 
ahternativa del RNA. Una relación entre 
cromosomas X y conjunto de autosormas 
de 0,5 produce el daesarrallo de un macho. 
Sez macho es la vía por “defecto” en la que 
se trenseriben los dos genes 5 y Tra, pero 
sus RNA son procesados constitutivamernte 
produciendo sólo moléculas de RNA no 
funcionales, y el transcrito Dsxmadura 


. produciendo una proteína que inactiva los 


genes que especifican los rasgos de hembra. 
Una relación X/A de 1, dispara la vía de 
diferenciación del ernbrión y activa 
temporalmente Un promator en el gen Sl 
que provoca la sintesis de una clase especial 
de transcritos Sxf que son procesados de 
forma constitutiva dando tugara la proteína 
Sxi funcional. 5x1 es una proteína teguladora 
de la maduración, con dos lugares de acción: 
(1) se une a un transcrito de ANA Sxd que se 
produce constitutivamente, y genera una 
maduración específica de hembra que 
contribuye a la producción continua de una 
proteína Si funcional, y (2) se une al BNA 
de Tra que se produce de forma intrínseca . 
y genera una maduración alternativa 

del transcrito, de forma que se obtiene una 
proteína reguladora Tra activa, La proteína 
Tra actúa con la proteína constitutiva Tra2 
produciendo la forma de maduración del 
transcrito Dsx específico de hembra; este 
transcrito codifica una forma fernenina de la 
proteína Dsx, que inactiva específicamente 
los rasgos masculinos. 

Los diversos componentes de esta vía se 
identificaron inicialmente a través del estudio 
de mutantes de Drosophila que tenían 
alterado su desarrollo sexual, Par ejemplo, el 
gen Dsx obtuvo su nombre (Dottblesex, sexo 
doble) de la observación de que las moscas 
que carecen de este producto génico 
expresan rasgos tanto masculinos como . 
femeninos. Obsérvese que esta vía incluye 
tanto control negativa coma control positivo 
de la maduración (véase Figura 7-98), Sx4 
se une auna región de nucleótidos rica en 
pirimidinas que es parte de la secuencia 
consenso estándar y bloquea el acceso del 
factor normal de maduración U2AF 
(véase Figura 6-29). Tra se Une a secuencias 
específicas de RNA de un exón y con Traz 
activa una señal de maduración ustalmente 
subóptima mediante la unión de U2AR 
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manera que carabia el mensaje que codifican. La forraa más extrema de edición del RNA se 
descubrió en ranscritos de RNA que codifican proteínas de la mitocondria de tripanoso- 
mas, En este caso, se insertan to, menos frecuenternente, se eliminan) uno o más nucleótl- 
dos U de regiones especificas de un transcrito, alterando tanto la pauta de lectura original 
como la secuencia, cambiando así el significado del mensaje. En el caso de algunos genes, la 
edición es tan extensa que más de la mitad de la secuencia son nucleótidos U que se han in- 
sertado durante el proceso de edición, Un conjunto de pequeñas moléculas de RNA de 40 a 
B0 nucleótidos de longitud que se transcriben por separado contiene la información que es- 
pecifica cómo se ba de editar exactamente el transcrito inicial de RNA, Los denominados 
ANA guía tienen un extremo 5' cuya secuencia es complementaria a la de un extremo de la 
región del transcrito que 'se ha de editar, seguido por una secuencia que especifica el con- 
junto de nucleótidos que se han de insertar en el transcrito (Figura 7-100). ¿Ei mecanismo de 
edición es sorprendenteménte complejo: en cada posición editada, el ENA. se rompe, los nu- 
cleótidos Use añaden al extremo 3' roto y el RINA se vuelve aunir. o. 

En marníferos se da una edición del RNA más refirmada. Se producen dos tipos principa- 
les de edición del RNA, la desaminación de la adenina que produce inosina (edición de Aa D) 
y la desaminación de citosina que genera uracilo fedición de C a U; véase Figura 5-50). Estas 
modificaciones alteran.las propiedades de apareamiento de las bases (se aparea con Cy U 
con A), de modo que pueden tener efectos marcados en el significado del RNA. Si la edición 
se da en la región codificante, puede cambiar la secuencia de aminoácidos de la proteína o 
producir una proteína truncada. La edición que se da fuera de la secuencia codificadora 
puede afectar al patrón de maduración del pre-MANA, al transporte del mANA del núcleo al 
citosal o ala eficiencia con la que se traduce el RNA. 

El proceso de edición de Á a | es especialmente común en humanos, donde se estima 
que afecta unos 1000 genes. Enzimas proteicas denominadas ADAR (adenosine deaminases 
acting on RINA; adenosina desarinasas que actían sobre el HINA) realizan este úpo de edi- 
ción; estas enzimas reconocen la estructura de doble cadena de RNA que se forma por era- 
parejeriento de bases entre el lugar que será editado y una secuencia complementaria 
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Flgura 7-99 La regulación del punto de 
corte del RNA y la adición de poti-A 
determiran si ina molécula de anticuerpo 
será secretada o permanecerá tinida a la 
membrana. En los linfocitos B que no están 
estimutados (izquierda) se produce un largo 
transcrito de ANA; la secuencia intrónica que 
se halla cerca de su extremo 3'es eliminada 
por maduración del RNA dando lugar a 

una molécula de mANA que codifica una 
mulécula de anticuerpo que se uniráa la * 
meribrana. Par el contrario, después de la 
estimulación por el antígeno (derecha) el 
transcrito primario de RNA es cortado par 
delante del lugar de maduración, frente a la 
secuencia del último exón. Como resultado 
de ello, una parte de la secuencia del intrón 
que es eliminada del transcrito largo 
permanece como tina secuencia codificante 
enel transcrito corto. Éstas son las secuencias 
que codifican la porción hidrofílica del 
extremo Cterminal de la molécula de 
anticuerpo secretada. 
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situada en otra localización dentro de la misma molécula de RNA, por lo general en un in- 
trón en 3" (Figura 7-101), Estas secuencias consplernentarias especifican sí el mRNA debe 
editarse y, en ese caso, dónde debe hacerse la edición. Un ejernplo especialmente importan- 
te de edición de A al se produce en el mANA que codifica un canal iónico de transmisión de 
señal en el cerebro. Una simple edición cambia una glutamina a arginina, el arnmincácido 
afectado se halla en la pared interna del canal y el cambio debido a la edición modifica la 
permeabilidad del canal para el Ca?*. La importancia de esta edición se ha demostrado en el 
retón mediante la eliminación del gen ADAR relacionado. El ratón mutante es propenso a 
manifestar crisis epilépticas y muere durante el destete o justo después. Si se muta el gen del 
canal iónico para que sin mediación dé lugar a la forma editada de la proteína, los ratones 


* sin ADAR se desarrollan normalmente, lo cual indica que la edición del RNA para el canal ió- 


nico es crucial para un desarrollo normal del cerebro, 

La edición de C a U, realizada por otro conjunto de enzimas, también es crucial en ma- 
rmiferos. Por ejemplo, en ciertas células del Íntestino, el mENA de la apolipoproteína B sufre 
una edición de C a Ú que genera un codón de terminación prematuro y, por lo tanto, produ- 
ce una forma más corta de la proteína. En las células hepáticas, la eozima de edición no se 
expresa y se produce la apolipoproteína B entera. Las dos isoformas de la proteína tienen 
distintas propiedades y cada una desempeña un papel especializado en el metabolismo li- 
pídico que es específico del órgano que la produce. 


El porqué existe la edición del RNA todavía constituye un misterio. Una posibilidad es, 


que pudo aparecer en la evolución corrigiendo “errores” del genoma. Otra posibilidad es que 
apareciera como un mecanismo para que la célula produjera protefnas sutilmente diferen- 
tes a partir de un mismo gen. Una tercera posibilidad es que la edición del RNA evolucionó 
en un principio como un mecanismo de defensa contra retrovirus y retrotransposones y que 
más tarde fue adaptado porla célula para cambiar el significado de determinados mRNA. De 
hecha, la edición del RNA todavía tiene papeles importantes en la defensa celular. Algunos 
retvovirus, incluyendo el HIV (véase Figura 5-71), son editados después de infectar la célula. 
Esta hiperedición genera muchas mutaciones perjudiciales para el genoma de RNA vírico y 
también provoca que los mANA víricos queden retenidos en el múcieo, donde son degrada- 
dos. Aunque algunos rewovirus modernos se protegen de este mecanismo de defensa, es 
probable que facilite el conrrol de muchos virus. 

Los primates tienen los niveles de edición de Aa [rmucho más elevados que otros mamí- 
feros y la mayor parte de esta edición se da en moléculas de RNA que se transcriben a partir de 
los elementos Alu, que son muy abundantes. Se ha propuesto que la edición de A a 1 ha evita- 
do, mediante la inactivación de los transcritos de RNA que necesitan para proliferar, que estos 


Figura 7-100 Edición del RNA enla 
mitocondría de los tripanosornas. 
Generalmente la edición se inicia cerca del 
externo 3 y progresa hacía el extremo $ del 
transcrito de RÍA, como se muestra, debido a 
que la “secuencia de anclaje en el extremo $ 
de muchos RNA guía sólo puede aparearse 
con las secuencias editadas. Una encima 
especiolizada denominada uridil transferasa 
añade los nucleótidos UL 
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Figura 7-101 Mecanismos de edición de 
Aalten los RNA de mamifero. Secuencias 
de RNA presentes en la propia molécula de 
RNA indican la posición de cada edición, 
Mormalmente, una secuencia que 
compiernenta la posición a editar se 
encuentra presente en un intróny la 
estructura de RNA de doble cadena 
resultante atrae a la enzima de edición de 
Aaidenominada ADAR. Este tipo de edición 
tiene hugar en el núcleo, antes de que el 
pre-mRNA se procese por completo. Tanto los 
ratones corno fos humanos presentan tres 
enzimas ADAR: ADR?, que es necesaria en el 
hígado para un desarrollo correcto de los 
eritrocitos, ADRZ, que es necesaria para el 
correcto desarrollo del cerebro (como se 
describe en el texto), y ADRAS cuya función 

es incierta. - 
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elementos móviles invadan completamente el genorna (véase Figura 5-74) y haya tenido, por 
lo tanto, un irapacte decisivo enla conformación de nuestro genoma. 


El transporte de RNA desde el núcleo puede estar regulado 


Se ha estimado que en mamiferos sólo abandona el núcleo celular aproximadamente una 
velnteava parte de la masa total del RNA fabricado. En el Capítulo 6, se describió que en ma- 
máteros la mayoría de las moléculas de RMA sufren un extenso procesamiento y que los frag- 
mentos de RNA “sobrantes” (intrones eliminados y secuencias de RNA 3” respecto al lugar de 
cortefpoli-A) se degradan en el núcleo. El HINA procesada de forma incompleta y dañado se 
degrada también como parte del sistema de control de calidad de la producción de RNA. 

Como se describe en el Capítulo 6, la exportación de moléculas de RNA desde el núcleo 
se retarda hasta que el procesamiento se ha completado, Sin embargo algunos mecanismos 
ignoran este punto de control para regular la expresión génica, Esta estrategia constituye la 
base de wo de los ejemplos mejor conocidos de regulación del transporte desde el núcleo 
de un mENA, que se produce en el vicus humano responsable del sida, el HI 

Como se analizó en el Capítulo 5, cuando el HEV ha entrado en la cétula dirige la forma- 
ción de una copia de su genoma en forrna de DINA de doble cadena, que se inserta en el ge- 
noma del huésped (véase Figuxa 5-71). Una vez insertado, el DINA vírico se transcribe en 
forma de una larga molécula de RINA gracias a la RNA polimerasa II de la célula huésped. Es- 
te transcrito se procesa mediante distintas formas de corte y empalme dando lugara alrede- 
dor de 30 especies distintas de mANA, las cuales a su vez son traducidas a distintas proteínas 
(Pigora 7-102), Para generarla progenie del virus, los transcritos víricos —enteros, sin proce- 
sar- han de ser exportados desde el mícleo al citosol, donde serán empaquetados en las cáp- 
sides víricas y constituirán el genorna vírico (véase Figura 5-71), Estos transcritos largos, así 
como los mRNA. del HIV que sufren procesamiento alternativo y que el virus necesita para 
desplazarse hacia el citoplasma para la sintesis de proteínas, todavía contienen Íntrones en- 
teros. Por tanto, la actividad normal de la célula huésped de bloqueo de la exportación de los 
RNA no procesados representa un problema para el virus HIV. 

El blogueo se resuelve de forma ingeniosa. El virus codifica una proteína (denominada 
Rev) que se une a una secuencia especifica de RNA (denominada elemento de respuesta a 
Rev; RRE; Rev responsive elernene) situada en wn intrón virico. La proteína Rev interacciona 
con el receptor de exportación nuclear lexportina 1), el cual dirige el desplazamiento de los 
RIVA víticos a través de los poros mucleares hacia el citosol pese a las secuencias intrónicas, 
En el Capítulo 12 se describe cómo funcionan los receptores de exportación. 

La regulación de la exportación desde el núcleo por parte de Rev tiene importantes con- 
secuencias para el crecimiento y la patogénesis del HIV. Adernás de asegtuar la exportación 
desde el núcleo de determinados RENA no procesados, divide la infección vírica en una fase 
temprana (en la que Rev se traduce a partir de RNA corapletamente procesado y en la que 
todos los RNA víricos que mantienen un intrón son retenidos en el núcleo y son degradados) 
y una fase tardía (en la que los RNA no procesados se exportan gracias a la acción de Rev). 
Esta programación en el tienpo le permite al iras replicarse dando lugar a los productos 
génicos en el orden en que los necesita. (Eigura 7-103). Puede que la regulación por parte de 
Rev también ayude al virus HIV en la latencia, una situación en la que el genoma de HIV se ha 
integrado en el genoma de la célula huésped pero la producción de proteínas víricas se 
halla interrumpida temporalmente. Si, tras la entrada inicial en la célula huésped, las condi- 
ciones son desfavorables para la transcripción y replicación vírica, Rev se sintetiza a niveles 
que son demasiado bajos para hacer posible la exportación del RNA no procesado. Esta si- 
tuación estabiliza el ciclo de crecimiento del virus hasta que las condiciones mejoran, los ni- 
veles de Rey aumentan y el virus entra en el ciclo de replicación. 
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Figura 7--102 El genoma compacto del HiV, 
el virus humano del sida, La posición de los 
nueve genes del HIV se muestra en verde. 

La nea roja doble indica una copia de DNA 
del genoma vífico que se ha integrado en el 
DMA huésped (gris). Nótese que las regiones 
codificantes de muchos genes se superponen 
y que los de Tat y Rev están interrumpidos 
por intrones, La línea azul enla parte beja de 
la figura representa el transerito pre-mANÑA 
del DNA vírico y muestra las localizaciones 
de todos los sitios posibles de maduración 
(Hechos). Existen muchas vías alternativas de 
maduración del transcrito vírico, por ejennplo 
los MANA de Env retienen el intrón que ha 
sido eliminado en la maduración de los 
mMRNA de Tat y Rev. El elemento de respuesta 
a Rev (RRE) está indicado por un circulo azul. 
Es una larga secuencia de RNA de 234 
nudedótidos que se pliega formando una 
estructura definida; Rev recanoce un lazo 
particular dentro de esta gran estructura, 

El gen Gag codifica una proteína que se 
corta dando lugar a varias protelnas más 
pequeñas que forman la cápside del virus, 

El gen Pol codifica una proteína que se corta 
dando lugar a la transcriptasa reversa (que 
transcribe el RNA a DNA) así coma ata 
integrasa implicada en la integración del 
genoma vírico (en forma de DNA de doble 
cadena) en el genoma del huésped. Pol se 
produce por un desplazamiento de la pauta 
de lectura en la traducción que se inicia en 
Gag bifase Figura 6-78). El gen Env cadifica 
proteínas de la cubierta (véase Figura 5-71). 
Tar, Rev, Vif, Vpr, Vpa y Nef son pequeñas 
proteínas cop fonciones varladas. Por 
ejemplo, Rev reguía le exportación desde 

el núcleo (véase Figura 7-103) y Tat regula 

fa elongación de la transcripción a lo largo 
del genoma vírico integrado (véase p. 478), 
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(A) principios de la síntesis del HIV 
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Algunos mENA se localizan en regiones concretas del citoplasma 


Por lo general, cuando una molécula de mRNA-eucariota sintetizada ha atravesado.el poro 
nuclear y entra en el citosel, interacciona con las ribosornas y se traduce a una cadena poli- 
peptídica [véase Figura 6-40). Cuando la primera ronda de traducción supera el test de la 
degradación mediada por moléculas de mENA sin sentido (vésse Figura 5-80), el mANA sue- 
le reducirse de manera fidedigna. Si el mRiNA codifica una proteína destinada a ser secreta- 
da o que se expresa en la superficie celular, una sola señal localizada en el extremo amino 
terminal de la proteína lo dirigirá al retículo endoplasmático (ER); algunos componentes de 
la maquinaria de direccionamiento celular de proteínas reconocen esta señal en cuanto 
emerge del ribosoma y dirigen al ER el conjunto del complejo formado por ribosorna, mBÑNA 
y proteína naciente. donde se produce la síntesis del resto de la cadena polipeptídica (como 
se describe en el Capítulo 12). En otros casos, los ribosomas libres del citosol sintetizan toda 
la proteína y son las señales de la cadena polipeptídica completa las que pueden dirigir a la 
proteína a su lugar de destino en la célula. 

Algunos mRNA son dirigidos como tales a lugares específicos dentro de la célula antes de 
que se inicie su traducción eficiente; este fenómeno permite a la célula situar sus mRNA cerca 
del lugar donde se necesita la proteína codificada. Esta estrategia proporciona a la célula mu- 
chas ventajas. Por ejemplo, permite establecer asimetrías en el cltosol de la célula, un paso cla- 
ve para muchos estadios del desarrollo. Tanto la localización del mRNA corno el control de la 
traducción, permite a la célula regular la expresión génica en distintas zonas celulares de forma 
independiente, Esta característica es especialmente importante en células grandes y muy po- 
larizadas como las neuronas, en las que los conos de crecimiento deben responder a las seña- 
les sii esperar la participación del núcleo, situado muy lejos. La localización del RNA se ha 
observado en muchos organismos, incluyendo hongos unicelulares, plantas y anímales, y es 
probable que sea un mecanismo para concentrar una producción elevada de proteínas. 

Se han descubierto varios mecanismos distintos que permiten la localización.de mAINA 


(Figura 7-104), pero todos ellos requieren señales específicas en el propio mRNA Estas se- 


Figura 7-102 Regulación por la proteína HWY 


Rev de la exportación desde el núcleo. En 
fases tempranas de la infección por HPV (A), 
sólo los RNA procesados por completo fque 
contienen las secuencias codificantes de Rey, 
Tat y Nef) son exportados desde el núcleo y 
son taducidos. Óuvando se ha acumulado 
bastante proteína Rev y se transporta al 
múcieo (8), los RNA víricos no procesados 
pueden ser exportados desde el núcieo. 


Muchos de estos RNA se traducen a proteína O. 


y transcritos de longitud completa son 


empaquetados formando nuevas partículas 


viricas. 
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transporte dirigido difusión y atrapamiento 
en el citoesqueleto atestorios combinación con protección 
local por atrapiariento 


fales se concentran en su región 3' no traducida (UTR: untranslated region) ma región que 
se exdernde desde el codán de terminación que finaliza la síntesis de proteina hasta el inicio 
de la cola de poli-A (Figura 7-108). Esta localización del MBA suele estar relacionada con 
los caritzoles de traducción asegurando que el mENÁ se mantiene inactivo hasta que es 
transportado a su lugar. 

Hi huevo de Drosophila reuestra un ejemplo destacado de localización del mRNA, El 
mENA que codifica la proteína reguladora bicotd se localiza en el extrerno anterior del hue- 
vo en desarrollo mediante su unión al ciroesqueleto, Cuando la fecundación desencadena la 
traducción de este ra RNA, genera un gradiente de proteína bicoid que tiene un papel clave 
en el desarrollo de la parte anterior del embrión (mostrado en la Figura 7-53 y descrito con 
más detalle en el Capítulo 22). Muchos mEBNA de células somáticas también se localizan de 
forzaa similar. Por ejernplo, en dos Ebrablastos de manufero, el ANA que codifica la actina 
se localiza en el córtex celular rico en flzmentos de actina mediante la señal 3 UTR 

En el Capítulo 6 se explicó que las moléculas de miNA salen del núcleo cargando cop 
numerosas marcas en forma de modificaciones del RNA Úa caperuza 5 y la cola 3' poli-A) y 
de proteínas de unión fp. ej. complejos de la unión exónica) que signifcan el cumplimiento 
cen éxito de los distintos pasos en el procesamiento del preaRNA, Tal y como describimos, 
podemos imaginar que el 3' UTR de un mRNA representa un “código de dirección” que diri- 
ge al MENA a distintos lugares en la célula, A continuación veremos que los mENA conte- 
nen información que establece su vida medía en el citosol, así como la eficiencia con la que 
se traducirán a proteína. En sentida araplio, las regiones no traducidas de los mBNA de or- 
ganismos eucariotas se parecen a las regiones de control de la transcripción en los genes: su 
secuencia de nucleótidos contiene información que especifica la forraa en la que va a ser 
utilizado el mANA, y las proteínas interpretan dicka información tniéndose a esas secuen- 


cias. Así, adernás de especificar la secuencia de aminoácidos de las proteínas, las moléculas. 


de RNA contienen una gran cantidad de información adicional de distinto tipo. . --. 


Las regiones 5' y 3' no traducidas de los mRNA 
contralan su traducción 


Cuando se ha sintetizado ua mMANA, una de las formas más usuales de regularlos niveles de su 
producto proteico es mediante el control de la etapa que inicia la raducción. Pese a que los de- 
talles de la traducción son distintos en eucariotas y en bacterias (como se indicó en el Capítu- 
lo 6), ambos tipos de organismos utilizan algunas estrategias de regulación que son comunes, 

En el mENA de bacterias se encuentra una secuencia de seis mcleótidos muy con- 
seryada, la secuencia Shine-Dalgarno, sitsada unos cuantos nucleótidos corriente arriba 
respecto al codón de inicio AUG. Esta secuencia se aparea con el RNA 16S de la subunidad 


ab? 


Figura 7-104 Tres mecanismos para la 
localización de RRA, El mANA que ha 

de ser localizado sale del núcleo a través de 
los poros nucleares fariba). Algunos mAñA. 

a localizar [esquema de la loquierda) iajen a 
su destino en asociación con motores del 
eitoesquelero, Corro se descrñbe enel 
Capítudo 16, estos motores utilizan la energía 
de la hidrólisis del ATP para desplazarse en 
un sentido a lo largo de filamentos en el 
coesqueleto (roja). Cuando han llegado 

4 su destino final, unas proteínas de anclaje 
inegraj colocan los ANA en su posición. 
Otros oRRA difunden lbremente por el 
citosol y senciflarnente son atrapados y, en 
consecuenda, concentrados en sus lugares 
de localización (diagrama central. Mqunos 
de estos mENA idiagrama de la derecha) se 
degradan en el citosoba menos que se hayan 
unido, mediante difusión, libre, a un complejo 
proteico que ancla el mA y lo protege de 
ta degradación Ínegro). Cada uno de estos 
mecanismos necesita señales específicas en 
el MANA, que por lo general están localizadas 
enel 3 UTR (véase Figura 7-108). En muchos 
casos de localización de mBlKA, existen 
mecanismos adicionales que inhiben la 
traducción del MANA hasta que este se 

halla localizado correctamente, 

fAdaprtado de H.D. Lipshitz y € A. Smibert, 
Curr. Opina Gerset. Der, 10; 476-488, 2000. 

Con la atorización de Elsevier) 
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ribosómica pequeña situando correctamente el codón de iniciación AUG en el ribosoma. 
Debido a que esta interacción es nuuy importante para una buena eficiencia de iniciación, 


aporta a la célule bacteriana un mecanismo sencillo para regular la síntesis de proteínas me- 


diante mecanismos de control traduecional negativo, Estos mecanismos, llevados a cabo 
por proteínas o por moléculas de RNA, suelen implicar la exposición o el bloqueo de la se- 
cuencia Shine-Delgarno (Figura 7-108). 

Los 1ÍRNA de eucariotas no contienen secuencias Shine-Dalgarno. En su lugar, tal co- 
mo se describe en el Capítulo 6, la selección de un codón AU'G como iniciación de la traduc- 
ción viene determinada fundamentalmente por la proximidad al extremo caperuza 5' de la 
molécula de mRNA, que es el higar por el que la subunidad ribosómica pequeña se une al 
MENA e inicia la búsqueda de un codón de inicio AUG. Pese a las diferencias en el início de 
la traducción con los organiscios procariotas, los organismos eucariotas utilizan estrategias 
similares para regular la traducción. Por ejemplo, algunos represores de la traducción se 
unen al extenso 5' del mANA e inhiben el inicio de la traducción. Otros represores recono- 
cen secuencias de nucleótidos en el 37 UTR de determinados mENA e inhiben el inicio de la 
traducción interfiriendo en la comunicación entre la caperuza 5' y la cola 3' poli-A, un paso 
necesario para que se produzca una traducción eficaz fvéase Figura 6-72). Un tipo de control 
de la traducción especialmente importante en eucariotas se basa en RNA pequeños (deno- 
minados microRNA O miRNA) que se tuien a moléculas de RNA y reducen la producción 
de proteína, Los miRNA son sintetizados y procesados de uma forma especial, Volveremos a 
elos más adelante en este capítulo, 


La fosforilación de un factor de iniciación regula globalmente 
la síntesis de proteínas 


Las células de los organismos eucariotas reducen su velocidad de síntesis de proteínas en res- 
puesta a una gran variedad de situaciones de estrés, que incluyen la carencia de factores de 
crecimiento, la infección por virus y el choque térmico. Parece que la mayor parte de esta dis- 
minución se debe a la fosforilación del factor de inicio de la traducción elF2 por parte de pro- 
teínas quinasa específicas que responden a los carabios en las condiciones del entorno. 


En el Capítulo 6 se esquematiza la función normal de elF2. Esta proteína forma un com 


plejo con GTP e interviene en la unión del metionil-tRNA iniciador a la subunidad ribosó- 
mica pequeña, que a su vez se unirá al externo caperuza 5' y comenzará el barrido alo largo 
del 1oRNA. Cuando se reconoce el codón AUS, la proteína elF2 hidroliza a GDP el GTP uni- 
do, provocándose un cambio conformacional de ésta y Hberándose de la subunidad ribosó- 
raica pequeña. Entonces se une una subunidad ribosómica grande y forma un ribosoma 
cormpieto capaz de iniciar la síntesis de proteínas (véase Figura 6-71). 

Debido a que elE2 se une con fuerza a GDB es necesaria uná proteína intercambiadora 
de nucleótidos de guanina (véase Figura 3-73), denominada elF2B, que kbere el GDP permi- 
tiendo que elF2 se una a otra molécula de GTP y sea reutilizado (Figura 7-107A), La reutiliza- 
ción del elFZ no es posible cuando está fosforilado La forma fosforilada de elF2 se une de 
forma especialmente fuerte a elFZB, inactivándolo. En las céhulas existe mucha más cantidad 
de elE2 que de elF2B: una pequeña fracción de elF2 fosforilado puede atrapar a casi todo el 
elF2B accesible. Este hecho evita la reutilización de elE2 no fosforilado y dismunuye de forma 
notable la velocidad de síntesis de proteínas (Figura 7-107B). 

La regulación del nivel de elF2 también es especialmente importante para las células 
de mamifero; el elF2 es parte del mecanismo por el cual las células pueden ser inducidas a 
entrar en un estado estable no proliferativo (denominado Go), en el que la velocidad de sín- 
tesis proteica total se reduce a alrededor de una quinta parte de la velocidad habitual en las 
células en proliferación (descrito en el Capítulo 17). 


En organismos eucariotas, la iniciación en codones AUG situados 
corriente arriba respecto al punto de comienzo de la traducción 
puede regular el inicio de la traducción 


En el Capítulo 6 constatamos que en organisrnos eucariotas la traducción se inicia por lo ge- 
neral en el primer AUS que se encuentra corriente abajo del extremo 5' del mRNA, que es el 
primer AUG que encuentra una subunidad pequeña del ribosoma que escanea el mA. No 


¿ 
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Figura 7-105 Un experimento que 
demuestra la importancia de la 3 UTR 

enla localización de mRNA en reglones 
específicas del citoplasma. Para este 
experimento se prepararon dos RNA distintos 
mercados con fluorescencia a partir de la 
transcripción in vitro de DINA, en presencia 

de derivados de UTP marcados con 
fiuorescencia. Un RNA fmarcado con un 
fluorocromo rojo) contiene la región 
codificante de la proteina hairy de Drosophila 
e incluye la región 3"UTR adyacente (véase 
Figura 6-22). El otro RNA (marcado en verde) 
contiene la región codificante de hairy con la 
región 3'UTR suprimida. Los dos RNA fieron 
mezclados e inyectados en un embrión de 
Drosophila en el estadio de desarroilo en el 
que en un citoplasma común hay varios 
núcleos (véase Figura 7-53), Cuando se 
visualizaron los RNA fluorescentes 10 
minutos después, el RNA de hairy con la 
secuencia completa (rojo) se localizó en el 
lado apical de los núcleos fazuf), pero el 
vanserito que esrecía del 3' UTR (verde) no 
presentó ninguna localización. Hairy es una 
de las muchas proteínas reguladoras de La 
genes que especifican información posicional 
durante el desarrollo del embrión de 
Drosophila (descritas en el Capitulo 22).Se 
considera que la localización de su mRNA 
(que depende de su 3'UTR, según muestra 
este expermento) es esencial para el correcto 
desarrollo de la mosca. (Cortesia de Sirnon 
Bullock y David ish-Horowicz) 
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obstante, los nucleótidos que iormediaramente rodean el lugar de inicio de la traducción 
terabién influyen en la eficiencia con la que el codón AUG será reconocido durante el pro- 
ceso de escaneado. Si este lugar de reconocimiento es lo bastante débil, a veces las subuni- 
dades ribosómicas buscadoras ignorarán el primer codón AG y podrán escuger, en su 
lugar, el segundo codón AUG. Este fenómeno, denoroinado "escaneado impreciso” es una > 
" estrategia utilizada con frecuencia para producir a partir de uo omiscio mRNA dos o más pro- 
tefnas que difieran en su extremo amino terminal. Resulta couy baportante que este sistema 
permita a algunos genes producir la misma proteína con y sin péptido señal unido asu ex- 
remo artos, de forma que la risa proteína se puede dirigir a dos compertimientos celu- 
lares diferentes (p. ej, tanto a la mitocondria como al citosol). En algunos casos, la célula 
puede regular la abundancia relativa de isoformaas de una proteína producidas por escarnea- 
do impreciso; por ejeraplo, en tna célula un aumento específico de la abundancia del factor 
de inéciación elF4F favorece la utilización del AUG más cercano al extremo 5 del mENA. 
Otro tipo de control presente en los organismos eucarñotas utiliza una o más pautas 
abiertas de lectura cortas (secuencias nucleotídicas libres de codones de terminación) que 
se hallan entre el extremo 5' del mRNA y el inicio del gen. Las pautes abiertas de lectura 
[ORE: open reading frames) serán tratadas más a fondo en el Capítulo 8; para el tema que nos 
ocupa, consideraremos que una ORÉ es un segmento de DNA que empieza en un codón de 
inicio (ATG) y acaba en un codón de terminación, sin niugúan codón de terminación en me- 
dío y que, por lo tanto, en principio podría codificar un polipéptido. A menudo, las secuen- 


TERMINACIÓN 


proteina sintetizada TEMPERATURA 


AUMENTADA 
proteína represora de la traducción O e TERMINACIÓN 
IMÓN UR Mae E" ras ALS e e 


iNAcuvi 0 


(4) (8) 


ACTIVO 


TERMINACIÓN TERMINACIÓN 


Sy ACTIVO 
E COOH 


Al AUS TEA dón ml 


3 MA arftisentido 5 
(5) 


Figura 7-106 Mecanistos de control traduccional, A pesar de que estos ejemplos son en bacterias, en eucariotas actúan. muchos de estos mismos 
principlos, (4) Unas proteínas de unión al RNA específicas de secuendía ceprimen la traducción de determinados RNA bloqueando el acceso de los 
ribosomas a la secuencia de Shine-Dalgarno (naranja). Por ejemplo, algunas proteínas Hbosomales reprimen la taducdón de su propia RNA. Este mecanismo 
entra en juego sólo cuando las proteinas ribosómicas son producidas en exceso por éricima del RNA ribosomai de manera que no se incorporan a los 
ribosomas, lo que permite a la célula mantener cantidades correctamente equilibradas de los distintos componentes que necesita para formar los ribosomas. 
En estos casos, la secuencia reguladora de RNA presente en el mENÑA a menudo encaja con la secuencia de RNA que la proteína reconoce duraate el. 
ensamblaje fbosomal. (B) Un RIVA “termosensor” permite el inicio de la transcripción eficiente sólo a termperaturas elevadas a las que la estructura de bucle 
en forma de pecialo se ha fundido, Un ejemplo se da en el patógeno humano Listeria monocytogenes, en el que la traducción de tos genes de virulencia 
dumenta a 37 “C, la temperatura del huésped. (0) La tfón de una molécula pequeña a un interruptor ibosómico provoca un reajuste estructural del ANA, 
zecuestrando ta secuencia Shine-Datgamo (naranja) y bloqueando el inicio de la traducción. En muchas bacterias, la S-adenosi] metlonina actúa de esta 
forma bloqueando la producción de las enzimas que la sintetizan, (0) Un RNA"antisentido” producido en otro lugar del genorna se Une con un mRNA 
específico y bloquea la raducción. Muchas bacterias regulan la expresión de las proteínas de alrnacenamiento de hierro de esta forma. Cuando el hierro 
abunda, el transcrito antisentido se regula a la baja, permitiendo así una traducción eficiente de tos genes que codifican las proteínas de almacenamiento, 
Los RNA antisermido se utilizan mucho en las células eucariotas para regular la expresión génica, El mecanismo es, en cierto modo, diferente del que se 
muestra aqui y será tratado en detalle más adelante en este capítulo. 
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cias de aroinoácidos codificadas por estas pautas abiertas de lectura situadas corriente acrl- 
ba (uORF: «epstream open reading frames) 10 son importantes sino que tienen una función 
meramente reguladora. Una vORE presente en una molécula de miANA suele disminuir la 
traducción del gen situado corriente abajo, mediante la unión del complejo ribosómico de 
inicio y haciendo que el ribosoma traduzca la uORE y se disóocie del mENA antes de alcanzar 
las secuencias codificantes de la proteína. 


Cabría esperar que cuando se reduce la actividad de un factor general de traducción” 


(como eXF2 descrito más arriba) se produjera una reducción de la traducción de todos los 
TENA par igual. Sin embargo la fosforilación de elE2 tiene efectos selectivos y se observa 
incluso la activación de la traducción de determinados mRNA que cormienen uORE Este 
mecanismo permite a las levaduras adaptarse al ayuno de ciertos nutrientes mediante la 
reducción de la síntesis de todas les proteínas excepto de aquellas que se necesitan para la 
síntesis de los qutrientes ausentes. Los detalles de este proceso se han estudiado en un 
mENA de levaduras que codifica una proteína denoruinada Gend, proteína reguladora ne- 
cesaría para la acúvación de muchos genes que codifican proteínas importantes para la sín- 
tesis de arninoácidos.' : 

El mENA Gora contiene cuatro vORF cortas que son las responsables de una activación 
específica de la traducción de Gcna en respuesta a la fosforilación de elF2 inducida por usa 
deficiencia de aminoácidos en el medio, El mecanismo mediante el cual aumenta la traduo- 
ción de Gcnd es complejo. De forma resumida, las subunidades ribosómicas se desplazan 2 
lo largo del raRNA, localizan cada una de las uORF y sólo dirigen la traducción de algunas de 
ellas; sise tradace la Última nORE como es el caso de las células normales no deplecionadas 


de nutrientes, los ribosomas $e disocian al final de la uORF y la traducción de Gcr4 es inefi-. 


ciente, El descenso global de la actividad de elF-2 provocado por la escasez de nutrientes 


(véase Figura 7-108) hace más probable que una subunidad ribosómica pequeña que éscas . 


nea, se desplace a través de la cuarta vORF antes de que esta subunidad adquiera la molé- 
cula de elF2 (véase Figura 6-72). Esta subunidad ribosámica es libre de iniciar la traducción 


delas secuencias de Gene y el aumento resultante de esta proteína de regulación génica lle- 


va a la producción de un conjunto de proteínas que incrementan la síntesis de aminoácidos 
en la célula. 


Los sitios internos de entrada de los ribosomas generan e 
posibilidades de control traduccional 


Pese a que aproximadamente un 90% de los mEANA de los organismos eucariotas se baducen 
a partir del primer AUG después de la caperuza Y, como hemos vista en la sección anterior al- 


gunos £06 pueden ser ignorados durante el proceso de escaneado del mRÑA. En esta sec-- 
ción se describe otra posibilidad distinta sobre cómo las células pueden iniciar la naducción: 


Figura 7.107 Ciclo del elF2. (4) Reciclaje 
del factor eíF2 mediante un factor 
intercambiador de nucleóido de quanina 
(0128). (E) La fosfonitación de elF'2 controla 
la síntesis de proteínas al secuestrar elF2B, 


a partir de posiciones distantes del extremo S' del mANA, ublizando un tipo especializado de 
secuencia de RNA, denominada sitio interno de entrada del ribosoma (RES: inzernal ribo- 
somal entry site). Un TRES puede estar presente en muchos lugares distiotos de un mRNA. En 
casos poco habituales, en un mismo mBNA de organismos eucariotas se pueden encontar 
en tándem dos secuencias codificantes de proteína distintas; la traducción de la primera se 
produce a partir del mecanismo de escaneado habirual y la de la segunda a partir de un TRES. 
Los [RES tienen varios centenares de nucleórdos de longitud y se plegan en estructuras es- 
pecíficas que unen a muchas proteínas aunque no a todas— que se utilizan: pera iniciar la tra- 
ducción dependiente de la caperuza 5' (Figura 7-108). De hecho, distintos TRES requieren 
distintos subgrupos de factores de inicio. Sin embargo, tados prescinden de la necesidad de la 
eseictura de la caperaza $ y del factor de inicio de la reducción que lo reconoce, elFaE. 

Algunos virus utilizan TRES como parte de su eswategía para obiener la traducción de 
sus propias moléculas de mENA mientras bloquean la traducción normal dependiente de 
caperaza 6 de la célula huésped. Tras la infección, estos virus producen urna proteasa fcodi- 
ficada porel genoma vírico) que rornpe el factor de traducción elFAG de la célula huésped, 
haciendo que seg incapaz de unirse a elF4E, el complejo de unión a la caperuza. Este hecho 
bloquea la mayor parte de la traducción de la célula huésped y dirige la maquinaria de la 
traducción hacia las secuencias RES, presentes en muchos mRNA víricos. El elF4G trunca- 
do sigue siendo capaz de iniciar la traducción a partir de estos hugares internos y puede in- 
cdduso estimular la reducción de algunos mANA víricos que contienen TRES. También puede 
darse una activación selectiva de la rraducción mediada por IRES en los mRNA de la célula 
huésped. Por ejemplo, cuando las células de mamífero entran en la vía de la muerte celular 
programada (tratada en el Capítulo 18), el elF4G se rompe y se produce un descenso general 
de la traducción. Sin erabargo, parece que algunas proteínas esenciales para el control de la 
rauerte celular se traducen a partir de 1RNA que contienen PRES y posibilita que su síntesis 
continúe, De esta forma, el mecanismo de los IRES permite la traducción a velocidad alta de 
unos mENA elegidos, a pesar del descenso general de la capacidad globaí de la célula para 
iniciar la síntesis de proteínas. 


Cambios en la estabilidad del mRNA regulan la expresión génica 


Los MENA de una célula bacteriana son muy inestables: fenen una vida media de menos de 
3 minutos. Las exonucieasas, que degradan en sentido 3' a 5” suelen ser las responsables de la 
rápida destrucción de estos mANA. Debido a que los mRNA bacterianos se sintetizan y se de- 
gradan con rapidez, las bacterias se adaptan rápidamente a los cambios armbientales. 

Por regia general, los mANA de las células eucariotas son más estables. Algunos de ellos, 
como los que codifican la B-globina, tienen una vida media de más de 10 horas, pero la ma- 
yoría tienen una vida media bastante más corta, normalmente de menos de 30 minutos. Los 
RNA que codifican proteínas reguladoras tales corno factores de crecimiento y proteínas 
de regulación génica, cuyos niveles han de cambiar con rapidez en las células, tienen vidas 
medias especialmente cortas. > 
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figura 7-108 Das mecanismos de inicio 

de la traducción, (A) El mecanismo normal 
dependiente de la caperuza requiere un 
conjunto de factores de inicio cuya 
ensamblaje en el mANA se estimula por la 
presencia de la caperuza en 5 y la cola de 
poltA [véase también Figura 6-72). (8] El 
mecanismo dependiente de ¡RES, que se 
observa sobre todo en Virts, sólo requiera 
un subconjunto de fos factares usuales de 
inicio, los cuales se ensambian directamente 
sobre el iRES plegado. (Adaptado de A. Sachs, 
Cell 191: 243-245, 2000. Con la autorización 
de Elsevjer) 
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En las células eucariotas existen dos mecanismos generales de destrucción de raRiNA, 
Los dos comienzan con el acortamiento gradual de la cola de pob-A mediante una exorku- 
cleasa, un proceso que empieza en cuanto el RNA lega el citoplasma. En un sentido 
amplio este acortamiento de la cola de poli-A actíía como 122 temporizador que inicia la 
cuenta atrás de la vida media de cada mANA. Cuando la cola de poli-A queda reducida auna 
longitud crítica (alrededor de unos 25 nucleótidos en los humanos), las dos vías diverger. 
£u una de ellas, la caperuza 5' es eliminada (ua proceso que en inglés se denomina decap- 
ping) y el miINA “expuesto” es rápidamente degradado desde su extremo 5, En la otra, el 
RNA sigue siendo degradado por el extrerzo 3, desde la cola de poli-A hasta las secuencias 
codificantes (Figura 7-09). La mayoría de los mKNA eucariotas son degradados mediante 
ambos mecanismos. 7 

Casi todos los máINA están sujetos a estos db tipos de deterioro. Las secuencias espectli- 
cas de cada mRNA determinan la velocidad de cada paso y, por lo tanto, cuánto tienpo va él 
persistir el mANA enla célula y va a poder producir proteína. Las secuencias 3” UTA son espe- 
cialmente importantes en el control de la vida media de los MENA y a menudo contienen sitios 
de unión para proteínas específicas que incrernenten o reducen la velocidad del acortamien- 
to de la cola de poli-A, la eliminación de la caperuza o la degradación de 3'a 5 La vida media de 
ULmRINA también se ve afectada por la eficiencia de su traducción. El acortamiento de las Ca- 
las y la eliminación de la caperuza compiten directamente con la maquinaría que traduce 
el mBNA; en consecuencia, cualquier factor que afecte a la eficiencia de la traducción de ua 
mina tenderá a tener un efecto opuesto sobre su degradación (Figura 7-1 10). 

Pese a que el acortamiento de la cola de poli-A controla la vida media de la mayoría de 
MRNA eucariotas, algunos pueden ser degradados raediante mecanismos que ignoran este 
paso. En estos casos, unas nucleasas específicas cortan el mANA por zonas internas quitan- 
do la caperuza de manera eficiente en un extremo y eliminando la cola de poli-A por el otro, 
de formaa que las dos mitades se degradan rápidamente. Los RNA que se destruyen de es- 
ta forma tenen secuencias de nucleótidos específicas, a menudo en los 3" FER, que actúan 
como señeles de reconocimiento para las endonucieasas. Esta estrategia simplifica la regu- 
lación precisa de la estabilidad de estos mANA mediante el bloqueo del sitio de la endonu- 


cleasa en respuesta a señales extracelulares. Así, por ejemplo, la adición de iones hierro a las 


células reduce la estabilidad del mRNA que codifica la proteína receptora que se une a la 
proteína de unión al hierro, la trausfercina, con la que se reduce la producción del receptor. 
Este efecto está mediado por la proteína de unión al RINA sensible el hierro denominada aco- 
pitasa da cual también controla la traducción del mANA de la fernitina). La aconitasa se mue 
al 3 UTR del mRNA del receptor de traosferrina y provoca un incremento en la producción 
de receptor al impedir la degradación del mENA por eadonuciessas. Cuando se añade bie- 
rro, la aconitasa es liberada del mBNA, expone el sitio de corte y reduce la estabilidad del 
TORNA (Figura 7-11). 


La adición citoplasmática de poli-A puede regular la traducción 


La poltadenilación inicial de una molécula de RNA (descrita en el Capítulo 6) tiene lugar en 
el núcieo, aparenternente de forma automática para casi todos los precursores de mENA de 
los organismos eucariotas, Como acabamos de describir, las colas de poli-A de la mayoría 
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Figura 7400 Dos rnecanismos de 
degradación de mRNA en eucariotas, 

Un unvbral arífico de longitud de la cola de 
pofA induce la degradación en sentido 3" 
aS que tal vez se desencadene debido a la 
pérdida de proteínas de nión a polkA 
(véase Figura 6-40), Como se muestra en la 
Figura 7-10, la desadenilasa se asocia tanto 
con la cola de pol-A en 3cormo con la 
caperuza en $'; esta posición puede señalar 
fa eliminación de la caperuza después del 
acortamiento de poll-A. Pese a que aquí se ha 
mostrado la degradación en sentido Sa 3'y 
errssentido 3'a S' en molécidas de mENA 
diferentes, estos dos procesos pueden darse 
a la vez en una misma molécula. (Adaptado 
de CA, Beelmen y R. Parker, Cel 81: 179-183, 
1995. Corrla autorización de Elsevier) 


Figura 7--110 Competencia entre traducción 
de mANA y degradación de mANA, Tanto 
para el inicio de la traducción como pare la 
degradación de una molécula de mANA 
dependiente de desadenilación se atjlizarr 

las dos mismas características del mANA, la * 
ráperuza 5 y la cola de poli-Á en Y (véase 
Figura 7-109). La desadenilasa que acorta la 
cola de poll-A en sentido 3'a 5'se asocia a 

la caperuza 5. Como se describe en el 


de inicto de la traducción se asocia también 
con da caperuza 9 y con la cola de poll-A 
(Adaptado de M. Gao et al, Mol Cell 5:479- 
488, 2080, Con la autorización de Elsevier) 
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de los mENA se acortan paulatinamente en el citosol y a continuación los RNA se degradan. 
No obstante, en algunos casos, en el citosol se produce un alargamiento de la calas de 
poki-A de determinados mRNA; este mecanismo constituye una forma adicional de control 
de la traducción. 

Los eocitos y los huevos en maduración constituyen un ejemplo al respecto. Parece que 
en estas células gigantes muchas de las vías de degradación de miANA están inactivas, de for- 
ma que las células pueden fabricar grandes cantidades de mRNA en preparación para la le- 
cundación. Muchos de los mENA se almacenen en el citoplesma con colas poli-A de súlo 
entre 10 y 30 residuos A en sus extremos 3' y en esta forma no se traducen. En ciertos mo- 
mentos de la maduración del vocito y Justo después de la fecundación, cuando la cétula ne- 
cesita las proteñaas codificadas porestos mensajeros, una polimerasa pol-A citosólica añade 
poli-A al extremo 3” de determinados mENA, lo que estimula notablemente su traducción. 


Transcritos pequeños de RNA no codificante regulan 
muchos genes de animales y plantas 


En el capítulo anterior hernos descrito el dogma fundamental según el cual la circulación de 
la ¡nformación genética va desde el DNA a través del RNA hasta la proteína (Figura 6-2). Pe- 
to las moléculas de RNA llevan a cabo importantes tareas en la célula que no se reducen a 
servir como portadores intermediarios de la información genética. Una serie de destacables 
descubrimientos recientes han revelado que los RNA no codificantes son mucho más co- 
munes de lo que se había imaginado y que, aunque no se esperaba, participan de forma ha- 
bitural en la regulación de la expresión génica. 

Un tipo de RNA no codificante corto denominado microRNA (miRNA) es de especial 
importancia en animales y plantas. Los humanos, por ejemplo, expresan más de 400 tipos 
diferentes de miRNA y parece que éstos regulan al menos ua tercio de todos los genes hu- 
manos codificantes de proteínas. Una vez generados, los miRINA se aparean con mRdNA 
específicos y regulan su estabilidad y su traducción. La RNA polimerasa ll sintetiza los pre- 
cursores de miRiNIA, a los que se añade la caperuza y la cola de poli-4. Luego los miRINA su- 
fren un tipo especial de procesamiento después del cual el miRNA se ensarabla con un 
conjunto de proteínas formando un complejo silenciador mediado por ENA 0 RISC (RNA-Ent- 
duced silencing complex). Una vez formado, el RISC va a la búsqueda de sus mANA diana 
buscando secuencias nucleotídicas complementarias (Figura 7-15£2). La proteína Argonau- 
ta, un componente del RISC, facilita en gran medida esta búsqueda, ya que muestra la región 
5' del :miRNA de forma que quede enla posición óptima para aparearse con las bases de otra 
molécula de RNA (Figura 7-112), En animales, el apareamiento suele ser de 7 did nucleo- 
tídicos y en general se leva a cabo en el 3 UTR del mANA diana. 
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Figura 7-11 Dos controles de tipo 
postraducconal mediados por hierro, 

(A) Durante un periodo de carencia de 
hierro, la unión de aconitasa al 5 UTE del 
mA de la ferritina bloquea el inicio de la 
traducción; su Unión al 3 UTA del mNA 
del receptor de transterrina bloques un 
sitio de corte para la endontdeasa, 
estabilizando asl el roANA, (8) En respuesta 
a un incremento en la concentración 
citosófica de hierro, las célutas aumentan 
su sicrosis de ferdtina uniendo el hierro 
extra y reducen la síntesis de receptores de 
trensferrioa disminuyendo la importación 
de hierro. Ambas respuestas están 
mediadas por la misma proteína 
reguladora de respuesta al hierro, la 
aconitasa, que reconoce fasgos comunes 
en las estructuras en tallo y bucie de los 
TORNA que codifican la ferritinia y el 
receptor de transferina, Cuando la 
¿conitasa une hierro, se disacia del riRNA, 
A pesar de que el receptor de transterrina 
y la ferritina están regulados por la misrna 
proteína sensible al hierro, los mecanismos 
de regulación son diferentes porlo que 
sus niveles responden de forma opuesta a 
les concentraciones de hierro, (Adaptado 
de MAL Hentze et al, Science 238: 1570- 
1573, 198711, Casey et sl, Science, 240: 
974-928, 1988. Con la autorización 

de ARAS) 


Nx 2 


AS 


sE 
$ 
+ 


A A 


494 Capitulo 7: El contral de la expresión génica 


“RECORTE” 
NÚCLEO 
CIPOSOL 
TRANSFORMADOR 
POR DICER 
proteína Argonauta 
Y ORAS prOteinas y. mm RISE 


E liberación de RISC 
Pr ss AAA 
pts 
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transferencia del mRNA a los 
cuerpos P y degradación final 


La unión del mERNA al mMiRNA puede producir diferentes efectos. Si el apareamiento de 
bases es extenso, la proteína Argonauta cortará el mRNA, eliminando de forma efectiva su 
cola de poli-A y exponiéndolo a exonucieasas [véase Figura 7-109). Después del corte del 
raRNA, el RISC (con su miRVA asociado) es liberado y puede ir en busca de ouras moléculas 
de mkNA, De esta forma, un solo miRNA puede acusar de fouma catalizadora y destruir mu- 
chos mENA complementarios. Se puede imaginar a los miRNA como secuencias guía que 
atraen nucleasas destructivas para que contacten con mENA específicos. 

Siel apareamiento de bases entre el miRNA y el mRNA es menos extenso, la proteína Az- 
gonauta no corta el RNA sino que reprime la traducción del mANA y el mENA se estabiliza, 
Este efecto se asocia con el acortamiento de la cola de poli-A y el desplazamiento del mRNA 
hacia estructuras del citosol denominadas cuerpos de procesamiento (cuerpos P). En este ca- 
so, los mANA se separan de los ribosomas y finalmente se les elimina la capernza y son de- 


" gradados. Los cuerpos P son estructuras dinámicas formadas por grandes ensamblajes de 


ANA y de enzimas que degradan RNA, y parece que son los sitios de la célula donde se da 


la destrucción final de la mayoría de los mENA, incluso de los no controlados por miRNA 
(Figura 7-114). 


Varias características convierten a los miRNA en reguladores especialmente útiles para 
la expresión génica. En primer lugar, un solo miRNA puede regular un conjunto completo de 
diferentes mANA si los mANA contienen en sus UTR tuna secuencia común a todos ellos, Es- 
ta situación es común enlos humanos, en los que los miRNA controlan cientos de mRNA di- 
ferentes. En segundo lugar, la regulación de los miRNA puede ser cormbinatoria. Cuando el 
apareamiento de bases entre un miRNA y un mANA no consigue activar el corte, la unión 
adicional de otro miRNA al mismo mENA produce una reducción mayor de su traducción. 
Corao hernos descrito previamente en este capítulo para el caso de las proteínas de regula- 
ción génica, el control combinatorio aumenta en gran medida las posibilidades de que dis- 
pone la célula, conectando la expresión génica a diferentes reguladores y no a uno sólo, En 
tercer lugar, un miRNA ocupa tn espacio relativamente pequeño en el genoma en compa- 
ración con tána proteína. De hecho, su tamaño pequeño es una de las razones por las que los 
miRNA no han sido descubiertos basta hace poco tiempo. A pesar de que sólo empezamos a 
comprender el impacto real que tienen los miRNA, está clero que representan una parte 
muy importante del equipo de que dispone la célula para regular la expresión de sis genes. 


Figura 27-112 Procesamiento de rúRiNA 

y mecaniseño de acción, El MiRNA precursor 
forma una estructura de doble cadena 
mediante la cormplementariedad de 
secuencias entre dos zonas de su rrolécula. 
Esta estructura se recorta cuando todamía 
está en el núcleo y luego se exporta af citosol, 
donde la enzima Dices la vuelve a cortar 
fanmando el verdadero mifiNA. La proteina > 
Argonauta, junto con otros componentes del 
RESC, se asocia inicialmente contas dos 2; 
cadenas del miRINA y corta y descarta una de 
ellas. La otra cadena guía al FISC hacia mANA. 
determinados mediante el apareamiento dé 
bases. Sila unión RIVA:JAINA es extensa, tal 7 
como suele ser en plantas, fa proteína EEN 
Argonauta corta el RNA diana y provoca su 
rápida degradación. En animales, la nión 
MIENA-MANA no suele extenderse más allá 
de una región “nuclear” de 7 nudieótidos 
cerca del extremo 5 del miRNA, Este tr, 
aparearniento de bases menos extenso  " 
conduce a la inhibición de la traducción, la 
desestabilización del mANA y la tranferencia 
del mANÑA a los cuerpos E donde finalmente 
es degradado. 


o, 


Figura 7-113 Estructura de fa proteína 
Argonauta unida a un apareamiento 
perfecto entre miRiNA y mAnA. (Adaptado 
de NH. Tolía y £ Joshua-Tor, Naz Cher, Biol, 
3:36-43, 2007. Con la autorización de 
Macmiltan Publishers Ltd) 


CONTROLES POSTRANSCRIPCIONALES 


El RNA de interferencia es un mecanismo de defensa de la célula 


Muchas de las proteínas que participan en laos mecanismos de re gulación de miRNA descri- 
tos también presenten une segunda función como mecanismo de defensa: organizan la 
degradación de moléculas de RNA foráneas, especificamente las de cadena doble. Este me- 
canismo, que recibe el nombre de RNA de interferencia (RNAi), se encuentra en una gran 
variedad de organismos incluyendo hengos unicelulares, plantas y gusanos -lo cual sugiere 
que es antiguo desde un punto de vista evolutivo. Muchos elementos transponibies y virus 
producen en sus ciclos vitales RNA de doble cadena, al menos de forma transitoria, y el RNAI 
contribuye a mantener bajo control este tipo de invasores potencialmente peligrosos. Co- 
mo veremos, el RNAÍ también proporciona a los científicos una potente técnica experimen- 
tal para inactivar la expresión de determinados genes. 

La presencia de RNA de doble cadena en la célula activa al RNA avrayendo a un com- 
piejo proteico que contiene Dicer, la misma nucleasa que procesa los miRNA (véase Pigura 
7-4123. Este complejo proteico corta el RNA de doble cadena en fragmentos pequeños (unos 


23 pares de nucleótidos) denominados HINA de interferencia pequeñas (siRINA: small inter 


fering RNA). Estos síRNA de doble cadena se unen a la proteína Argonauta y a otros compo- 
rentes del RISC, como vimos para los miRNA, y la proteína Árgonauta corta una de las 
cadenas del RNA de doble cadena, que se desecha. La molécula de síRNA de cadena sencilla 
resultante dirige el RISC de nuevo hacia moléculas de RNA complementarias producidas por 
el virus o por el elemento transponible; debido a que el ajuste es exacto, la proteína Árgo- 
nauta corta estas moléculas, lo que las fleva a una destrucción rápida (Figura 7-115).. 

Cada vez que el RISC corta una nueva molécula de RNA, se libera; así, como se indicó 
para el caso de los miRNA, una sola molécula de RNA puede actuar de forma catalítica des- 
truyendo muchos RNA complementarios. Algunos organismos utilizan un mecanismo 
adicional que amplifica aún más la respuesta de RNAL En estos organismos, las RNA poh- 
merasas dependientes de RNA vransforman los productos del procesamiento mediado por 
SIRNA en más RNA de doble cadena. Esta amplificación asegura que, una vez iniciada, el 
RNA de interferencia puede proseguir incluso cuando todo el RINA de dobje cadena inicial se 
haya degradado o diluido, Este proceso le permite por ejemplo a la progenie celular seguir 
teniendo actividad del RNA de interferencia que se originó en células paternas. 


En algunos organismos, la actividad del RNA de interferencia puede extenderse de célula | 


a célula mediante la transferencia de fragmentos de RNA. Esto es especialmente importante en 
plantas (cuyas células están conectadas roediante finos canales de conexión, como se descti- 


be en el Capítulo 19), ya que permite a toda la planta hacerse resistente a un virus de RNA. 
después de que sólo hayan sido infectadas algunas de sus células. En un sentido amplio, la res- 


puesta del RNAI recuerda a ciertos aspectos de los sistemas inmuvitarios de los animales; en 
ambos casos, tn organismo invasor obtiene una respuesta a su medida y -a través de la are 
plificación de las moléculas “atacantes”—el huésped queda protegido sistemáticamente. 


El RINA de interferencia dirige la formación de heterocromatina 


La vía del RNA de interferencia que acabamos de describir no tiene por qué acabar con la 
destrucción de las moléculas de RNA diana. En algunos casos, la maquinaria del RNA de in- 
terferencía puede inactivar de forma selectiva la síntesis de los RNA diana. Para que se dé 


este mecanismo excepcional, los siRINA cortos producidos por la proteína Dicer se ensam- 
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Figura 7-11 4 Visualización de cuerpos P. 
Se tiñeron cétules humanas con anticuerpos 
contra un componente de la enzima que 
degrada la caperuza del mANA, Ecpia 


“(ganeles de la izquierda), y contra la proteína 


Argonauta (paneles del centro). La imagen 
combinada (paneles de la derecha) rsuéstra 
que estas dos proteínas colacalizan en laci 
del átoplasma denorninados cuerpos P 
(Adaptado de Liu et al., Nat, Cell Biol, 
7:643-644, 2005. Con la autorización 

de Macmillan Publishers Ltd.) 
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: proteína Argonauta 
y otras proteínas del RITS 


proteína Argónauta 
y otras proteinas del RISC 


RISE 


A PARTIR DE AQUÍ LA VÍA SIGUE UNA 
DELAS MOSTRADAS EN LA Figura 17-112 


| E£NA gollimerasa 


METILACIÓN DE HISTONAS 
METILACIÓN DE DNA 
REPRESIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN 


blan con un grupo de proteínas (que incluye la proteína Árgonauta) formando el complejo 
RITS (RV4- induced transeriptional silencirig). Utilizando siRNA de cadena sencilla como se- 
cuencia guía, este complejo se me a transerítos de RNA complernentario a medida que apa- 
recen a través de la RNA polimerasa lí que transcribe (véase Figura 7-115). Situado así en el 
genoma, el complejo RITS atrae proteínas que modifican covalentemente las histonas cer- 
canas para por último dirigir la formación y expansión de la heterocromatina que impide 
otras iniciaciones de la transcripción. En algunos casos, el complejo RITS también induce la 
metilación del DNA, que, como se ha descrito, puede reprimir aún más la expresión génica. 
Debido a que la heterocromatina y la meúlación del DINA se autopropagan, wa señal del 
RNA de interferencia inicial puede continuar slenciando la expresión génica mucho des- 
pués de que todas las moléculas de siRNA hayan desaparecido, 

La formación de heterocromatina mediada por RNAÍ es un mecanismo de defensa ce- 
lutar Émportante que limita la acumulación de elementos transponibles en el genoma man- 
teniéndolos en una forma transcripcionalmente silenciosa. Sin embargo, este mismo 
mecanismo también se utiliza en muchos procesos normales de la célula. Por ejemplo, en 
muchos organismos la maquinaria del RNÁ de interferencia mantiene formada la hetero- 
croraatina alrededor de los centrómeros. Las secuencias de DNA centromérico se banscri- 
ben en los dos sentidos, produciendo transeritos de RNA complementarios que se unen 
formando RNA de doble cadena. Este RNA de doble cadena dispara la vía del RNA de inter- 
ferencia y estimula la formación de heterocromatina en los centrómeros. Esta heterocroma- 
tina, a su vez, es necesaria para que los centrómeros separen los cromosomas de forma 
precisa duraite la roitosis (véase Figura 4-50) 


El RNA de interferencia es una herramienta experimental potente 


Á pesar de que probablemente el RNA de interferencia apareció coro un mecanismo de de- 
fensa, en la actualidad se encuentra iategrado a la perfección en muchas funciones de la bio- 
logía normal de la célula, desde el control de la expresión génica hasta la estructura de los 
cromosomas. Además, los científicos jo han convertido en uma herramienta experimental 
rouy potente que permite inactivar casi cualquier gen produciendo una respuesta de RNAÍ 
sobre él. Esta técnica, desarrollada en células en cultivo y a veces en animales y plantas 
enteros, ha revolucionado los estudios genéticos en biología celular y molecular Tratarernos 
esta cuestión más en detalle en el siguiente capítulo [véase pp. 571-572). ELRNAL gene un 


Figura 7-115 Formación de 
heterocromatina mediante RNA. 
En muchos organismos, el RNA de doble 
cadena puede desencadenar tanto la 
destrucción de mRNA complementario 
izquierda) corno el siernciamiento 2 : 
trenseripcional (derecha). El cambio en la a Ñ 
| 


estructura de la cromatina inducido por el 
complejo de unión RIUS (ANA-Sodaced 
tonsoiptiond silencingh se parece el 

dela Figura 7-84. S 


PROBLEMAS 


gran potencial en el tratamiento de enfermedades humanas. Debido 2 que muchas alte- 
raciones bunbanes son resultado de la expresión errónea de los genes, la posibilidad de de- 
sactivar estos genes de forma experimental introduciendo moléculas de [RNA complemen- 
tarías otrece una gran esperanza médica. Cabe destacar que el mecanismo del RNA de 
interferencia se ha descubierto recientemente y que todavía son sorprendentes los detalles 
de su mecánica y su gran cantidad de repercusiones biológicas. 


Resumen 


Muchos de los pasos de la rua que va desde el RNA hasta ta proteína están regulados por las células 
para controlar la expresión génica. La mayoría de los genes están regulados a varios niveles, ade 
méás de estar controlados en el estadio de iniciación de la transcripción. Los mecanismos de regula- 
ción incluyen (1) la atenuación del transcrito por su premmatuza finalización, (2) la selección 
alternativa del punto de maduración, (3) el controi de la formación del extremo 3 por rotura y adi. 
ción de poli-A, (4) la edición del RNA, (5) el control del transporte desde el núcleo ai citosol (6) la lo- 
calización de mENA en lugares particulares de la célula, (A el control de la iniciación de la 
traducción y (2) la degradación regulada del mBNA. La mayoría de estos procesos de control reguia- 
ren el reconocimiento de secuencias específicas o de estructuras que sean reguladas en la molécula de 
ANA, tarea que pueden llevar a cabo tanto proteinas reguladoras como moléculas reguladoras 
de RNA. Una forma de control postranscripcional especialmente habitual es la interferencia de RINA, 
en la que determinadas moléculos de RNA se emparejar, formando pares de bases, con moléculas de 
MENA. Los RINA de interferencia pueden hacer que los mANA sean destruidos o reprimidos de forma 
transitoria, También pueden provocar que determinados genes se empaqueten en forma de hetero- 
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cromarna. 


PROBLEMAS 


¿Qué afirmaciones son ciertas? Explican por qué sío por qué no 


74. Entérminos de función bioquímica, el motivo hélice-bu- 
cle-hélice está más relacionado con el motivo cremallera de leu- 
cina que el motivo hélice-giro-hélice. 


7-2 Los reordenamientos genéticos reversibles son una vía 
comía de regubación de la-.expresión génica en les células de pro- 
cariotas y de mamíferos, 


7-3 Parece que las islas CG aparecieron durante la evolución 
porque estaban asociadas a porciones del genoma que se mante- 
nían activas y, poco tadto, no metiladas, en la Enea germinal 


Resolver los siguientes problemas 


74 Enla Figura P7-1 se muestra una pequeña parte de una 
visualización en dos dimensiones de proteínas del cerebro huma- 
no. Estas proteínas se separaron según su tamaño en una dimen- 
sión y según su carga eléctrica (punto isceléctrico) en la otra. En 
estas visualizaciones no todos los puntos de proteínas son pro- 
ductos de distintos genes; algunos representan formas modihica- 
das de una proteína que migra a diferentes posiciones. Elegir un 
par de conjuntos de puntos que podiían representar proteínas 
que se diferencian en el número de fosfatos que contienen. Expli- 
carlos motivos de la selección. 


7-5 — Elanélisis mediante microchips de DNA de los patrones 
de abundancia de mRÑA en distintos tipos celulares humanos 
muestra que el nivel de expresión de casi todos los genes activos 
es diferente. Los patrones de abundancia de mRWA son tan ca- 
racterísticos del tipo celular que se utilizan para determinar elte- 
jido de origen de células cancerosas, incluso aunque las células 


«puedan haber hecho metástasis en otras zonas del cuerpo. Por. . 


definición, sia embargo, las células cancerosas son distintas de 
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Figura P7-1 Separación en dos dimensiones de proteínas del cerebro 
humano (Problema 7-4), Las proteínas se visualizaron utilizando 
electroforesis en gel de dos dimensiones, Sélo se muestra una parte 
pequeña del espectro proteico. [Cortesfa de Tim Myees y Leigh Anderson, 
Large Scale Blology Corporation) 


sus células precursoras no cancerosas, En ese caso, ¿cómo se pue- 
den utilizar los patrones de expresión de mRNA. para determinar 
el tejido de origen del cáncer humano? 


14 El núcleo de una célula eucariota es mucho más grande 
que una bacteria y contiene mucho más DINA. Por consiguiente, 
una protefna de unión a DNA en una célula eucariota tiene que 
ser capaz de seleccionar su sitio específico de unión entre nmuchas 
más secuencias no relacionadas que una proteína de unión a 
DNA en una bacteria. ¿Supone esto algún tipo especial de proble- 
mes para la regulación génica en eucariotas? 

Considerar la siguiente situación. Asuntarmnos que tanto el mú- 
eleo eucariota como la célula bacteriana tienen una sola copia de 
un mismo sitio de unión a DNA y que el vohenen del núcleo es 
500 veces mayor que la bacteria y que tiene 500 veces más DINA, Si 


- la concentración de la proteína reguladora que se une al sitio fue- 
ra la misma en el núcleo y en la bacteria, ¡encontraría la proteína 


F 
i 
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reguladora su sido de unión con la misma facilidad en el núcleo 
encariota que en la bacteria? Explicar la respuesta. 


2-3 Las proteínas de unión al DNA a menudo encuentran sus 
sitios específicos mucho más rápidamente de lo que se esperaría 
par simple difusión tridimensional. Par ejerapio, el represor Lac 
se asocia con el operador Lac su sitio de unión al DNA- más de 
100 veces más rápido de lo que se esperaría de este modelo. Es 
Gbvio que el represor tiene que encontrar al operador mediante 
mecanismos que reducen la tridimensionalidad o el volumen de 
la búsqueda para acelerar el encuentra de la diana, 

Se han utilizado varias técnicas para investigar esté fenómeno, 
Una de las más elegantes utilizó moléculas de RNA polimerasa al- 
tamente fuorescentes que podían seguirse de forma individual. 


Una selección de raoléculas de DNA se alinearon en paralelo y se. 


fijaron a un portaobjetos. Entonces se permitió que moléculas de 
RNA polimerasa fuorescentes pasaran a través de ellas en un án- 
gulo oblicuo (Figura P7-24). Los rastros de las moléculas de RNA. 
polimerasa mostraron que cerca de la mitad habían fluido en el 
mismo sentido mientras que la otra mitad se habían desviado del 
grueso del finjo de una forma caracteristica (Figura P7-2B). Cuant- 
do las moléculas de RNA pólimerasa se incubaron primero con 
fragmentos cortos que contenían un promotor potente, todos los 
rastros siguieron el eje de flujo. 


(8) RMA POLIMERASAS 
INDIVIDUALES 


(A) DISPOSITIVO EXPERIMENTAL 


mayor parte del flujo 
de las moléculas de 
RNA polimerasa 


moléculas da DNA alineadas 


Figura P7-2 interacciones de moléculas de RNA polimerasa individuales 


"con DNA (Problema 7-7). (A) Dispositlva experimental, Las moléculas de 


DNA están alineadas y fijadas a un portaobjetos y se permite que a través 
de ellas pasen moléculas de RNA polimerasa altamente fluorescentes. 

(B) Rastros de dos moléculas de RNA polimerasa individuales. La de la 
Izquierda ha viajado con la mayor parte del flujo y la de fa derecha se 

ha desviado. La eséata es de 10 uma, (B, reimpreso de H. Kabata et al,, 
Science 262:1561-1563, 1993. Con permiso de AAAS) 


A. Explicar por qué algunes moléculas de RNA polimerasa se 


desviaban del grueso del fhijo, como muestra la Figura P7-2B.' 


¿Par qué la incubación con fragmentos cortas de DNA que conte- 
nían un promotor potente eliminó los restos que se desviaban del 
grueso del fiujo? 

B.  ¿Sugieren estos resultados una explicación a la cuestión de 
cómo las moléculas de unión a sitios específicos del DNA consi- 


Figura P2-3 Localización 
de fas diferencias de 


Ena AS secuencia en los clones de 
del higado — ¡ATOATACAATTTGAT cDNA del RNA de la ApoB 
aístado del hígado y del 
“ADo8 A > intestino (Problerna 7-9). 
) NS Ej Las secuencias de 

añ o aminoócidos codificadas 

CONA ATGATRIBATITGAT se muestran aineadas con 
del intestino mM YI + 


fas secuencias de CONA, 


guen encontrar sus sitios más rápidamente de lo que se esperaría 
par difusión? 

€. Aparúr de la explicación, ¿es previsible que una molécula de 
unión a sitios específicos del DNA encuentre más rápidamente su 
sitio diana en una población de moléculas de DNA cortas o en 
una población de moléculas de DNA largas? Asumir que la con- 
centración de sitios diana es la misma y que existe un sitio diana 
para cada molécula de DNA. 


7-8 La mayoría de las personas que son ciegas tienen ritenos 
circadianos que funcionan de manera independiente; es decir, 
sus ritmos no están sincronizados con indicaciones del tiermpo 
ambiental y oscilan en un ciclo de unas 24,5 horas. ¿Por qué los 
relojes circadiarios de los invidentes no están sincronizados con 
el mismo reloj de 24 horas de la mayoría de la población? Ímagi. 
nar qué síntoraas se podrían asociar a un reloj circadiano que 
funciona de manera independiente. ¿Los invidentes tendrán pro. 
blemas para dormir? 


7-9 — Enla sangre de los humanos se encuentran dos formas 
muy cercanas de la apolipoproteína B (ApoB) coma constituyen- 
tes de las lipoproteínas plasmáticas. La ApoB48 (masa molecular 
de 48 kilodalton) se sintetiza en el intestino y es un componente 
clave de los quilomicrones, las grandes partículas lipoproteicas 
responsables del transporte de los triglicéridos de la dieta hacia el 
tejido adiposo para su almacenamiento. La ApoB100 (masa mole- 
cular de 100 kilodalton) se sintetiza en el hígado y forma parte de 
las partículas lipoproteicas de muy baja densidad, mucho más 
pequeñas que los quilormicrones que participan en la distribución 
de triglicéridos entre los tejidos que tienen necesidades energétl- 
cas. Un conjunto clásico de estudios definió la sorpistdente rela- 
ción que existe entre estas dos proteínas. , 
Secuencias de copias de cONA obtenidas mediante la clona- ' 


- ción de los mismos mRNA de estos dos tejidos revelaron una sola 


diferencia: los cCDNA de las células intestinales tienen tuna TÍ, co” 
mo parte de un codón de terminación, en un punto en el que los 
CONA de las células hepáticas tienen una C, como parte de un co- 
dón de glutamina (Figura P7-3). Para comprobar las diferencias 
en los mANA y buscar las diferencias correspondientes en el ge- 
noma, se aislaron RNA y DNA de células intestinales y hepáticas - 
y luego se amplificaron por PCR, utilizando nucleótidos que . 
flanqueaban la región de interés. Los segmentos de DNA amplifi- 
cado de las cuatro muestras se analizaron estudiando la presericia . 
de T o € mediante la hibridación de ofigonucleótidos que conte- 
nían la secuencia de cDNA del hígado (olígo-Q) o la secuencia del 
CDNA del intestino (oligo-STOP). Los resultados se muestran enla 
Tabla P7-A. 

¿Las dos formas de ApoB se producen por contral transcrip- 
cional a partir de dos genes diferentes, por un control de procesa" 
miento de transcritos de RNA a partir de un solo gen o por corte 
diferencial del producto proteico a partir de un solo gen? Rezonat 
la respuesta. 


Tabla P7-1 Hibridación de oligonudeótidos especificos 
para amplificar segmentos de RNA y de DNA del hígado 
y Lon AnS des La 


La hibridación se indica con un + la ausencia de hibridación se indica 
conun—. 
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lanipulación de proteínas, 
DNA y RNA 


En muchas ocasiones, el progreso de la ciencia viene guiado porlos avances en le tecnología. 
La biología celular, por ejemplo, inició una nueva era cuando los Ópticos aprendieron a pu- 
hr pequeñas lentes con suficiente calidad como para observar las células y sus estructuras. 
Las innovaciones en la confección de las lentes, más que niagún avance conceptual o flo- 
sófico, permitieron a Hooke y van Leeuwenhoek descubrir un mundo desconocido de célu- 
las, donde minúsculas criaturas caían y giraban en una pequeña gota de agua (Figura 8-1). 

El siglo 04 promete ser un periodo particularmente emocionante para la biología. Los 
nuevos métodos de análisis de proteínas, de DINA y de RINA están avivando una explosión de 
información, ya que permiten a los científicos estudiar las células y sus macromoléculas de 
formas antes inimaginables. En la actualidad, disponemos de las secuencias de miles de mi- 
llones de nucleótidos, que proporcionen los mapas moleculares completos de centenares 
de orgarúsmos, desde microbios hasta gusanos, Moscas, perros, chimpancés y humanos. 
Contamos también con técnicas nuevas y potentes que facilitan el desciframiento dé esta 
información, y permiten no sólo compiler enormes catálogos detallados de genes y proteí- 
nas, sino también empezar a desentrañar cómo colaboran estos componentes formando cé- 
Julas y organismos funcionales. La meta ys nada menos que comprender por completo lo 
que sucede en la célula en respuesta a su entorno y a su interacción con las cémlas vecinas. 

- Queremos saber qué genes se activan, qué miENÁ transerito se encuentra presente y qué 

- proteínas són activas -dónde están situadas, con qué otras proteínas y otras moléculas se 
asocian y a qué putas pertenecen. Asimismo queremos entender cómo la célula gestiona con. 
éxito este asorabroso número de variables y cómo decide, al realizar sus diversas tareas bio- 
lógicas, entre un número casi ilimitado de posibilidades. Disponer de sernejante informa- 
ción peraitirá ernpezar a constreir un marco para delinear y, ocasionalmente, predecir, 
cómo trabajan los genes y las proteínas en su asentamiento de las bases de la vida, 

En este capítulo repasaremos algunos de los métodos más importantes utilizados para 
estudiar los componentes moleculares de les cétulas, centrándonos particularmente en las 
proteínas, el DNA y el RENA. También se considerará cómo se pueden separar los diferentes 
tipos cekulares de los tejidos y conseguir que crezcan fuera del cuerpo, y cómo se pueden 
zomper las células para aislar en forme pura sus orgánulos y macromoléculas constituyen- 
tes. Presentaremos la última tecnología utilizada para el análisis de la estructura proteica, su 
función y sus interacciones, y revisarernos los avances en la tecnología del DNA. recormbl- 
nente, que sigue revolucionando la comprensión de la himcionalidad cehalar. 

Las técnicas y métodos descritos han hecho posible los descubrimientos que se presen- 
tan a lo largo de todo este libro y son utilizados a diario por decenas de miles de científicos y 
científicas. 


AISLAMIENTO Y CRECIMIENTO DE CÉLULAS - 
EN CULTIVO | 


Aunque los orgánulos y las moléculas de mayor tamaño de una célula pueden ser observa- 
dos con el microscopio, la comprensión del funcionamiento de estos componentes requiere 
im análisis bioquímico detallado. La mayoría de los procedimientos bioquímicos parten de 
una gran cantidad de células que se rompen para acceder a sus componentes. Sila muestra 
es un trozo de tejido, compuesto de diferentes tipos cebulares, se obtendrá una mezcla hete- 
-rogénea de poblaciones celulares. Con el objetivo de obrener la mayor información posible 
sobre las diferentes células de un tejido, se han desarrollado estrategias de disgregación de 
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Figura £-1 Vida microscópica. Muestra de 
los “aniimálcaalos” vistos por Leeuwenhoek 
a través de 54 microscopio simple (lupa). 
(4) Bacterias observadas en el material que * 
extrajo de entre sus dientes, Las de la figura B, A 
fas describió como*primero nadando hacia 
adelante y luego hacia atrás” (1692), d 
(8) El alqa verde eucariota Volvax (1700). ; 
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las células de los tejidos y de separación de los diferentes tipos celulares. Estás técnicas per- 
miten obtener poblaciones celulares relativamente homogéneas, que pueden ser analiza- 
das de forma directa o después de incrementar en gran medida su aúmero tras permitirlas 
proliferar en cultivo, 


Las células pueden ser aisladas a partir de tejidos intactos 


Los tejidas san la mejor fuente de material, ya que representan a las células que podemos 
encontrar en el cuerpo. El primer paso del aislamiento de células individuales consiste en 
romper la matriz extracelular y las uiones intercelulares que mantienen woidas las células 
entre sí Con este propósito, normalmente, se trata una muestra de tejido con enzines 
proteolíticas (coro la bdpsina y la colagenasa) para digerir las proteínas de la matdz extra 
celular, y con agentes, como el ácido etilén diamín tetraacético O EDTA tethydenediaminete. 
traacétie acióh, que captaran el Ca* del que depende la adhesión célula-célula. Entonces, 
los tejidos pueden ser disociados en cébulas individuales mediante agitación suave. 

En algunas preparaciones bioquémicas, la proteína de interés se puede obrener en can 
tidad suficiente sde tener que separar el tejido o el órgeno en sus diferentes pos celulaxes, 
Bigunos ejeraplos son la preparación de histonas a partir de timo de ternera, la actina de 
músculo de conejo o la tubulina de cerebro de vaca. En otros casos, la obtención de una pro- 
teína concreta requiere el enriquecimiento en un tipo celular específico. Para separar los dí- 
ferentes tipos celulares a partir de una suspensión celular mbda, se utilizan diversos 
métodos, Una de les técnicas más comunes de separación celular se basa en el marcaje es- 
pecífico de las células con anticuerpos acoplados a un colorante Buorescente. El anticuerpo 
escogido se une específicamente a la superficie de un Único típo celular, Las células marta. 
das pueden ser separadas de las no marcadas mediante un clasificador celular activado por 
PRuorescencia, En este aparato destacable, las células pasan en “fila tudia” a través de un haz 
láser determinándose la Buorescencia de cada célula. Una boquilla vibratoria forme dimi- 
autas gotitas, la mayoría de las cuales contienen una célula o no contienen ninguna. En el 
momento de formarse, las gotitas que contienen una sola célula recibeñ automáticamente 
una cargá eléctrica positiva o negativa, dependiendo de si la célula es Suorescente ono lo es; 
a continuación, son desviadas par un potente campo eléctrico hacia un contenedor apro- 
piado. Los grupos de células que se forman ocasionalmente son detectados por $u mayor 
dispersión de luz y no reciben carga, de forma que caen en un contededor residual. Estas 
máguinas pueden seleccionar 1 cálula entre 1000 y clasificar varios miles células por segun- 
do (Figura 8-2). 

Las células de interés también pueden obtenerse mediante su disección a partir de cor- 
tes finos de tejido preparados para microscopía (véase Capítulo 2). En un protacolo están- 
dar, el carte de tejido se recubre con tura delgada capa de plástico y la región que contiene las 
células de interés se irradia con un haz de láser infrarrojo. Este pulso de luz láser funde un 
pequeño círculo sobre la película de plástico, bajo el que están unidas las células. Entonces 
estas células pueden separarse para su análisis posterior. Esta técnica, llamada microdisec- 
ción por capusra láser, puede utilizarse para separar y analizar células de diferentes áreas de 
1n tumor, permitiendo así comparar sus propiedades o su composición molecular con las 
de celulas normales adyacentes. Una técnica relacionada con la anterior utiliza un haz láser 
para recortar directarnente un grupo de células y catapultarlas aun contenedor “apropiado 
para su análisis posterior (Figura 8-3), 

Una población uniforme de células obtenida por cualquier método de separación pue- 
de utilizarse directamente para análisis bioquímicos. Después de romper las células me- 
diente un procedimiento mecánico, detergente o cualquier otro método, se pueden aislar 
tanto el citoplasma como los diversos orgánulos y purificar las moléculas de interés, 


Las células pueden hacerse crecer en una placa de cultivo 


Alnque las moléculas pueden ser punificadas a partir de tejidos, a menudo esta no es la fuen- 
te de material más recomendada, ya que requiere, por ejemplo, la recogida de muestras orgá- 
nicas en los mataderos. El problema no es sólo cuestión de comodidad. Normalmente las 
reses utilizadas como fuente de órganos no coleboran con la manipulación genética. Por otra 
parte, cuando se intenta purificar moléculas determinadas, la complejidad de los tejidos y dr- 
ganos intactos es una desventaja inherente al material. El cultivo celular aporta una pobla- 
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ción homogénea de células de las cuales se puede extraer material de forma más convenien- 
te para trabajar en el laboratorio, La mayoría de tipos celulares, tanto vegetales como anima- 
les sobreviven, se multiplican e incluso, eu condiciones adecuadas, expresan propiedades 
diferenciales en una placa de cultivo, Las células pueden visualizarse al microscopio o =nal- 
zaxse bioquímicamente y se pueden estudiar de forma sistemática los efectos de la adición 6 
eliminación de determinadas moléculas tales como hormonas o factores de crecimiento. 
Además, en cultivos mixtos pueden estudiarse las interacciones entre un tipo celular y otro. 

A menudo se dice que los experimentos con células cultivadas han sido realizados 
vitro Jiteralmente “en vidrio”); por el contrario de los experimentos realizados en organis-. 
mos litactos se dice que han sido realizados in vivo Qiteralmente “en el organismo vivo”). Es- 
tos dos términos pueden resultar confusos porque a menudo se utilizan en un sentido 
diferente por los bioquímicos, para los que ín vitro se refiere a las reacciones bioquémicas 
que se producen fuera de la célula mientras que in vivo se refiere a cualquier reacción que se 
produce dentro de una célula viva, aunque esté creciendo en cultivo. 
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Figura 8-2 Clasificador de células activado 


por fittorescencia. En primar lugar se 


determina la Ruorescencia de las células que 
pasan a través de un rayo láser. Las gotitas 
que contienen una sola célula reciben una 
carga negativa o positiva, según la célula ses 
fuorescente o no. Posteriormente las gotitas 
son desviadas en función de su carga, 
mediante un carpo eléctrico, hacía los tubos 
de recogida. Mátese que la concentración 
celulas debe ajustarse de modo que la 
mayoría de las gotitas no contengan ninguna 
célula por tanto, fluyarial contenedor 
residual junto con aquellas que contengan 


más de una cébala. 


Figura 2-3 Técnicas de microdisección para 
seleccionar células de cortes histológicos. 
Este método utiliza un rayo láser para escindir 
una región de interés y hacerla saltar a un 
contenedar; el método permite incluso el 
aislamiento de una sola célula a partir de 

una muestra de tejido. 
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El cultivo de tejidos ermpezó en 1907 con un experimento destinado a finalizar uria con- 
troversia de la neurobiología. La hipótesis que se discutía era conocida bajo el nombre de 
“teoría neuronal", la cual afirmaba que cada fibra nerviosa es waa prolongación de una sola 
célula nerviosa y no el producto de la fusión de varias céhulas. Para dilucidar esta polémica se 
colocaron pequeños fragmentos de médala espinal en plasma coaguwado dentro de una cá- 
mara hímeda y caliente y se observaron al microscopio a invervalos regulares de tiempo. Al 
cabo de un día aproximadamente se pudo observar cómo las distintas células nerviosas emi- 
tían prolongaciones largas y finas (axones) hacia el plasma coagulado. De esta manera que» 
dó demostrada la teoría neuronal y se establecieron las bases de la revolución del cultivo 
celular. 

Estos experimentos inicíales implicaban el cultivo de pequeños fragmentos de tejida 
denominados explantes, Er la actualidad, los cultivos se preperan habivualmente a partir de 
suspensiones de céfulas obtenidas por disociación de tejidos, tal como se ha descrito. A di- 
ferencia de las bacterias, la mayor parte de las células de los tejidos no están adaptadas para 
crecer suspendidas en fuídos, de forma que necesitan una superficie sólida sobre la que po- 
der crecer y dividirse. Actualmente este soporte lo constituye una superficie de plástico de 
una placa de culeivo. Sin embargo, los distintos tipos celulares tienen requerimientos dife- 
rentes, de forma que algunos de ellos no crecen o no se diferencian, a menos que la placa de 
cultivo esté recubierta con materiales que faciliten la adhesión celular, teles como la potikisi- 
na o componentes de nariz extracelular. 

Los cultivos preparados directamente a partir de los tejidos de un organismo, con o sin 
fraccionamiento previo, reciben el nombre de cultivos primarios. En la mayoría de los casos, 


tas células de los cultivos primarios pueden recuperarse de la placa de cultivo y recultivarse - 


repetidamente utilizándose para formar un gran número de cultivos secundarios (pases). De 
esta forma las células pueden ser subcultivadas de jorma repetida durante semanas O meses. 
A raenudo estas células muestran propiedades diferenciadas típicas que hacen referencia a 
sus orígenes (Figura 8-4): los £broblastos continúan segregando colágeno; las células deri- 
vadas del músculo esquelético embrionario se fusionan formando Bbras musculares gigan- 
tes que se contraen espontáneamente en la placa de cultivo; las células nerviosas emiten 
axones excitables por vía eléctrica y que establecen sinapsis con otras células nerviosas; las 
células epitetiales forman extensas láminas con las propiedades de un epitelio intacto. Pues- 
to que estas propiedades se rnantienen en los cultivos, resultan accesibles al estudio a través 
de sistemas y técnicas que no se pueden aplicar en los tejidos intactos. 

Los cultivos celulares no sólo se limitan a células animales. Cuando se cultiva un trozo 
de tejido vegetal en un medio estéril, suplementado con nutrientes y reguladores de creci- 
miento apropiados, muchas células proliferan de forma indefinida de manera desorganiza- 


_da y producen una masa de células indiferenciadas denominada callo, Si los nutrientes y los 


reguladores de crecimiento son manipulados cuidadosamente, a partir del callo se pueden 
inducir los rmeristemos de la raíz. y de los brotes, Al final, en muchas especies se logra la re- 
generación de una nueva planta. De forma sicollar a los cultivos de células animales, los cul 


tivos de callo-se pueden disociar en células aisladas que se dividen y crecen en cultivos en - 


suspensión (véase Figura 8-41). 
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Figura 2-4 Micrografía de contraste de fases 
de células en cultivo. (A) Fibrobíastos de 

ratón en cultivo, (B) Miobfastos de pollo en 
cultivo que se fusionan y forman fibras 
musculares plurinecieadas, (() Células 
nerviosas purficadas del ganglio retiniano 

de la rata. (D) Células de tabaco en cultivo me 
fíquido, (A, cortesía de Daniel Zicha; B, " 
cortesía de Rosalind Zalin; C, de A. Meyer- 
Franke et al, Neuron 15:805-819, 1995, 

Con la autorización de Elsevier; D, 

cortesia de Gethin Roberts) 
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Las líneas celulares eucariotas son una fuente muy utilizada 
para la obtención de células homogéneas 


Los cultivos celulares obtenidos a partir de tejidos disgregados tienden a sufrir un problema: 
al nal las células mueren. La mayoría de las células de los vertebrados dejan de dividirse en 
cukivo tras un número Énito de divisiones celulares, proceso conocido como senescencia ce- 
lular replícativa (véase Capítulo 17). Por ejeraplo, los fibroblastos humanos en cultivo dejan 
de dividirse tas 25-40 divisiones. En estas células, la capacidad de proliferación limitada es- 
tá asociada al acortamiento progresivo y ala pérdida de protección de los telómeros de la cé- 
tula, que son las estructuras de DINA y proteína situadas en los extremos de los cromosomas 
fvéase Capítulo 5). Las cébulas somáticas del cuerpo humano tienen desactivada la produc- 
ción de la telomerasa, una enzima responsable del raantenimiento de los telómeros, por lo 
queen cada división sufren un acortamiento de los telómeros. Sin embargo, los Bbrobiastos 
htunanos a menudo pueden protiferar indefinidamente en cultivo sí se les aporta el gen que 
codifica la subunidad catalítica de la telomerasa; entonces pueden propagarse coro una lí- 
nea celular “inmortalizada”. 

No siempre es posible obtener lmeas de células hlenianes inmortelizadas del modo ante- 
rior. Aunque los telómeros permanezcan intactos, las células pueden dejar de dividirse tras un 
raímero limitado de divisiones. Este fenómeno es debido a que las condiciones del cultivo E- 
nalmente activan mecanismos de control del ciclo celular (descritos en el Capítulo 17) que cor- 
ducen a una parada del ciclo celular o “choque en cultivo”. Para inmortalizar estas células es 
necesario hacer algo más que introducir la telomerasa: debemos inactivar los mecanismos de 
control introduciendo determinados oncogenes promotores de cáncer que derivan de virus 
tumorales (uratado en el Capítulo 20). A diferencia de las células humanas, la mayoría de las cé- 
lutas de los roedores no desactivan la telomerasa, por lo que sus telómeros no se acortan en 
cada ciclo de división celular. Por lo tanto, algunas de esas líneas pueden dividirse indebinida- 
mente en cultivo evitando así el “choque en cultivo”. Además, cuando las células de roedores 
están en cultivo suelen sufrir cambios genéticos que inactivan los mecanismos de control, 
produciéndose así líneas celulares inmortalizadas de forma espontánea. 

Armenudo se pueden preparar de forma más fácil líneas celulares humanas a partir de 
células cancerosas. pero estos cultivos dífierea en varios aspectos de las preparadas a partir 
de células normales y se les denomina líneas celulares transformadas. De esta manera las 4- 
neas de células cancerosas pueden crecer sia adherirse a ninguna superficie y proliferan en 
una placa de cultivo hasta una densidad mucho mayor ala de las células normales. Experi- 
reentalmente se pueden inducir propiedades similares a éstas en células normales, median- 
te la transformación con un virus inductor de tumores o con una sustancia química. A 
menudo, las líneas celulares transformadas resultantes son capaces de provocar tumores si 
se inyectan a un animal (aunque esta propiedad la presenta una pequeña proporción de la 
población, denominada células madre cancerosas descrita en el Capítulo 20). 

Las líneas celulares, tanto transformadas como.no transformadas, resultan muy útiles 
para la investigación celular puesto que suponen una fuente de grandes cantidades de célt- 
las de un tipo uniforme; además, presentan la ventaja de poder ser guardadas en nitrógeno 
líquido a-196 *C durante un periodo indefinido de tiempo, manteniendo la viabilidad des- 
pués de descongeladas. Sin embargo, es importante tener presente que las células de ambos 
tipos de líneas celulares casi siempre difieren notablemente de las células normales de las 
que derivan. - 

En la Tabla 8-4 se enumeran algunas de las líneas celulares utilizadas con más frecuen- 
cia, Cada línea celular presenta diferentes ventajas. Por ejemplo, las líneas celulares epitelia- 
les PtK, derivadas de la rata canguro, permanecen planas durante la mitosis (a diferencia 
de la mayoría de células, que se redondean) y permiten la observación del aparato mitótico 
en accion. .. e 


Las células madre embrionarias podrían revolucionar la medicina 


Desde un punto de vista médico, es prometedor el desarrollo de cultivos a partir de líneas de 
células madre embrionarias humanas (ES: human embryonic stem cell lines). Estas sorpren- 
dentes células, obtenidas de la masa interior del embrión en fases tempranas, pueden proli- 
ferar indefinidamente en cultivo a la vez que mantienen una initeda capacidad de 
diferenciación. Las células cultivadas en placas, cuando se someten a mas condiciones de 


fases termpranas del desarrollo embrionario, pueden diferenciarse a cualquier tipo celular ' 
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Tabla 8-1 


aa 004 de 75 + filiroblasto (ratón) — 


BO fibroblasto (hámster sitio)... 

MDOK do célula epitelial (perro) * Ne 

Hela Co. 0 célala cpitellal (humana) 

Pua "7 célula epttelial (rata canguro) 000 

L8 pra mioblasto (rata) ¡ 

EEE Ñ célula cromafínica trata]. Ñ 

$e2 célula plasmática (ratón) al 

COS der dñón fmonal Ea : 

293 tiñón (humano) transfcrmadá ¿onadenovirús”. Ed 

CHO ovario thámsterchino) O o EN 
OT40 célula de tinforna para recombinación dirígida eficiente (polio) 
mn células madre embrionarias fratón) O 
E14.1 células madre embrionarias (mrón) 37 

H1,H9 células madre embrionarias (humana) 

52 células semejantes a macrófagos (Drosophila) 

8Y2 células meristemáticas indiferericiadas (tabaco) * 


* Muchas de estas líneas celulares derivan de tumores Todas ellas son capaces de multiplicarse indefinidamente 
en cultivo y expresan por lo renos algunas de las propiedades diferenciales de su origen celular 


del cuerpo, incluyendo las células germinales (Figura 8-3). Sus descendientes en el embrión 
son capaces de integrarse a la perfección en cualquier sitio que ocupen, adoptando el ea- 
rácter y el coroportamiento de las células normales que residan en ese lugar. 

Las células ES, derivadas de embriones humanos en fases tempranas del desarrollo, 
presentan propiedades similares a las de origen murino. Estas células suponen una fuente 
inagotable de material que puede ser usado para reemplazar y reparar tejido humano ma- 
dura, Los experimentos en ratón sugieren que, en un futuro, será posible el uso de células ES 
para producir células especializadas en terapias destinadas a reemplazar las fibras de la 
musculatura esquelética que han degenerado en pacientes de distrofía muscular, las células 
nerviosas qué mueren en enfermos de Parkinson, las células seccetoras de insulina que se 
han destruido en los diabéticos de tipo l y las células cardíacas muertas tras un ataque deco- 


cétulas de la masa interna 


células ES en cultivo 


embrión temprano 
(biastacista) 


Figura 8-5 Células madre embrionarias (ES] 
derivadas de un embrión. Estes células en 
cuftivo pueden dar lugar a tados los tipos 
celulares del cuerpo. Las células ES son 
extraídas de la masa interna celular de un 
embrién temprano y se pueden mantener 
indefinidamente en cultivo coma células 
madre (se explica en el Capítulo 23) Si estas 
células son introducidas de nuevo en un 
embrión, se pueden integrar perfectamente 
y diferenciarse según el entomo en el que se 
encuentren. Las células también se pueden 
mantener corno una linea celular inmortal 
en cultivo y suplementarias con hormonas 

o factores de crecimiento para inducir 

su diferenciación en tipos celulares 
determinados. (Basado en E. Fuchs 

y LA. Segré, Cefí 100:143-155, 2000, 

Con la autorización de Elsevier) 
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rezón. Tal vez, algrín día se puedan hacer crecer órganos enteros a partir de células ES me- 
diante ina recuperación del crecimiento embrionario. Sin embargo, se tiene que evitar el 
trasplante directo de células ES en individuos adultos, ya que pueden producir los humores 
denominados teratoras. 

Existe otro gran problema asociado a la utilización de células ES para la reparación de 
tejidos. Las células trasplantadas podrían diferir genéticamente de las células del individuo 
receptor. Ea este caso, el sistema inmunitario del paciente receptor rechazará y destruirá las a 
células del donante. Este problema se evita si las células utilizadas para la reparación son ca 
obtenidas del propio cuerpo del paciente receptor. Tal como se menciona en el Capítulo 23, 
numerosos tejidos adultos contienen células madre dedicadas a la producción continua de 
uno o varios tipos celulares especializados. Un objetivo inaportarte en la investigación con 
células madre es la manipulación del comportamiento de las células madre adultas pará su 
uso en la reparación tísular. 

Sin erbargo, la tecnología de las células ES también ofrece la posibilidad de afrontar el 
problema del rechazo inmunológico mediante la estrategia denominada “cianación tera- 
péturica” como explicaremos a continuación. 


+ 
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El trasplante del núcleo de células somáticas puede ser e b 
un mecanismo para generar células madre personalizadas 


El término “donación” se ha utilizado de manera muy confusa ya que aglutina la descripción 
de varios procedimientos distintos, Es importante entender los diferentes significados, espe- 
cialmente en el contexto del debate público sobre la ética y la investigación con células madre. 

Como definen los biólogos, wa clon es simplemente un grupo de individuos que son ge- 
néticamente idénticos ya que descienden de un ancestro común. El tipo más simple de cio- 
nación es la clonación celular Esto es, el aislamiento de tina única célula madre epidérmica 
de la piel dejándola crecer y dividirse en cultivo para obtenez un gran clon de células epi- 
dérmicas idénticas, que pueden ser utilizadas para ayudar a reconstruir la piel desnuda de 
un paciente quemado. Esta clase de clonación no es más que una extensión, por medios ar- 
tíficiales, de los procesos de proliferación y reparación celular que ocurren normalmente en 
el cuerpo humano. 

La clonación de animales pluricelulares enteros, denominada clonación reproductiva, 
es ta empresa muy diferente. implica un plantezmiento mucho más radical que el turso 
ordenado de la naturaleza. Normalmente, cada animal tiene una madre y un padre y no es 
genéticamente idéntico a ninguno de ellos. La necesidad de los dos progenitores y la unión 
sexual no son necesarias en la clonación reproductiva. Este complicado fenómeno se ha 
conseguido en algunas especies de mamíferos, tales como los corderos y otros animales 
domésticos, mediante el trasplante de núcleo de células somáticas. El procedimiento co- adulto se utilizan para la clonación 
mienza con un óvulo no fecundado. El núcleo de esta célula haploide se sueciona y es reerm- reproductiva o para generar células ES 
plazado por un micleo diploide de una célula somática. La célula donante diplvide proviene ' personalizadas trambién denominada 
por lo general de un tejido de un individuo aduito. La célula híbrida, formada por un núcleo clonación terapéutica). 
donante diploide introducido en el citoplasma de tun óvulo receptor, se desarrolla en un o. 
cultivo durante un intervalo corto de tiempo. Este procedimiento en algunos casos genera CLONACIÓN 
va embrión temprano, el cual se implanta en el útezo de la madre nodriza (Figura 8-6). REPRODUCTIVA 


Figura 8-6 Clonación reproductiva 
y terapéutica. Las células de un tejido 


Se 

Sy 
09809 
células de tejido adulto 


que contienen el genoma 
que sé quiere clonar 


qu 
ternero 


embrión implantado 
én una madre adopiva 


1-5 
0d FUSIÓN CELULARA, DIVISIÓN 


DIVISIÓN 
Husa ; O INYECCIÓN / CELULAR : las células de un embrión 
mielótico ; ¿ E Li temprano se transfieren 
A NUCLEAR embrión e 
E q e e temprano ? Una 2 de cultiva 
rd z 
e ás células ES 
óxvula no extracción | ; 
fecundado de —, del núcleo [99] 
una hembra adulta — del óvulo Ñ E 
CLONACIÓN 


TERAPÉUTICA 


PO 


A A A TT nd atan a e e 


a a A A a 


A A A A 


508 Capítulo 8: Manipulación de proteinas, DMA y RIMA 


Con suerte, se desarrolla tn erobrión normal y, por último, un huevo animal. Un individao 
producido por clonación reproductiva de esta manera, debería ser genéticamente idéntico 
al individuo adulro que donó la célula diploide (exceptuando una pequeña cantidad de ma- 
teríal genérico mitocondrial que es inherente al propio ckoplasima del óvulo). 

La donación terapéutica, que es muy diferente de la clonación reproductiva, emplea la 
técnica del trasplante del núcleo de células somáticas para producir células ES personaliza- 
das (véase Figura 8-6). En este ceso, el embrión termprano generado por trasplante nuclear, 
que está formado por unas 200 células, no se transfiere al útero de tina madre nodriza. Por el 
contrario, este ernbrión es utilizado como fuente de células ES, que son dHerenciadas en cul 
tivo, con el interés de generar distintos pos celulares que podrían ser utilizados para la re- 
paración de tejidos. Las células originadas por este procedimiento son casi idénticas 
genéticamente al donante del núcleo original, por lo que pueden ser trasplantadas de nue- 
vo al dogente sinda preocupación de un rechazo inmunológico. 

La transferencia nuclear de céhulas somáticas tiene potencialmente beneñcios adicio- 
nales para el estudio de las enfermedades humanas hereditarias. Las células ES que kan re- 
cibido un núcleo somático de un individuo con uda enfermedad hereditaria, pueden ser 
vtilizadas deectamente para estudiar el mecanismo por el cual se desarrolla la enferrnedad. 
Esto se puede realizar mientras las células ES son inducidas a diferenciarse en diversos tipos 
celulares. Células ES específicas para una enfermedad, y su progenie diferenciada, pueden 
ser utilizadas para el estudio de la progresión de estas enfermedades y el desarrollo de nue- 
vos fármacos para su tratamiento. Estas estrategias están aún en fases muy tempranas, e in- 
cluso en algunos países ciertos aspectos de esta tecnología están fuera de la ley. Está adn por 
determinar sí las células ES humanas se pueden producir por transferencia nuclear y si po- 
drán satisfacer las grandes esperanzas que los científicos han puesto en ellas, 


Las líneas celulares de hibridomas son fábricas 
que producen anticuerpos monoclonales 


Corno se ha señalado, los anticuerpos son unas herramientas muy útiles en biología celular. 
Su gran especificidad permite una visualización precisa de proteínas específicas entre las va- 
rías miles que produce cada célula, Los anticuerpos se producen. habitualmente mediante la 
inoculación de la proteína de interés en animales y a continuación se purifican los anticuer- 
pos específicos contra la proteina a partir del suero del animal. Sin embargo, a partir de un 
único animal inoculado sólo se pueden obtener cantidades limitadas de anticuerpos; estos 
anticuerpos producidos serán de naturaleza heterogénea, ya que reconocerán un repertorio 
de zonas antígénicas de una misma mecrormolécula, la cual puede diferir entre distintos axi- 
males. Sin embargo, los anticuerpos específicos para un determinado antígeno suelen ser una 
pequeña parte del total de anticuerpos encontrados en el suero, Una tecnología alternativa, 
que permite la producción infinita de anticuerpos idénticos y qué incrementa su especifici- 
dad, y la metodología basada en el uso de anticuerpos, es la producción de anticuerpos rmo- 
noclonales en Hneas celulares de hibridornas. 

En 1975, el desarrollo de este tipo de tecnología revolucionó la producción de anticuer- 
pos como herramientas en biología celular así como paza el diaguóstico y el tratamiento de 
ciertas enfermedades como la artritis reumatoide y el cáncer. El procedimiento requiere el 
uso de la tecnología de células híbridas (Figuera 8-7) y se basa en propagar un clon de célu- 
las a partir de un solo linfocito B secretor de anticuerpos, coa lo que se pueden obtener gran- 
des cantidades de una preparación homogénea de anticuerpos. Sin embargo, el problerna es 
que los Enfocitos B tienen una vida limitada en cultivo. Para solucionar esta Hrnitación, se 
fusionan linfocitos E individuales productores de anticuerpos, procedentes de un ratón o 
de una rata inmunizada, con células derivadas de una línea celular transformada de linfoci- 
tos B. Esto puede generar híbridos que presentan tanto la capacidad de producir un deter- 
minado antícuerpo como la capacidad de raouitiplicarse indefinidamente en cultivo. Estos 


Hhibridomas se propagan como clones individuales, cada uno de los cuales constituye una 


fuente permanente y estable de un anticuerpo monoclonal (Figura 8-8). Cada tipo de anti- 
cuerpo monocionel reconocerá un solo tipo de lugar antigénico, corno un grupo concreto de 
cinco o seís cadenas laterales de aminoácidos de la superficie de una proteína. La especifici- 
dad uniforme de estos anticuerpos monoclonales determina que seanima herramienta ru. 
cho más útil quelos antisueros convencionales en la mayoría de los casos. 


Una gran ventaja de la técnica de hibridoras consiste en que los anticuerpos moro: 


clonates pueden hacerse contra moléculas que sólo constituyen una pequeña parte de una 
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mezcla compleja. En un antisuero ordinario contra esa mezcla, la proporción de moléculas 
de anticuerpo que reconocen los componentes misoritarios sería demasiado pequeña para 
ser útil Pero si los Enfocitos B que producen los diferentes componentes de este antísueto se 
transforman en hibridomas, será posible seleccionar clones de híbridoma individuales para 
seleccionar el que produce el anticuerpo monoclonal del tipo deseado y propagar indefirú- 
damente el hibridoma seleccionado para producir el anticuerpo requerido en cantidades i- 
mitadas, En principio, pues, se puede obtener un anticuerpo monoclonal contra cualquier 
proteína de una nuestra biológica. 
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Figura 2-7 Producción de células bibridas. 
Es posible fusionar dos células para formarun 
heterocariante: una célula combinada con das 
núdeos diferentes. Normalmente, una 
suspensión de células se trata con ciertos 
vicús inactivados o con polletilenalical, 
ambos alteran la menbrana plasmática de 
las células de manera que se induce la fusión 
celular, Finalmente un heterocarionte entra 
en mitosis y produce una célula híbrida en 

fa que las dos envueltas nudeares se hen 
disoregado, permitiendo que todos los 
cromosomas se concentren en un solo 


«núdeo, Estes células hibridas generan líneas 


cobiares híbridas inmortales. Si una de 

las células precursoras procede de una linea 
celular tumoral, la céltda hibrida se Harna 
hibridóma, 


Figura 3-3 Preparación de hibridomas 
secretores de anticuerpos monocdonales 
contra tun antígeno determinado, En esta 
figura, designaremos al antígeno de interés 
como “antígeno X”.El medio de crecimiento 
selectivo utilizado contiene un inhibidor 

fa arminopterina) que bloquea las rutas 
normales de biosíntesis através de las que se 
sintetizan los nucleótidos. Por consiguiente, 
las células fenen que utilizar una ruta 
alternativa para sintetizar sus ácidos 
nucleicos, La línea celular mutante derivada 
del turnor de células B es deficiente pora esta 
vía, pero no así las células normales 
obtenidas del ratón inmunizado. Puesto que 
ninguno de los dos pos celulares utilizados 
para la fusión inicial puede vivir y proliferar 
separado del otro, ten sólo sobreviven los 
hibridomeas. 
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Una vez obtenido el anticuerpo, puede utilizarse para localizar una proteína en células 
y tejidos, para seguirsus desplazamientos y para purificar esa proteína para el estudio de su 
estructura y función, 


Resumen 


Los tejidos se pueden disociar en sus componentes celulares, a partir de los cuales pueden purificar 
se diferentes tipos celulares que se utilizan para análisis bioquímico o para establecer cultivos celu- 
lares. Muchos tipos de células animales y vegetales sobreviven y proliferan en una placa de cultivo sí 
se les suministra el medio de cuftivo adecuado conteniendo nutrientes y componentes moleculares 
apropiados. Aunque la mayoría de las cótulos animales mueren después de ten nímero finito de dí 
visiones, en los cultivos surgen espontáneamente células vacantes inmortales, o son generadas pue 
diante manipulación genética, que pueden ser mantenidas de forma indefinida como líneas 
celulares. Las células madre embrionarias pueden proliferar indefinidamente envurna placa de cul 
tivo manteniendo las propiedades de diferenciación en los distintos tipos celulares del cuerpo. Este 
hecho les confiere grandes expectativas médicas. Los hibridomas se emplean amernudo para produ- 
cir canzidades ilimitadas de anticuerpos monoclonales uniformes que se utilizan para detectar y 
purificar proteínas celulares, así corno para el diagnóstico y el tratamiento de enfermedades. 


PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 


El reto de aislar un único tipo de proteína, de entre los miles de ellos que están presentes en 
una célula, es formidable pero es necesario afrontarlo si se quiere estudiar la función de esta 
proteía la vitro. Como veremos más adelante en este capítulo, la tecnología del DNA recom- 
binante sicoplfica enormemente el trabajo, consiguiendo que las células produzcan gran can- 
tidad de una proteína determinada, conviriendo asísu parificación en una tarea más sencilla, 
Álnque la fuente de la proteína sea tanto una célula reenipulada como un tejido natual, el 
procedimiento empieza por lo general con un sublraccionamiento celular para reducir la 
complejidad del material, seguido de diferentes pasos que incrementan la especificidad. 


Las células pueden separarse en sus distintos componentes 


Para purificar una proteína primero debe ser extraída del interior celulez. Las células pueden 
disgregarse de varias maneras: pueden someterse a choque osmótico o a vibraciones ultra- 
sónicas, hacerse pasár a través de un pegueño orificio o molerse. Estos procedimientos rom 
pen muchas de les membranas de la célula Gncluidas la membrana plasmática y la del 
retículo endoplasmático) en diversos fragmentos que se unen de inmediato y forman pe- 
queñas vesículas cerradas, 6in embargo, si estos procedimientos de disgregación se aplican 
con cuidado, dejan fandamentalmente intactos diversos orgámdos como el núcleo, las mi- 
tocondrias, el complejo de Goigl los lisosornas y los peroxisormas. Así, la suspensión de Cé- 
lulas queda reducida a una espesa sopa (denominada homogenado o extracto) que contiene 
una gran diversidad de partículas unidas a membrana, cada una de un femaño, una carga y 
una densidad característica. Si se ha escogido bien el medio de homogeneización (mediante 
el sisterna de ensayo y error para cada orgánulo), los diferentes compartimientos incluyen 
do las vesículas derivadas del retículo endoplasmático, llamadas microsomas- conservan la 
mayor parte de sus propiedades bioquímicas originales. 

A costinuación, es necesario separar los diferentes componentes de este homogeriado. 
Este proceso sólo es posible gracias al desarrollo comercial, a principios de la década de 
1940, de un instromento conocido con el nombre de ultracentrifugadora preparatita, en el 
que los preparados de células rotas se exponen a altas velocidades de giro (Figura 8-9). Este 
tratamiento separa los componentes celulares en función de su temaño y de su densidad: en 
general, las unidades mayores experimentan mayores fuerzas centrífugas y se desplazan por 
el tubo con más rapidez. A una velocidad de centrifigación relativamente reducida sedi- 
mentan los componentes de tamaño mayor, como los núcleos y las células enteras, forman- 
do un precipitado en el fondo del tubo de la centrifugadora; a una velocidad algo superior se 
deposita 1 precipitado de mitocondrias, y a velocidades aún más altas y coñ periodos de 
centiifugación más prolongados, se pueden recoger primero las pequeñas vesículas cerra- 
des y luego los ribosomas (Figura 8-10). Todas estas fracciones son impuras, pero se pueden 


cámara acorazada material sedimentado 


refrigeración 


Figura 8-9 La ultracentrifugadora 
preparativa. La muestra se coloca en unos 
tubos que quedan insertados en un anillo 
de orificios cilíndricos de tin rotor metálico, 
La rápida rotación defrotor genera unas 
fuerzas centifugas enormes que provocan 
la sedimentación de las partículas de la 
muestra. El vacío disminuye el rozamiento, 
lo guse evita el calentamiento del rotor, y el 
sisterna de refrigeración puede mantener 
la muestra a 4% 
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figura 2-10 Fraccionamiento celular por centeifugación. Centrifugaciones repetidas a 
velocidades progresivamente mayores permiten fraccionar los extractos celulares en 
siss Componéntes, En general, cuanto menor sea el tarnaño del componente suboelular 
mayor será la fuerza centrifuga necesaria para sedimentario. Los valores normales de 
las diversas etapas de centrifugación mostradas en la figura son fas siguientes: 
velocidad baja: 1000 veces la fuerza de la gravedad durante 10 minutos 

velocidad media: 20.000 veces la fuerza de la gravedad durante 20 mineros 

velocidad alta: 80,000 veces la fuerza de la gravedad durante t hora 

velocidad rauy alta: 150,000 veces la fuerza de la gravedad durante 3 horas 


eliminar muchos de sus contaminantes resuspendiendo de nuevo los precipitados y repi- 
tiendo varias veces el procedimiento de centrifugación. 

El método de centrifugación constituye el primer paso de la mayoría de fraccionamien- 
tos, pero sólo separa los componentes que son muy diferentes de tamaña, Se puede obtener 
un mayor grado de separación depositando el homogenado, en forma de banda estrecha, 
enla parte superior de una solución salina diluida con la que se Hena el tubo de centrifuga- 
dora. Cuando se centrifuga, los diversos componentes de la mezcla se desplazan a través de 
la solución salina como series de bandas distintas, cada una a diferente velocidad, en un 
proceso denominado sedimentación por velocidad (Pigura £-114). Para que el procesa sea 
efectivo, se debe impedir que las bandas se mezcien por convección, cosa que sucede habi- 
tualmente cuando una solución densa (p. ej., conteniendo orgánulos) se halla en la parte su- 
períor de otra de menor densidad (Ja solución salina). Esto se consigue rellenando el tubo de 
centrifugadora con un gradiente de sacarosa preparado con un aparato especial de mezcla- 
do. El gradiente de densidad resultante, con la zona más densa en el fondo del tubo, consi- 
gue que cada una de las regiones de la solución salina sea más densa que la selución 
superior, evitando así el mezclado por convección que distorsionaría la separación. 

Cuando el homogenado sedimenta a través de estos gradientes de densidad, se separan 
los diferentes componentes celulares en distintas bandas que se pueden recoger de forma 
individual. La velocidad a la que sedimenta cada componente depende fundamentalmente 
de su tamaño y de su forma; $e expresa como coeficiente de sedimentación o valor $. Las ul- 
tacentuifugadoras actuales pueden alcanzar velocidades superiores 480.000 rpxa y prodtacir 
fuerzas de más de 500.000 veces la de la gravedad. A estas enorioes fuerzas se pueden sepa- 
rax en función de su tamaño incluso macromoléculas tan pequeñas como las moléculas de 
TRNA y las enzimas sencillas, . 

La ultracentrifagadora se utiliza tanabién para separar los componentes celulares en 
función de su densidad de Hotación, con independencia de su tamaño y farma. En este ca- 


so, generalmente la muestra se sedimenta a través de un gradiente amplio que contiene una. 


concentración muy elevada de sacarosa o de cloruro de cesio. Cada componente celular em- 
pieza a descender par el gradiente como en la Figura 8-114, hasta que llega a una zona en la 
que la densidad de la solución es igual a su propia densidad. En este lugar del tubo, el 
componente flota y ya no puede desplazarse más, Por consiguiente, en el tubo de la centri- 
fugadora se forman series de bandas distintas, siendo las bandas que contienen los compo- 
nentes de mayor densidad de flotación las que se hallan más cerca del fondo del tubo de la 
centrifugadora (Figura 8-118). El método, denominado sedimentación de equilibrio, es sui- 


cienternente sensible para separar macromoléculas que han iacorporado isótopos pesados, 
corao el 15€ o el ÓN, de las mismas macromoléculas no marcadas que contienen los isóto- . 


pos habituales, más ligeros (2C o NJ. De hecho, el método del cloruro de cesio fue desa- 
rrollado en 1957 para separar el DNA mercado del no marcado producido después de la 
exposición de una población de bacterias en crecimiento a precursores de nucleótidos con 
15N este experimento clásico proporcionó la prueba directa de la replicación semiconser- 
vativa del DNA (véase Figura 5-3), 


Los extractos celulares proporcionan sistemas útiles . 


para el estudio de las funciones celulares . . 


El estudio de los orgánulos y de otros componentes subcelulares de gran tamaño obtenidos 
por ultracenocfugación ha constituido un avance muy lroportante en la determinación de las 
funciones de los diferentes componentes de la célula. Así, por ejeraplo, diferentes experi- 
mentos con mitocondrias y choroplastos purificados por centrifugación demostraroa la fun- 
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ción central de-estos orgánulos en la conversión-de energía a formas utilizables por la célula. 
Andlogarnente, se han separado las vesículas formadas a partir de fragmentos del retículo en- 
doplasmético liso y del retículo endoplasmático rugoso (microsomas) y se han analizado co- 
meo modelos funcionales de estos mismos comparimientos en las cébulas intactas. 

Igualmente, extractos celulares altamente concentrados, sobre todo de ovocitos de 
Xenopus laevis (sapo de uñas africano) ban desempeñado un papel crítico en el estudio de 
procesos tan complejos y altamente organizados corno es el ciclo de división cebular, la se- 
paración de cromosomas en el huso mitótico y los procesos de transporte vesicular involu- 
crados en los desplazamientos de les proteínas desde el retículo endoplasmático, a través 
del complejo de Golgí, hasta la membrana plasmática. 

Los homogenados celulares también proporcionan, en principio, el material de partida 
para una separación completa de los componentes macromoleculares de una célula: Á con- 
tinuación estudiaremos cómo se consigue esta separación, centrándonos en las proteínas. 


Las proteínas pueden separarse mediante cromatografía 


Las proteínas se fraccionan mediante cromatografía en columna, técnica en la que se hace 
pasar una mezcla de proteinas en solución a través de una columna que contiene una mabiz 
sólida porosa; Las diferentes proteínas de la mezcla se retrasan más o menos a causa de su 
interacción con la matuz de la columna y se recogen por separado a medida que fluyen por 
elextremo inferior de la columna (Figoera 8-12). En función del tipo de matriz que se utilice, 
las proteínas se pueden separaz en función de su carga (cromatografía de intercambio ióni- 
co), de su bidrofobicidad (cromatografía hidrofóbica), de su tamaño (cromatografía de fil- 
tración) o de su capacidad para unirse a determinados grupos químicos (cromatografía de 


afinidad). 


Figura 8-41 Comparación entre los ' 
svétodos de sedimentación por velocidad 
y equilibrio. (18) En la sedimentación por 
velocidad, la rsestra se coloca sobre 

na solución diluida de sacarosa y los 
componentes subceldares sedimenten 4 
dllerentes velocidades de acuerdo COn su 
forma y taernaño, Paro estabilizar las bandas 
que sedimentan y evitar que se mezclen por 
fenórnenos de conección originados por 
pequeñas diferencias de temperatura o de 
concentración de los soluíoas, el tubo 
contiene un gradiente continuo de sacarosa 
de concentración creciente hada el fondo 
del tubo normalmente desde 5% a 20% 

de sacarosa). Tras la centrífugación, los 
diferenzes coraponentes se recogen por 
separados la forma más sendila de hacerlo 
consiste en perforar el tubo de la 
centrifugadora y recoger gota a gota el 
contenido, tel como Hustra la Eiqura. 

(8) En la sedimentación de equilibrio, los 
componentes subceluleres también se 
centrifugan en un gradiente; en el interior 
del llauido, los compónentes de la muestra 
se desplazan aoibs y abajo del tubo hasta 
alcanzarla zona en la que la densidad de 

la solución es igual a su propia densidad, 
Aunque aquí se presenta un gradiente 

de sacarosa, en la separación de proteínas 
y de ácidos nucleicos normalmente se 
utilizar, gradientes de densidad preparados 
con cloruro de cesto. Las bandas finales, en el 
equilibrio, se pueden recoger como en (A), 


PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 


Actabmente se comercializan un gran púmero de tipos diferentes de rmaliz para ero- 
matografía (Figura 9-13). Las cobunanas de intercambio iónico están llenas de pequeñas bo- 
Ftas o partículas que contienen cargas positivas o negativas, de modo que las proteínas se 


separan en imción de la disposición de cargas de su superficie. Las columnas hidrofóbicas 


están llenas de unas partículas con cadenas laterales hidrofóbicas que sobresalen de ellas, de 
modo que las proteínas que tengan regiones hidrofóbicas al descubierto quedan reterdadas 
ea su tránsito por la columna. Las cobuomas de fltración en gel, que separan protelnas en 
función de su tamaño, contienen diminutas partículas porosas: a medida que van descen- 
diendo por la columna, las moléculas suficientemente pequeñas pere penetrar en los poros 
se retrasan en el interior de las partículas, mientras que las moléculas más grandes perma- 
pecen en la solución fhuyendo entre una partícula y otra y, por lo tarito, eluyen con más 
rapidez a través de la colunma y salen primero. Además de permiticla separación de las m0- 
lécules, la cromatografía de Bltración en gel constituye un buen sistema para determinar el 
tamaño de las moléculas. j 

La resolución de las columnas convencionales de cromatografía está limitada por la fal 
ta de homogeneidad de las matrices (como la celulosa), la cual geriera un flujo desigual de los 
disolventes a través de la cojumna. Se han desarrollado nuevas resinas crornatográficas la 
mayoría basados en compuestos de sílice) en forma de diminutas esferas (de 3 a 10 pun de 
diémetro) que pueden ser empaquetadas mediante un aparato especial formando un lecho 
tniforme en la cohunina. Con estas columnas de cromatografía líquida de alta resolución: 
(HPLC: high performance liguid ehromatography se alcanza un alto grado de separación. En 
la BPLC, los solutos se equilibran rápidamente con el interior de las diminutas esferas, de for- 
ma que solutos con diferentes alinidades por la matiz son separados entre sí de forma muy 
eficiente, sierapre a rápida velocidad de fujo. Por consiguiente, el HPLC se ha convertido en 
el método de elección para muchas separaciones de proteínas y de pequeñas moléculas. 


La cromatografía de afinidad aprovecha lugares de unión 
espeúficos de las proteínas 


Si se parte de una mezcla compleja de proteínas, estos tipos de columnas de cromatografía 
no den lugar a fracciones muy puras: un único paso a través de la columna suele iacremen- 
tacla proporción de una determinada proteína enda mezcla no más de veinte veces. Puesto 


CROMATOGRAFÍA EN COLUMNA 
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Figura 2-12 Separación de moléculas 
mediante cromatografía en columna. 

La muestra, que es una mezcla de diferentes 
roléculas, se coloca en la parte superior de 
una cokenmna cilindrada de vidrio o de pléstico 
que contlene ura matriz sólida permeable, 
por ejemplo de celulosa A continuación 

se pasa lentamente una gran cantidad de 
solvente a través de la columna, recogiéndoalo 
en diferemes tubos a medida que sale por la 
parte inferior de la columna. Puesto que los 
diversos componentes de la muestrá se 
desplazan a distintas velocidades a través 


. de fa columna, al final del proceso quedan 


fraccionados en tubos distintos. 
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(A) CROMATOGRAFÍA 
DE INTERCAMBIO IÓNICO 


(B) CROMATOGRAFÍA 
DE FILTRACIÓN EM GEL 


que la mayoría de las proteínas representan individualmente menos del 1/1.060 de la pro- 
teina celular total, es necesario utilizar varios tipos de columnas consecutivamente para 
conseguir un grado de pureza suficiente (Figura 8-14), Un procedimiento más eficiente, co- 
nocido como cromatografía de afimidad, aprovecha las interacciones de unión, importantes 
desde el punto de vista biológico, que se producen en la superficie de las proteínas. Por 
ejemplo, sí un sustrato enzimático se acopla covalenternente a una maudz inerte, como pue- 
den ser pegueñas partículas de un polisacárido, la enzima específica de este sustrato fijado 
ala columna será retenida en la matriz y podrá ser eluída (lavada) en forma casi pura. De for- 
ma simular, pueden inmmovilizarse pequeños oligonucieótidos de DINA de secuencia diseña- 
da específicamente y utilizarse para purificar proteínas que se unan al DNA y que 
reconozetan esta secuencia de nucleótidos en los crornosomas (véase Figura 7-28). Otra op- 
ción es acopiar anticuerpos específicos a una raatriz para purificar moléculas proteicas re- 
conocidas por estos anticuerpos. Debido a la elevada especificidad de estas columnas de 
afinidad, algumas veces se pueden conseguir, en un solo paso, purificaciones del orden de 
1000 a 10.000 veces. 


Miarcas diseñadas genéticamente proporcionan una manera 
fácil para purificar proteínas 


Como se deseribirá en la sección siguiente, cualquier gen puede ser modificado usando los 
métodos de DNA recombinante para que su proteína contenga unida una marca molecular, 
permitiendo una posterior purificación, sencilla y rápida, de la proteína por cromatografía 
de afinidad. A menudo la propia marca de reconocimiento es un determinante antigénico, 0 
epítopo, que puede ser reconocido por un anticuerpo muy específico. El anticuerpo, tam- 
bién se utiliza para localizar a la proteína en las células y para purificarla (Figura 8-15). Otros 
tipos de marcas se diseñan especialmente para la purificación proteica. El aminoácido his- 
tidinia, por ejemplo, se une a determinados iones metálicos como el níquel y el cobre. Si se 
utilizan las técnicas de ingeniería genética para unir una pequeña cadena de residuos de his 
tidina a alguno de los extremos de la proteína, se podrá retener esta proteína ligeramente 
modificada de forma selectiva usando una columna de afinidad que contenga iones de ní- 
quel inmovilizados. De este modo, la cromatografía de afinidad basada en la utilización 
de metales puede usarse para ci estas proteínas modificadas a partir de una mezcla 
molecular compleja. 

En otros casos, se utibza como marcador moleculas ma proteína entera. Cuando las cé- 
lulas están diseñadas por ingeniería para sintetizar la enzima glutatión S-transferasa (GST) 
enganchada a una proteína de interés, la proteíra de fusión resultante puede purificarse en 
columnas de afinidad que contengan glutatión, un sustrato molecular que se une con fuerza 
y de forma específica a la GST (véase Figura 8-50, parte inferior). Sila purificación se realiza, 
en condiciones que provoquen la ruptura de las interacciones proteína -proteína, la proteína 
de fusión puede ser aislada en asociación con las proteínas que interaccionan intracelu- 
larmente (Figura 8-16). ' : a 

Como refinamiento ¿ún mayor de esta técnica que utiliza marcas de reconocimiento, 
puede introducirse, entre la proteína de elección y la marca molecular, una secuencia de 
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Figura 8-13 Tres tipos de matriz utilizadas 
en cromatografía. (4) En la cromatografía de 
intercambio iónico, la matriz insoluble tiene 
cargas lónicas que retrasan las moléculas de 
carga opuesta. Las matrices vtlilzadas 
habizualmente para separar proteinas son la 
dietilaminoetilcelulosa (DEAE-celtudosa), de 
carga positiva, y la carboximetilcelulosa 

(Ch- celulosa) y la fosfocelulosa, de carga 
negativa. Con frecuencia se utilizan también 
matrices análogas basadas en la agarosa o 
en otros polímeros. La fuerza de union | 
entre las motéculas disueltas y la matriz de 
intercambio iónico depende de la fuerza 
iónica y del pH de la solución eluyente que 
atraviesa la columna; estos parámetros 
pueden variarse de una manera sistemática 
tcomo en ta Figura 8-14) para conseguir Una 
separación más efectiva. (B] Enla 
cromatografía de filtración en gel, la matriz es 
inerte pero porosa, Las moléculas 
suficientemente pequeñas para penetrar en 
el interior de la matriz se retrasan y viajen con 
más lentitud a través de la columna que las 
moléculas grandes que na pueden penetrar. 
En el mercado existen bolitas de 
polisacáridos con puentes cruzados > 
(dextrano, agarosa o acrilamida] en na 
arnpita gama de tamaños de pora, adecuados 
para el fraccionamiento de moléculas de 
diversos pesos moleculares, desde renos de 
500 hasta más de 5 X 106 dalton. (C) La 
cromatografía de afinidad utiliza una matriz 
insaluble que está unida covalentemente a 
un ligando especifico, corno por ejemplo una 
molécula de anticuerpo o un sustrato 
enzimático, que se unirá a una proteína 
determinada de la muestra. Las motécutas de 
enzima que se han nido a sustratos 
iomovilizados en columnas de este tipo se 
pueden eluir con una solución concentrada 
del sustrato en forma libre, mientras que 
moléculas que se han unido a anticuerpos 
inmovilizados pueden eluirse disociando el 
complejo antigeno- anticuerpo con 
soluciones concentradas de sales o cor 
sotusciones de pH alto o bajo. Con un sala 
paso a través de estas colurnnas, a mentido 
se consiguen elevados grados. de 
purificación. 
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a la columna 


cantidad relativa anunci 


número de fracción mete 
se recogen y mezclan estas fracciones: ya 
contienen la protelaa altamente purificada 


arainoácidos que contenga una diana para una proteasa muy específica. Debido a que las 
secuencias de aminoácidos en la diana raras veces se encuentran en las proteínas, la marca 
puede ser eliminada posteriormente de forma específica por rowura de la diana sin destruir 
Ja proteína purificada. - 


Esta ruptura específica se utiliza sobre todo en vas muy poderosa de puri- 


ficación conocida como purificación por afinidad en tándem al etiquetado (tap-taggíng: tan- 
dem affinity purification tagging. Se diseña un extremo de la protéliña para que contenga 
dos marcas de reconocimiento separadas por una diana para Proteasas. La marca al final de 
la construcción se selecciona para que se una de forma irreversible a una columna de afini- 
dad, permitiendo que la cobunoa se pueda lavar extensamente para elipainar todas las pro- 
teínas contarninantes. El proceso de proteolisis libera:la proteína que a continuación es 
purificada mediante su segunda etiqueta. Dado que este proceso en dos pasos de alto grado 
de purificación proteica no requiere mucho esfuerzo, se utiliza con frecuencia en biología 
celular. A modo de e ejemplo, se ha construido un juego de 6000 cepas de levaduras, cada na 
de ellás con un gen unido a un DNA que codifica una marca de tap-tagging, para permitir 
que cualquier proteína Se levadura sea purificada muy rápidamente. 
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Figuta 8-14 Purificación de proteínas por 
cromatografía, Resultados que se obtienen 
normalmente cuendo se utilizan de forma 
sucesiva tres pasos cromatográficos 
diferentes para purificar una proteína. En 
este ejemplo, se fraccionó un extracto 

de células completo haciéndolo pasar 
primero a través de una resina de 
intercambio iónico empaquetada en una 
colurana (A), La colunna se lavó para elionirar 
todos los contarninantes no unidos y las 
proteinas se eluyeron haciendo pasar desde 
la parte superior de la colurana una solución 
de sala una concentración cada vez 1nayor. 
Las proteínas con menor afinidad por la 
resina de intercarabio iónico pasaron 
directamente a través de la coturma y fueron: 
recogidas entas primeras fracciones eluidas 
que salieron por la parte inferior de la 
colunma, Las restantes proteínas fueron 
eluidas de manera secuencial de acuerdo 
con su afinidad por la resina as unidas más 
intensamente necesitaron una concentración: 
de sal más elevada para ser eluidas, 

La proteína de interés se eluyó en varias! — 
fracciones y fue detectada ensayando su 
actividad enzimática, Se recogieron las 
fracciones con actividad y se pasaron a una 
segunda columna de filtración en gel (EL. 

La posición de elución de la proteína todavía 
impura fue determinada de nuevo por su 
actividad enzimática; las fracciones activas 
fueron recogidas y ptrificadas hasta su 
homogeneidad mediante una coltenna 

de afínidad (() que contenía inmovilizado 
un sustrato de la enzima, (0) Purificación 
mediante afinidad de proteinas de unión 

a ciclinas en 5, cerevisigs; análisis del 
proceso mediante electroforesis en gel de 
polilacilarnida con SOS (para su descripción 
véase Figura 8-18), El carril 1 corresponde al 
extracto celulas total; el cani 2 muestra fas 
proteínas eluidas de una matriz de afinidad 
que contenta ciclina 82; el carl 3 muestra 
Una banda mayorltaría obtenida tras eluir 
una columna de afinidad que contenía dina 
B3. Las proteínas de los carriles 2 y 3 fueran 
eluidas de las coktemnas de afinidad con sal. 
El gel está teñido con azul Coomassie. 

La escala de la izquierda muestra los pesos 
moleculares de los marcadores de proteínas 
en idiodalton. (D, de D. Kellogg et al.,.£ Cell 
Blol, 130:675-685, 1995, Con la autorización 
de The Rockefeller University Press) 
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Figura 8-15 El marcaje con epltopos permite la localización y purificación de proteínas, 
Utilizando técnicas estándar de ingeniería genética es posible añadir una marca en forma 
de epítopo a una determinada proteína de interés, Si la marca es por Í misma up tipo de 
determinante artigénico, o epítopo, puede ser diana de algún anticuerpo comerdal. 

El anticuerpo, marcado convenientemente, puede ser utilizado tanto para seguir la 
localización celutar de la proteína, como pare purificaría por inmunoprecipitación o por 
cromatografía de afinidad, Enta inrunoprecipitación, los anticuerpos dirigidos contra 

la marca se añaden a la solución que contiene la proteína etiquetada con la marca; los 
anticuerpos se unen de forma específica a las moléculas proteicas marcadas y las 
precipitan fornando complejos entre la proteína y el anticuerpo 


Se requieren sistemas libres de células para estudiar 
de forma precisa las funciones moleculares 


Paxa el estudio de los procesos biológicos kbres de todas las complejas reacciones que los 
envuelven en la célula, es inportante utilizar sistenras libres de células. Para que esto sea 
posible, el fraccionamiento de los homogenados celulares tiene como objetivo purificar ca- 
da una de las macromoléculas necesarias para catalizar un proceso biológico de interés. Uno 
de los primeros éxitos de este sistema de estudio fue la deducción del mecanismo de sínte- 
sis proteica. El punto de partida lo constitiryó un extracto celular crudo, capaz de traducir las 
moléculas de RNA a proteína. El fraccionamiento de este extracto dío lugar a ribosornas, 
ERNA y varias enzimas que, en conjunto, constimuyen la maquinaria de la síntesis proteica. 
Una vez se dispuso de los componentes individuales purificados, fue posible añadirios o ex- 
traerlos uno a uno del medio de incubación, ies así defimir el papel exacto de 
cada uno de ellos. 

Actualmente, uno de los principales objetivos es reconstruir en sistemas bres de célu- 
las cada proceso biológico, para así poder definir todos sus cormponentes y sus mecanismos 
de acción. Gran cantidad de la información de que disponemos acerca de la biología mole- 
cular de la célula, se ha obtenido estudiando sistemas libres de células. Como ejemplos se 
pueden citax, de entre los muchos posibles, que estudios de este tipo se han utilizado para 
analizar los detalles moleculares de la replicación y la transcripción del DNA, de la madura- 
ción por corte y empalme (ayuste) del RNA, de la traducción proteica, de la contracción 
muscular y del desplazamiento de partículas a lo largo de los microtúbulos. 


Resumen 


Las poblaciones celulares pueden analizarse bioquímicamente mediante su rotura y el fracciona- 
miento de sus componentes pernitiendo el desarrollo de sísternas libres de células. Los sistemas lí- 
bres de células altamente purificados son necesarios para determinar los detalles moleculares de 
procesos celulares complejos y requieren una purificación extensiva de todas las proreínas y de los 
Otros componentes que intervienen. Las proteínas solubles de los extractos celulares se purifican por 
cromatografía en columna; dependiendo del tipo de matriz de la columna, las proteínas activas 
desde un punto de vista biológico se separan en función del peso molecutas, la hidrofobicidad, las ca- 
racterísticas de carga o la afinidad por otras moléculas. En una purificación normal, la muestra pa- 
sa secuencialmente por diferentes columnas y las fracciones enriquecidas de una columna se 
aplican a la siguiente. La tecnología del DINA recombinante, que serd descrita más adelante, permi- 
te un reconocimiento de marcas especiales Aapraces alas proteínas que siraplifican en gran medi- 
da su purificación. 


Figura 8-16 Perificación de complejos proteicos utilizando protelnas de fusión 
marcadas con GST. Las proteínas de fusión marcadas con G5T, que se producen en las 
células por técnicas de recombinación de DONA, se pueden capturar en colemnas de 
afinidad que contengan partículas recubiertas con giutatión. Las proteínas que no se > > 
unen a las partículas son elíminadas. La proteína de fusión, junto con las otras proteinas 
de la céluta, seme fuertemente a la columna y se pueden eluir con glutatión. La 
Identidad de estas proteínas adicionales se determina por espectrometría de masas 
(véase Figura 8-21). También se pueden hacer columnas de afinidad con antícuerpos 
contra GST ul otra pequeña proteína o epftopo marcado de interés (véase Figura 8-15) 
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ANÁLISIS DE LAS PROTEÍNAS 


Las proteínas realizan la mayoría de los procesos celulares: catalizan reacciones metabóli- 
cas, utilizan la hidrólisis de nucleótidos pera realizar el trabajo mecánico y constituyen los 
mayores elementos estructurales a la célula. La gran variedad de estructuras proteicas y sus 
funciones ha estimulado el desarrollo de ta molítud de técnicas para su estadio, 


Las proteínas pueden separarse mediante una electroforesis 
en gel de poliacrilamida con $DS 


Las proteínas suelen tener una carga neta positiva o negativa corso resultado de los amino- . 


ácidos cargados que contienen. Si se aplica un campo eléctrico a una solución que conten- 
ga uma molécula proteica, la proteína migrará a una velocidad que dependerá de su carga 
neta, de su tameño y de su forma. La aplicación más comán de esta propiedad es la electro- 
foresís en gel de poliacrilamida con 5D5 (SDS-PAGE: 508 polyacryulamide-gel electropho- 
resis). Como matriz inerte a través de la cual migran las proteínas, se utiliza un gel de polia- 
crilamida con numerosos puentes cruzados. El gel se prepara inmediatamente antes de uti- 
lizarse mediante la polimerización a partir de los monómeros; el tamaño del poro del gel 
puede ajustarse de forma que sea el adecuado para retrasar la migración de las moléculas 
proteicas de interés. Las proteínas no se colocan en una solución actiosa sencilla sino en una 
solución que contiene un potente detergente cargado negativamente, el dodecil sulíato só- 
dico o SOS (sodium dodecyl dulfate) (Pigusca 8-17). Puesto que este detergente se une a las 
regiones hidrofóbicas de las moléculas proteicas haciendo que las cadenas polipeptídicas 
se desplieguen, las diferentes moléculas proteicas quedan liberadas de sus asociaciones con 
otras moléculas proteicas o lipídicas y se disuelven lbrermente en la solución del detergente, 
Además, se suele añadir un agente reductor como el B-mercaptoetanol (véase Figura 2-17) 
con objeto de romper los enlaces S-S que pudieran existir en las proteínas, de forma que 
puedan analizarse separadamente todos los polipéptidos constturivos delas moléculas con 
varias subunidades. Ñ 

¿Qué sucede cuando una mezcla de proteínas solubilizadas con SDS se somete a elec- 
troforesis a través de una lámina de gel de poliacilamida? Cada molécula de proteína se une 
auna gran cantidad de moléculas del detergente cargadas negativaraente, que enmmascaran 
la carga intrínseca de la proteína y hacen que cuando se aplica un voltaje la proteína migre 
hacia el electrodo positivo, Las proteínas del mismo tamaño tienden a comportarse de for- 
ma idéntica ya que (1) su estructura nativa está completamente desplegada por el SDS, por 
lo que presentan la misma forma, y (2) se unen a la misma cantidad de SDS y, por tanto, tie- 
nea la misma cantidad de carga negativa. Las proteínas grandes, con mayor carga, están su- 
jetas a grandes fuerzas eléctricas pero también a mayores resistencias. En solución libre, 
ambos efectos podrían contrarrestarse, pero en las redes del gel de poliacrilamida, que actúa 
cormo un filtro moleculax, las proteínas grandes son mucho más rerardadas que las peque- 
ñas. En consecuencia, una mezela corapleja de proteínas se fracciona en series de bandas 
proteicas discretas, ordenadas en función de su peso molecular (Figura 8-18). Las protef- 
nas mayoritarias se detectan con facilidad tifñiendo el gel con un colorante como el azul de 
Coomassie, Incluso las proteínas minoritarias se pueden visualizar en los geles tratados con 

-tinciones de oro o plata y se pueden detectar en cada banda cantidades tan pequeñas como 
10 ng de proteína. 

La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS es un procedimiento muy utilizado, 
ya que puede separar todos los tipos de proteínas, incluyendo las que normelmente son Ín- 
solubles en agua, tales como muchas proteínas de mensbrana. Debido a que el métado se- 
para los polipéptidos en función de su tamaño, también proporciona información sobre 
el peso molecular y la composición de subunidades de cualquier conplejo proteico, En la 

- Figure 8-19 se presenta una fotografía de un gel utilizado para analizar cada una de las su- 
cesivas etapas de la proificación de una proteína. 


La hibridación con anticuerpos permite detectar proteinas 
de forma específica 


. Después de su resolución en geles de poliacclamida, se puede identificar una determinada 


proteína exponiendo todas las proteínas presentes a un anticuerpo específico, que ha sido 
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Figuera 8-17 El detergente dodect sulfato 
sódico (505) y el agente reductor 
fB-mercaptoetanol. Estos dos reactivos 
químicos se utilizan para solubilizar proteinas 


ionizada. 


. para electroforesis en gel de polizcrilamida 
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La espectrometría de masas es un método muy sensible 
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ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACEILAMICDA 


Figura 8-18 Electroforesis en gel de pollacrilamida con SOS (SOS-PAGE). 

(A) Aparato de electroforesis. 18) Las distintas cadenas polipeptídicas forman un 
complejo con las moléculas cargadas negativamente de dodeciósulfato sódico (SDS) 
y migran a través de un gel poroso de polizcrilamida en forma de complejos 
proteina-SOS cargados negativamente. Puesto que la velocidad de migración bajo 
estas condiciones es mayor cuanto menor ses el tamaño del polipéptido, esta 
técnica se puede utilizar para determinar de una forma aproximada el peso 
molecular de una cadena polípeptidica, así como la composición de subunidades : 
“de una proteína. Sin embargo, si la proteína contiene una gran cantidad de NEL 
carbohidratos, se desplazará de forma anómala por el gel, de forma que su peso X 7 
molecular aparente estimado por SDS-PAGE será erróneo. : lámina de gel de pollacritamida 


a 


acoplado aun isótopo radiactivo. a una enzima fácilmente detectable o a un colorante Éluo- 
rescente. Por lo general, este proceso se realiza después de que todas las proteínas presentes 
en el gel se han transferido (mediante “blotting”) a una lámina de papel de nitrocetulosa o a 
una membrana de nailon. Situando la membrana sobre el gel, bajo la fuerza de un campo 
eléctrico, las proteínas son arrastradas fuera del gel y transferidas a la membrana. La mem- 
brana es incubada en una solución de anticuerpo marcado para revelar la proteína de inte- 
rés. Este método de detección de proteínas se denomina transferencia de tipo Western. 
(Western blotring) o análisis inmunológico (immunoblotting) (Figura 8-20). 
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para la identificación de proteínas no identificadas 


Un problema mixy frecuente en biología celular y en bioquímica es la identificación de una á o 40,000 
o varias proteínas que se pueden obtener por los procedimientos de purificación antes men- - , 


Figura 8-19 Análisis de muestras proteicas mediante electroforesis en gebde 
poliacritamida con SDS. La fotografía muestra un gel teñida con azui Coomassie 
que se utiliza para detectar las proteínas presentes en los sucesivos estadios de 
purificación de una enzima. El carrií í2quierdo (carril 1) contiene la compleja mezcla 
de proteínas del extracto celular de partida; en cada uno de los carriles sucesivos se 
analizan las proteínas obtenidas después de un fraccionamiento cromatográfica de 
dicha muestra (véase Figura 2-14). En cada carril se cargó la misma cantidad de 
proteína (10 q). Normalmente, cada proteína aparece como una fina banda teñida; 
sín embargo, las bandes se ensanchan cuando contienen demasiada proteína. 
€T. Formosa y 8.54. Alberts, 4 Biol, Chen, 261:6107-6118, 1986) 
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Figura 8-20 Transferencia de tipo Western (Western blottingh. Las proteinas de un cultivo de células en división de la planta del 
tabaco fueron separadas mediante electroforesis bidimensional en gel de pofiacrilamida (descrito en la Figura 8-23). En (A), sus 
posiciones se revelaron con un método muy sensible de tinción de proteínas. En (B), las proteínas separadas en un gel idéntico $e 
transfirieron a Una menbrana de nitrocelutosa y se las expuso a un anticuerpo que solamente reconoce las proteinas fosforiladas 
en residuos de treorána durante la mitosis. Las posiciones de la docena aprovirnada de proteínas reconocidas por este anticuerpo 
fueron reveladas mediante Un anticuerpo secundario unido a una enzima. Esta técnica se conoce tembién con el nombre de 
análisis inmunológico. (De LA. Traas et al., Plentl 223-732, 1992. Con la autorización de Blackwell Publishing.) 


ciobados (véase p. ej. Figura 2-16). Dado que se conocen las secuencias genómicas de los 
organismos de experimentación más comunes, se puede acceder alos catálogos de protef- 
nas producidas por ellos. La tarea de identificar proteínas desconocidas fo colecciones de 


proteínas desconocidas) se reduce a la comparación de las secuencias de aminoácidos pre- 


sentes en una muestra cón un catálogo de genes conocido. En la actualidad, este trabajo se 
realiza casi exclusivamente por espectrrormenta de masas en conjunción con búsquedas in- 
formáticas de los bancos de datos. 

Las partículas cargadas presentan una dinámica muy precisa cuando se ven sujetas a 
campos magnéticos y eléctricos en el vacío. La espectrometría de masas aprovecha este 
principio paca separar jones en base a la relación entre su masa y su carga. La espectrome- 
tría de masas es una técnica enormemente sensible que requiere muy poco material y es 
capaz de determinar la rasa precisa de proteínas intactas y de sus péptidos derivados me- 
diante degradación enzimática o química. Las masas se pueden obtener con gran exactl- 
tud, a rmenudo con un error menor auna parte pormilén, El método de espectrometría de 
masas que se utiliza con mayor frecuencia se denomina MALDITOR Gratrix-assisted laser 
desorprion ionization-time-of-flighi. En este método, las proteínas de tuna muestra son en 
primer lugar degradadas en péptidos cortos. Estos péptidos se mezclan con un ácido orgá- 
fico y se secar sobre una lámina de metal o cerámica. A continuación, la rmuestra es vola- 
tilizada con un láser, con lo que los péptidos se desprenden de la lámina en forma de gas 
ionizado en el que una ó más moléculas presentan una 6 más cargas positivas. Los péptidos 
ionizados son acelerados en un campo eléctrico y vuelan hacia un detector. El tiempo que 
tardan en llegar al detector depende de su masa y de su carga: los péptidos mayores se des- 
plazan más despacio y las moléculas con mayor carga lo hacen más rápidamente. La masa. . 
exacta se determina con facilidad mediante el análisis de los péptidos que tiene una sola 
carga. La técnica de MALDI-TOF puede incluso utilizarse para medir la masa de proteínas 


" intactas tan grandes corao 200.000 dalton. Esta información se utiliza para buscar en las 


bases de datos genómicos, en los que las masas de todas las proteínas y de sus posibles 
fragmentos peptídicos han sido tabulados a partir de la secuencia genómica del organismo 
(Figura 8-214). A menudo se puede hacer una identificación positiva exacta con una de- 
terminada pauta de lectura conociendo la masa de unos cuantos péptidos derivados de 
una proteína concreta, 

La técnica del MALDI-TOF sirve para obtener mediciones precisas del peso molecular 
de proteínas y péptidos. Empleando das espectrómetros en tándem (ura aproximación co- 
nocida como MS/MS) es posible determinar de forma directa las secuencias de aminoácidos 
de péptidos individuales de una mezcla compleja. Primero, tal como se ha descrito, la pro- 
teína se digiere en pequeños fragmentos que son separados por espectrometría de masas. 
Después, cada péptido es fragmentado de nuevo mediante colisión con átomos de un gas 
con alta energía. Este método de fragmentación rompe preferentemente los enfaces peptí- 
dicos, generando un conjunto de fragmentos, cada uno de los cuales es diferente en un solo 
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Figura 8-21 Aproximaciones de la espectrometría de masas a la identificación de proteínas y secuenciación de péptidos. Una proteína que ha sido 
purificada se digiere con tripsina y los fragmentos peptídicos se analizan por un espectrómetro de masas. $e pueden utilizar dos metodologías diferentes 
para identificar la proteina, (A) En el primer método, la masa de los péptidos se determina de una forma preciso mediante espectrometría de masas del tipo v 
MALDETOR A continuación se hace una búsqueda en las bases genómicas de datos, tratando de encontrar un gen que codifique una proteína cuyo patrón 
de digestión tríptica coincida con los valores obtenidos en el paso anterior. (8) La espectrometría de masas se utiliza también para determinar de forma 
directa la secuencia de aminoácidos de un determinado fragmento peptídico. En este ejemplo, en primer fugar los péptidos digeridos con tripsina son 
separados en base a su masa por espectrometría de masas. A continuación, y para determinar su secuencia exacta de amincácidos, cada péptido se 
fragmenta aún más mediante la rotura de sus enfaces peptídicos. Este tratamiento genera un conjunto anidado de péptidos, con tamaños que difieren en 

un solo arninoácido. La masa de estos fragmentos se determina en un segundo especuómetro de masas acoplado al anterior. La diferencia de masa entre 
dos péptidos de tamaño símilar puede utilizarse para deducir cuál es el aminoácido que "felta”. Mediante aplicaciones repetidas “de este proceso se puede 
obtener una secuencia de aminoácidos parcial de la proteína original. Para simplificar, el análisis que se reiestra empieze con una Única muestra de proteína 
purificada. En realidad, la espectrornetiía de masas se realiza con mezclas de proteínas, tales como las que se obtienen de fos experimentos de cromatografía 
de afinidad (véase Figura 8-16) y se pueden identificar todas las proteínas presentes en la mezcla. Como se explica en el texto, la espectrometría de masas 
también puede detectar modificaciones postraduccionales de las proteinas, 


aminoácido. El segundo espectrómetro de masas separa estos fragmentos y muestra sus ma- 
sas. Las diferencias de masa entre péptidos permiten deducir la secuencia de aminoácidos 
(Figura 8-21B). 

«— Latécnica MS/MS es particularmente útil para la detección y determinación precisa del 
mapa de las modificaciones postraduccionales de las proteínas, tales como las fosforilacio- 
nes o acetilaciones. Debido a que estas modihraciones comportan un incremento caracte- 
rístico de la masa, son fácilmente detectables por espectrometría de masas. Como se ha 
descrito en el Capítulo 3, la proteómica, un término general que aglutina diferentes tecnolo- 
gías, esla caracterización de todas las proteínas de una célula, incluyendo todas las interac- 
ciones protefína-proteína y todas las modificaciones postraduccionales. La espectrometría 
de masas, en combinación con las técnicas de purificación rápida que se han mencionado 
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en esta última sección, se ha exigido como el método más potente para determinar el mapa 
tanto de las modificaciones postraduccionales de una proteína concreta, corao el de las pro- 
tefcas que se mantienen asociadas a ella durante su preriBicación. 


Los métodos de separación bidimensionales 
son especialmente potentes 


Dado que en un cromatograroa diferentes protefíoas pueden tener tamaños, formas, masas - 


o cargas totales parecidas, muchas técnicas de separación como la electroforesis con 808 
sobre gel de poliacdlamida o la coornatografía de intercambio tónico no pueden resolver to- 
das las proteínes de una célula o incluso dex orgénmalo. Por el contrario, la electroforesis bi. 
dimensional en gel, que combina dos procedimientos diferentes de separación, se puede 
utilizar para resolver más de 2000 protelnas el número total de proteínas dHMerentes que Úe- 
pesima bacteria en forma de un mepa proteico bidimensional. 

En el primer paso, las proteínas se separan en función de su carga. La rouestra se di- 
suebre equn volumen reducido de una solución que contenga un detergente no lónico (no 
cargado), además de )-znercaptoctano! y un reactivo desnaturalizante como la urea. Esta $u- 
lución disuelve, desnaturaliza y disocia todas las cadenas polipeptídicas sin alterar su carga 
intrínseca. Luego, las cadenas polípeptídicas se fraccionan mediente un procedimiento de- 
nominado enfoque isoeléctrico o iscelectroenfoque, que se basa en el heche de que la carga 
neta de una molécula proteica varía conoun gradiente de pH en la solución, Para cada pro- 
teína existe un pH característico, denorainado punto isceléctrico, en el que la proteína no 
presenta carga neta y, por lo tanto, no migrará en un campo eléctrico. En el isoelectroento- 
que, las proteínas son sometidas a electroforesis en un tubo estrecho de gel de pollacrilamd- 
da donde se ha establecido un gradiente de pH mediante tinas mezclas de soluciones 
tammponadoras especiales. Cada proteína se desplaza hasta la zona de gradiente gue presen- 
ta uan pH igual a su punto isoeléctrico y permanece muóvil (Figura B-22), Ésta es la prime- 
ra dimensión de la electroforesis bidimensional en gel de pollacrilarnida. 

En el segundo paso, el estrecho gel que contiene las proteíxas separadas se sorgete otra 
vez a electroforesis, pero en una dirección perpendicular a la utilizada en el primer paso, En 
esta ocasión, se añade SS y las proteínas se separan en función de su tamaño, como en el ca- 
so de electroforesis en SDS-PAGE de tna dimensión: el estrecho gel original se empapa en SOS 
y se sitía en un borde de una lámina de gel de polacrilamida-SDS, a través del cual cada ca- 
dena polipeptídica mígra formando una mancha discreta. Ésta es la segunda dimensión de la 
electroforesis bidimensional sobre gel de pollacrilamida. Las Únicas proteínas que ns se re- 
solverán serán las que tengan un tamaño y un punto isoeléctrico idénticos, lo cual es bastan- 
te poce frecuente. Por este sisterna pueden detectarse sobre el gel incluso cantidades traza de 
cada. una de las cadenas polipeptídicas, mediante diversos procedimientos de inción o por 
medio de autorradiografía sí la muestra estaba marcada iniciahmente con un radioisótopo 
(figora 8-23), Este sistena tiene tun poder de resolución tan elevado que permite diferenciar 
Tícimente dos proteínas idénticas entre sí que difieran env solo aminoácido cargado. 

Ena actualidad incluso existe una técnica “bidimensional” mucho más potente, cuyo 
objetivo es la identificación de todas las proteínas existentes en un orgántlo o en una mez- 
cla compleja de proteínas. Puesto que la técnica se basa en la espectrometría de masas, 1e- 
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Figura 8-22 Separación de moléculas 
proteicas por oelectroeofogue. A pH bajo 
lelevada concentración de H*), los grupos * 
ácidos carbaxilo de las proteínas tienen 
tendencia 2 guedar sin carga (-COOH) 

y sus grupos nitrogenados básicos a quedar 
cargados (p. eL, -NHy*), confiriendo a la 
mayoria de las proteínas una carga neta 
positiva. Á un pH elesado, los grupos ácidos 
carboxilo están cargados negativamente 
(005 y los grupos básicos tienden a 

estar sin carga (p.ej, MH), confiiendo 

alfa mayaría de las proteínas una carga neta 
negativa. Á su pH isoeléctrico, una proteíña 
carece de carga neta debido a que les cargas 
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quiere que las proteínas sean de un organismo que tenga el genoma secuenciado en su 
totalidad. Ea primeriugar, la mezcla de proteínas se digiere con tripsina para producir pép- 
tídos pecuieños. Posteriormente, estos péptidos se separan por sucesivos pasos de crornato- 
grafía Kquida automatizada. Á continuación, y como segunda dimensión, cada péptido 
individual se introduce en un espectrómetro de rnasas en tándem (MS/MS) que permite la 


. secuenciación de sus aminoácidos, así corno determinar cualquier modificación postraduc- 


cional. Esta aproximación, en la que la especurometría de masas en tándem (MS/MS) se aco- 
pla aun sistema de cromatografía líquida automatizada (LO), se denomina LC-MS/MS. 
Actualmente, es un proceso rutinario someter una preparación entera de un orgánulo a un 
análisis por LO-MS/MS e identificar cientos de proteínas y sus madificaciones. Por supues- 
to, Binguna preparación de un orgánulo es perfecta y algunas de las proteínas identificadas 
son conterminantes, Á menudo estas proteínas contaminantes se eliminan mediante el aná- 
Esis de fracciones vecinas del orgánulo purificado y sustrayéndolas del pico de las fracciones 
del propio orgánulo, 


Las medidas hidrodinámicas revelan el tamaño y la forma 
de un compiejo proteico 


La mayoría de proteinas celulares pertenecen a grandes complejos proteicos y el conoci- 
miento del tamaño y de la forma de los cormpiejos por lo general permite interpretar su fun- 


ción, Esta información se puede obtener de diferentes maneras. A veces, un complejo puede. 
ser visualizado mediante microscopía electrónica, tal como se describe en el Capítulo 9, De”: 


manera complementaria se pueden estudiar las propiedades hidrodinámicas de un com- 
plejo, esto es, su comportamiento en un medio líquido. Normalmente, se realizan dos tipos 
de medidas, Una medida estudia la velocidad del complejo en desplazamiento bajo la in- 
tuencia de un campo ceútrífugo producido por una ultracentiifugadora (Figura 8-114). La 
constante de sedimentación fo valor S) obtenida dependerá tanto del tamaño como de la 
forma del complejo y no proporciona ninguna información especial en sí misma. Sin em- 
bargo, cuando se realiza la segunda medición hidrodinámica, estudiando la migración del 
complejo a través de una colunma de filtración en gel (Figura 8-13B), se puede calcular tan- 
to la forma del complejo como su peso molecular. 

El peso molecular también puede ser calculado de forma directa mediante una ulktxa- 
centrifugadora analítica. Estos aparatos permiten medir la absorbancia de una muestra que 
se ve sometida a fuerzas centrífugas. En esta metodología, la muestra se centrifuga hasta que 
alcanza el equilibrio, es decir, cuando la fuerza centrífuga de un complejo proteico se equili- 
bra exactamente con su tendencia a la difusión. Debido a que este punto depende del peso 
molecular del complejo, pero no de su forma, se puede calcular directamente el peso mole- 
cular como requisito para determinar la estequiometda de cada proteína en el compleja. 


Figura 8-23 Electroforesls bidimensional 

en gel de pollacilamida, En este gel se 
separaron todas las proteínas de una célula 
bacteriana de E. cofí, cada mancha 
corresponde a una cadena polipeptidica 
diferente. En primer lugar, las proteinas 
fueron separadas de acuerdo con sus puntos 
isceléctricos mediante iscelectroenfoque de 
izquierda a derecha. Á continuación fueron 
nuevamente fraccionadas según sus pesos 
moleculares mediante electroforesis de arriba 
a abajo en presencia de SOS, Obsérvese que 
las distintas proteínas están presentes en 
cantidades muy diferentes. La bacteria fue 
alimentada con una mezca de arninoácidos 
marcados con radioisótopos, de manera que 
todas sus proteínas resultaron radiactivas y 
pudieron ser fácilmente detectadas mediante 
autoradilografía fuéase pp. 602-603). 

(Por cortesía de Pawrick O' Farrell.) 
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$e pueden identificar grupos de proteínas que interaccionan 
entre sí mediante métodos bioquímicos 


La rnayoría de las proteínas de la célula actúan formando complejos con otras proteínas. De- 
bido a esto, una forma importante de empezar a caracterizar el papel biológico de una de- 
terminada proteína consiste en identificar aquellas proteínas a las que se une. 

Un método para la identificación de proteínas que se unen fuertemente es la coinmu- 
noprecipitación. En este método, un anticuerpo reconoce una proteína diana específica. El 
anticuerpo está asociado a unos agentes que están unidos a una matriz sólida y que arras- 
tran al complejo a la base del tubo de ensayo. Si la proteína se encuentra fuertemente unida 
a otra proteína en el momento de ser capturada por el anticuerpo, la proteína asociada tam- 
bién precipitará, Este método es útil para identificar proteínas que forman parte de comple- 
jos intracelulares, incluyendo aquellos que interaccionan de forma transitoria, como por 
ejemplo los formados en respuesta a moléculas de señalización (como se describirá en el 
Capítulo 15). Otro método frecuentemente utilizado para identificar asociaciones proteicas 
es la cromatografía de afinidad (Figura 8-130). Para capturar mediante esta técnica protel- 
nas que interaccionen, se lava un extracto celular a través de esta columna, las proteínas que 
interaccionen con la proteína diana se retendrán en la matriz de afinidad, Estas proteínas 
pueden ser eluidas después e identificadas por espectrometra de masas, 

Además de capturar complejos proteicos en columnas o en tubos de ensayo, también se 
están desarrollando chips tarrays) de proteína de alta densidad para estudiar la función y la 
interacción de las proteínas. Estos chips contienen miles de proteínas o anticuerpos dife- 
rentes, dispuestos sobre láminas de vidrio o inmovilizados en pequeños pocillos, y permiten 
analizar de una sola vez las actividades bioquímicas y los perfiles de nión de un elevado 
número de proteínas. Por ejemplo, si se incuba un soporte que contiene miles de proteínas 
inmovilizadas, con una proteína marcada con firorescencia, los puntos que permanecen 
fluorescentes tras un extenso lavado contienen una proteína que se une de forma especifica 
ala proteína marcada. 


Las interacciones proteína-proteína también pueden ser 
identificadas en levaduras mediante la técnica 
de los híbridos dobles 


Hasta ahora hemos destacado las aproximaciones bioquímicas para el estudio de las inte- 
racciones entre proteínas. Sia embargo, una estrategía muy potente, denominada sistema 
del híbrido doble, se basa en aprovechar los propios mecanisros celulares para identificar 
interacciones proteicas. 

Esta técnica saca partido de la naturaleza modular de las proteínas activadoras de genes 
tugase Figura 7-45). Estas proteínas se unen especificamente a secuencias del DNA y activan 
la trenscripción génica; estas actividades están a menudo realizadas por dos dominios pro- 
teicos diferentes. Utilizando técnicas de DINA recombinante, esos dominios se usan para ge- 
nerar de forma separada unas proteínas de fusión que actúan como “cebo” y como “presa”, 
Para generar la proteína de fusión cebo, la secuencia del DNA que codifica la proteína diana 
se fusiona con DNA que codifica el dominio de unión al DNA de una proteína activadora gé- 
nica. Cuando esta construcción de DNA es introducida en levaduras, las células producen 
las proteínas de fusión, con una proteína diana acoplada a su dominio de unión al DNA 
(Figura 8-24). Esta proteína de fusión se une a la región reguladora de un gen reportero don- 
de actía como cebo para “pescar” proteínas que interaccionan con la proteína diana. Para 
buscar candidatos potenciales de unión (presas potenciales para el cebo), las proteínas can- 
didatas deben ser construidas como proteínas de fusión: el DNA que codifica el domipio ac- 
tivador de una proteína activadora se fusiona a Un gran número de genes diferentes. Los 
miembros de esta colección de genes que codifican presas potenciales- se introducen indi- 


vidualmente en las levaduras que contienen el cebo. Si la levadura recibe un clon de DNA * 


que expresa una presa para el cebo, las dos zonas del activador transcripcional se unen, to- 
nectando el gen reportero (véase Figura 8-24). 

Esta técnica ingeniosa parece compleja, pero el sistema de híbridos dobles es relativa- 
mente sencillo de llevar a cabo en el laboratorio. Aunque las interacciones proteína-proteí- 
na ocurren en el núcleo celular de las levaduras, por este mecanismo pueden ser estudiadas 
proteínas de cualquier parte de la célula o de cualquier organismo. El sistema de híbridos 
dobles ha sido perfeccionado hasta determinar el mapa de las interacciones que ocurren en- 
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tre todas las proteínas que puede producirim organismo. En este caso, se genera Un juego de 
cebos y presas fusionados para cada proteína celular y se puede analizar cada combinación 
cebo/presa. Así se han generado los mapas de interacción posi para la mayoría de pro- 
teínas en levaduras, C. elegans y Drosophila, 


La combinación de datos obtenidos mediante diferentes técnicas 
produce mapas fiables de interacción proteica 


Tal como se indicó en el Capítulo 3, los rrapas de interacciones proteicas pueden ser muy 


útiles para la identificación de las funciones de las proteínas (véase Figura 3-82). Por estaras 


zón, tanto el método de híbridos dobles como las técnicas bioquímicas mencionadas anre- 
riarmente y conocidas como “tap-tagging” (véase pp. 515-516) se han autornatizado para la 
determinación de interacciones entre miles de proteínas. No obstante, los resultados difie- 
ren entre distintos experimentos y muchas de las interacciones detectadas en un laboratorio 
nose reproducen en otros. Debido a esto, los mapas de interacción más útiles son aquellos 
Que combinan los datos de muchos experimentos y que requieren que cada interacción ven- 
ga refrendada por más de una técnica. 


Los métodos ópticos pueden seguir interacciones proteicas 
en tiempo real 


Una vez sabido que dos proteínas —-o una proteína y una molécula pequeña— se asocian, es 
importante la caracterización detallada de st interacción. Las proteínas pueden asociarse 
de uma forma más o menos permanente (como las subunidades de la polimerasa del RNA o 
el proteosoma) o realizar encuentros transitorios que pueden llegar a durar pocos milise- 
gundos (como una proteína quinasa y su sustrato). 

Para entender cómo actúa una proteína dentro de la célula se necesita determinar si sta 
unión a otras protetaas es fuerte, la velocidad a la que se disocia de ellas y córno pueden ia- 
fivenciar en esas interacciones las modificaciones covalentes, las pequeñas moléculas u otras 
proteínas. A menudo estos estudios de dinámica de proteínas utilizan métodos ópticos. 

Ciertos aminoácidos, tales como el triprófano, presentan una Huorescengia débil que se 
puede detectar con luorímetros muy sensibles. En muchos casos, la intensidad de la fluo- 
rescencia, o el espectro de emisión de los aminoácidos fuorescentes localizados en la su- 
perticie de interacción entre las protefaas, cambia cuando las proteínas se asocian. Cuando 
estos cármibios pueden ser detectados por flnorometría, aportan una medida cuantitativa y 
sensible de la unión proteica, 

Un método particularmente útl para seguir la dinámica de la asociación de proteínas es 


la resonancia de plasmón de superficie (SPR: surface plasmon resonance). El método SPRse 


ha utilizado para caracterizar una amplia variedad de interacciones moleculares, que inche- 


— Figura 8-24 Sistema de doble híbrido en 


levadura para la detección de interacciones 
protefra- proteína. La proteína diana se 
fusiona a un dominio de unión a DNA, que 
situará a la proteína en la región reguladora 
de un gen marcador donde actuará como 
“cebo”. Cuando, en el núdeo, la proteína 


diana se una a otra proteína especisimente 


diseñada Cpresa”), su interacción provocará 
la unión delas dos mitades de un activador 
transcripcioral, condo que se activará la 
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yeo la unión antígeno-antícuerpo, la asociación ligando-receptor y la unión delas protefnas 
21 DNA, a carbohidratos, a moléculas pequeñas o 4 otras proteínas, 

En la técnica SER, les interacciones de unión son detectadas mediante el seguimiento 
de la reflexión de un rayo de huz desde la interfase entre una solución acuosa de moléculas 
de unión potenciales y una superficie biosensora que contiene inmoviltrada la proteína “ce- 
bo”. La proteína cebo se encuentra unida a una fina capa de inetal que recubre una de las ca- 
ras de un prisma de crústal (Fignra 8-25). Se hace pasar un haz de huz a través del prisma; a 
un determinado ángulo, llamado dngulo de resonancia, pare de la energía del haz interac- 
ciona con la nube de electrones de la película metálica, generando un plesmón ana oscila 
ción de los electrones en ángulo recto respecto al plano de la película metálica, que rebotan 
entre la parte stiperior e inferior comio ua peso sobre un pauelle. El plasmón genera a su vez 
un campo eléctrico que se extiende a lo lergo de uma corta distancia aproximadamente 
igual a la longitud de onda de la luz incidente- por encina y por debajo de la superficie me- 
tálica. Cualquier carobio en la composición del entorno cercano al campo eléctrico coro- 
poría también un cambio del ángulo de resonancia, que podrá ser medido, 

Para reedir la unión, se hace pasar sobre la seperficie del biosensor una solución que 
contiene proteínas u otras moléculas que supuestamente pueden interaccioner con la pro- 
teípa cebo inmovilizada. Cuando las proteínas se unen al cebo, cambia la composición de 
los compiejos moleculares en la superficie metálica, provocando un cambio en el ángulo de 
resonancia (véase Figura 8-25). Los cambios en el ángulo de resonancia se siguen a tienpo 
real y reflejan la cinética de asociación —o disociación- de las rnoléculas con la proteína Ce- 
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(B) La unión de fas moléculas presa a las moléculas cebo inerementa el Índice de refracción 
de la capa superficial. Este hecho altera el ángulo de resonancia de la inducción por el plasmón, 
que puede ser medido por un detector, 
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Figura 2-25 Resononda de plasmón de 
superficie, (A) La técnica SPR puede detectar 
interacciones de urión, analizando la 


reflexión de un rayo de luz sobre la interfase 


de una solución acuosa de moléculas de 
unión potenciales (verde) y tna superficia 
blosensora recubierta con ina proteína 
“ceba” inmovilizada (rojo). (8) $e deja Nutr 
una solución de proteínas “presa” sobre la 
proteína cebo inmovilizada. La unión de las 
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bo. La constante de asociación (Kon) se determina mientas las moléculas interaccionan y La 
de disociación (Log) mientras el termpón lava las moléculas unidas de la superficie del sensor 
La constante de unión (O se calcula dividiendo Log por Lap. Aparte de determinar la cinéti- 
ca de unión, la técnica SPR se utiliza para determinar el núnero de moléculas que se unen 
en cada complejo: la magnitud del cambio en la señal es proporcional a la masa del cora 
plejo iumovilizado, 

El método SPR es especialmente útil ya que sólo necesita pegueñas cantidades de pro- 
teína, éstas no tienen por que estar marcadas de nioguna forma y las toteracciones protelna- 
proteína se pueden seguira Ciermpo real. 

Un tercer método Óptico para analizar la interacción de proteínas utiliza la proteína ver- 
de flsorescente (comentada más adelante) y sus derivados en diferentes colores. Esta aplica- 
ción concreta consiste ea marcar dos proteínas de interés con fuorocromos diferentes, de 
maodo que el espectro de emisión de uno de los fuorocromos se solape con el espectro de 
absorción del segundo Buorocromo. Si las dos proteínas y los fuarocromos que contienen 
se acercan a una distancia de 1-10 nou, la energía de la luz absorbida será ransterida de un 
fluorocrormo al otro. La transferencia de energía, llamada transferencia de energía fluores- 
cente por resonancia (ERET: fluorescente resonance energy transfer), se determina ibunai- 
nando el primer fluerocromo y midiendo la emisión del segundo (Figura 8-26). La 
utilización como fuorocromos de dos variantes espectrales diferentes de la GFP permite vi- 
sualizar la interacción de dos proteítas cualesquiera en el interior de las células. 


Algunas técnicas permiten analizar moléculas individuales 


Los métodos descritos hesta el momento en este capítulo son utilizados para estudiar gran- 
des poblaciones de moléculas, una limitación que refleja el pequeño tamaño de las molécu- 


las biológicas en relación con la sensibilidad de los métodos para detectarlas, Sin embargo, 


él reciente desarrollo de métodos altamente sensibles y de medición precisa, ha generado 
nuevas disciplinas de la biofísica: el estudio de las moléculas individuales, Los estudios de 
moléculas individuales son particularmente importantes en biología celular ya que muchos 
procesos se basan en las actividades celulares de un número reducido de moléculas críticas. 

El primer ejemplo de una técnica para el estudio de la función de moléculas proteicas 
individuales es el uso de un electrodo de parche para medir el flujo de corrieate a través de 
un Ónico canal iónico (véase Figura 11-33). Otra aproximación es la unión de la proteína a 
una gran estructura, tal coro una partícula de poliestireno, que se puede observar por mi- 
croscopía convencional, Esta estrategia ha sido en especial údl en las medidas de los movi- 
mientos de las proteínas motoras. Por ejemplo, las moléculas de la proteína motora de 
quinesina (mencionada en el Capítulo 16) se pueden ucir a una partícula y, mediante la ob- 
servación del desplazamiento a lo largo del microtúbulo de esta partícula, se puede medir el 
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Figura 2-26 Transferencia de energía de 


 Fuorescencia por resonancia (FRET). Para 


obsenéar si dos proteinas interaccionan y, en 
caso afirmativo, determinar el lugar de fa 
cébula en el que lo hacen, en primer lugar 38 
sintetizan come protelnás de fusión unidas a 
diferentes variantes de GFE. (8) En el ejemplo 
mostrado, la proteína X está acoplada a una 
proteína azul fluorescente, exclrable con luz 
violeta (370-440 nrn) y que ernáte luz azul 
(440-480 nj; da proteína Y está acoplada a 
Una proteina verde fluorescente, excitable 
con luz azul y que emite tuz verde (510 nen), 
(8) Sí las proteinas X e Y no interaccionan, al 
duminar la ruestra con luz violeta sólo emite 
fluorescencia la proteina azal. (C] Cuando las 
protejinas X e Y interaccionen, podrá darse la 
transferencia de tipo FREF. La Huminación de 
la risestra con luz violeta induce la excitación 
de la proteína azuí fluorescente, cuya 
ernisión excita a su vez ala proteína verde 
fluorescente: el resultado es tuna emisión 
neta de luz verde. Para que pueda darse esta 
transferencia de energla, los fuororromos 
tienen que estár muy próxirnos entre sí (entre 
4-10 no). Puesto que no todas las moléculas 
de proteína X y proteína Y estarán unidas a 
cada mornento, es posible detectar algo de 
luz azul ahora bien, a medida que las dos 
proteínas erpplezan a interaccianar, 
disminuye la emisión de la GFP dadora, 

al mismo tempo que aumenta la de 

la GFP aceptora. 
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tamaño de los pasos del motor (es decir, la distancia recorrida por la proteína motor por cá- 
da molécula de AYP que hidroliza). Tal como veremos en el Capítulo 9, los microscopios óp- 
ticos tienen una resolución líriitada debido a la difracción de la luz, pevo se pueden utilizar 
los métodos computacionales y Ópticos para determinar la posición de una partícula con 
una precisión más fina que el límite de resolución del microscopio. Utilizando estas técnicas, 
pueden ser f£cibmente detectados y cuantificados movinientos extremadamente pequeños, 
incluso del orden de nanómetros. 

Otra de las ventajas de uoir moléculas a grandes partículas es que esas partículas pue- 
den servir como "asas" a través de las carales pueden manipularse las moléculas, Esto perrá- 
te aplicar fuerzas a las moléculas y observár su respuesta. Por ejemplo, se puede medir la 
velocidad o el tamaño de los pasos de wa motorea función de la fuerza que está aplicando la 
proteína motor. Como se describirá en el próximo capítulo, un haz láser enfocado se puede 
utilizar como unas “pinzas ópticas” pará generar una fuerza roecánica sobre una partícula, 
permitiendo estudiar a las protefinas motor bajo una fuerza aplicada (véase Figura 9-35), 
<CGCG> Las partículas también se manipulan utilizando campos magnéticos, una tecnalo- 
gía conocida como “pinzas magnéticas”, Sien un campo magnético están presentes muchas 
partículas, todas experimentarán la misme fuerza, permitiendo potencialmente la manipu- 
tación de un gran número de partículas de forma paralela en un rodsmo experiraento, 

Aunque las partículas pueden ser utilizadas como pearcadores para estudiar los movi- 
mientos de las proteínas, es claramente preferible visualizar las proteínas por ellas mismas, 
En el próximo capítulo, constataremos que los recientes avances en microscopía han hecho 
esto posible, 


La función de una proteína puede ser eliminada selectivamente 
con pequeñas moléculas 


Las inhibidores químicos han contribuido dl desarrollo de la biología celular. Por ejeraplo, el 
inhibidor microtubiler colchicina se utiliza para estudiar silos microtúbiules son. necesarios 
en un proceso blológico concreto y hace algunas décadas también contribuyó a la primera 


purificación de la tubulina. En el pasado, estas pequeñas moléculas generalmente eran pro-, E 


ductos naturales, ya que eran sintetizados por seres vivos. Pero, aunque de manera general 
los productos narurdles han sido extraordinariamente útiles en ciencia y medicina (véase 
p. ej, Tabla 6-4, p. 385), actúan en un número limitado de procesos biológicos. Sin embazxgo, 
el reciente desarrollo de tnétados para sintetizar cientos de miles de pequeñas moléculas y 
realizar búsquedas automatizadas a gran escala, mantiene la esperanza de identificar inhi- 
bidores químicos para. casi cualquier proceso biológico. En estas aproximaciones, se prue- 
ban de forma simultánea grandes colecciones de pequeños compuestos químicos, tanto en 
células vivas coro en ensayos con sistemas libres de células. Cuando se identifica un intii- 
bidor, éste se puede utilizar como sonda para identificar, mediante crornatografía de afini- 


dad Figura 8-13C) u otros medios, la proteína a la que se une el inbibidor. Esta estrategia -- 
general, a menudo denominada biología química, ha identificado eficientemente ligandos : 


de muchas proteínas que interdenea en procesos claves en la biología celular. Por ejemplo, 
la proteína quinesina, que actúa en la mitosis, se identificó por este método (Figura 8-27). 
Los inhibidores químicos proporcionan a los biólogos celulares un gran control sobre los es- 
tudios de inhibición, ya que los compuestos pueden ser rápidamente añadidos o efiminados 
de las células, permitiendo que la función proteica se active o se inhiba con rapidez. > - 


La estructura proteica se determina utilizando 
difracción de rayos X y á 


La principal técnica que se utiliza para determinar a nivel atómico la estructura tridimen- 
sional de las moléculas, incluidas las proteínas, es la cristalogralía de rayos X. Los rayos X, 
como la haz, son una forma de radiación electromagnética, pero de una longitud de onda 
mucho menar, norraalmente alrededor de 0,1 non (el diámetro de un átomo de hidrógeno). 
Sise dirige un haz estrecho y paralelo de rayos X auna muestra de una proteína pura, la ma- 
yoría de los rayos X pasarán a su través. Sia embargo una pequeña fracción de ellos será dis- 
persada por los átomos de la muestra. Si la muestra es un cristal bien ordenado, los haces 
dispersados se reforzarán unos a otros en ciertos puntos y aparecerán como manchas de di- 
fracción cuando los rayos X sean recogidos sobre un detector (Figura 8-28). 
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Figura 8-27 Pequeñas moféculas 
inhibidoras para la manipulación de células 
vivas, (A) Estructura química del monastrol, 
tn inhibidor de la quinesina identificado en 
una búsqueda a gran escala de pequeñas 
moléculas que hlaquean la mitosis, (8) Huso 
mitótico normal visto en células no tratadas. 
Los microtúbulos se tiñen de verde y los 
cromosomas de azul, (C) Huso monapolar 
que se forma en fas células tratadas con 
monastral (8 y €, de TU, Mayer et al, 
Saence 286:971-978, 1999, Con la 
autorización de ARAS.) 
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- ducción de cristales proteicos adecuados. Este proceso requiere grandes cantidades de una 


- tridimensional de densidades electrónicas. Interpretar este mapa, es decir, convertir los con- 
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patrón de difracción de rayos X 
obtenido del cristal de proteina 


haces difractados 


cristal de proteina 


haz de rayos X 


detención 
del haz 


fuente de rayos X 


a) (2) 


Figura 2-28 Cristalografía de rayos X. (A) Un fino haz de rayos X paralelos se proyecta 
sobre un cristal bien ordenado. (8) En la figura se muestra un cristal provelco de Abulosa 
bisfostato carboxilasa, una enzima que tiene un papel crucial en la fijación de COz durante 
la fotosíntesis. Parte del haz es dispersado por los átomos del cristal. Las ondas dispersadas E 
se refuerzan entre sl en ciertos puntos y aparecen como un patrón de puntos de 

difracción. (C) El patrón de difracción de rayos X, junto a la secuencia de aminoácidos de fa 
proteína, puede utlizarse pera generar un modelo atómico de la misma. (D) El modelo 
atómico completo es difícil de interpretar, pero esta versión simplificada derivada de los 
daros de la difracción de rayos X, mueste daramente les caracteristicas estructurales 

de la proteína (hélices u. en verde, lárcinas $ en rojo). Nótese que los componentes 
representados en A y D no se muestran a escata. (8, por cortesía de €. Branden: €, por 
cortesía de /, Hajdu el. Andersson; D, adaptado del original cedido por B. Furugren) 


La posición e intensidad de cada mancha en el parrón de difracción de rayos X contie- 
ne información sobre las posiciones de los átomos en el cristal que intentamos deducir La 
deducción de la estructura tridimensional de una gran molécula a partir del patrón de di- 
fracción de su cristal es una tazea compleja y para una molécula de proteína no se consiguió 

“hasta la década de 1960. Sia embargo, recientemente los análisis de difracción de rayos X se 
han automatizado cada vez más, de forma que ahora el proceso ruás lento es el de la pro- 


proteína muy pura y a menudo supone años de tanteo en la búsqueda de las condiciones de 
cristalización adecuadas. La marcha se ha acelerado con el uso de las técnicas del DNA re- 
—combinante, produciendo proteínas puras, y con las técnicas robóticas, que permiten tan- 

- tear un gran número de condiciones de cristalización. 
' El resultado del análisis del patrón de difracción resultante produce un complejo mapa 


tornos en una estructura tridimensional, resulta una tarea complicada y requiere la secuen- 
cia de aminoácidos de la proteína. Fundamentalmente mediante ensayo y error se consigue 
correlacionar la secuencia y el mapa de densidades electrónicas mediante un ordenador, in- 
tentando conseguir el mejor resultado posible, La Rabilidad del modelo atúmico final de- 
pende de la resolución de los datos cristalográficos iniciales: una resolución de 0,5 nun puede 
producir un mapa de baja resolución del esqueleto polipeptídico, vientras que una resolu- 
ción de 0,15 uu permite situar todos los átomos lexrepto los de hidrógeno) en lá molécula. 

“A menudo, un modelo atómico completo resulta demasiado complejo para podedo 
observar directamente, pero a partir de €l se pueden derivar versiones simplificadas que 
muestran las características estructurales esenciales de la estructura (véase Panel 3-2, 
pp. 132-133). Mediante cristalografía de rayos X o resonancia magnética nuclear (véase 
p: siguiente) se ba determinado la estructura de unas 20.000 proteínas diferentes, lo cual es 
suficiente para empezar a entrever familias de estructuras communes. Á mentido, estas es- 
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tructuras resultan més conservadas a lo largo de la evolución que las secuencias de amino- 
ácidos que las forman (véase Figura 3-13). 

Las técoicas de cristalografía de rayos X también pueden utilizarse para estudiar com- 
plejos macromoleculares. Uno de los éxitos más recientes ha sido la resolución de la estrue- 
tura del ribosoma, una máquina grande y compleja formada por varios RNA y más de 50 
proteínas (véase Figura 6-64). Esta determinación requirió la utilización de un sincrotón, 
una fuente de radiación que genera rayos X de la ittensidad necesaria para analizar com- 
plejos mecromoleculares. <GGCO> 


La estructura proteica se puede determinar en solución utilizando 
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR) 


La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NE: nuclear magnetic resonance) se 
había utilizado para analizar la estruchara de pequeñas moléculas y actualmente se utiliza 
cada vez rrás para estudiar la estructura de pequeñas proteínas o de dominios proteicos. A 
diferencia de la cristalografía de rayos X, la NMR no requiere que la muestra esté eristalizada; 
simplernente se necesita un pequeño vohanen de una solución proteica concentrada, que 
se coloca en en fuerte canapo magnético, De hecho, este técnica es la que proporciona ma- 
yor detalle sobre la estructura tridimensional de moléculas en solución. 

Algunos núcleos atómicos, particularmente los de hidrógeno, tienen un momento 
magnético o espín: es decir, tenes una magnetización intrínseca, como una barra magué- 
tica. El espín se alinea en el interior de un fuerte campo maguétco, pero puede variar a un 
estado sendalineado al ser excitado en respuesta a una aplicación de pulsos de radiofre- 
cuencia (RE) de radiación electromagnética. Cuando los núcleos de hidrógeno excitados se 
relajan a su estado alineado, emiten radiación de RE la cual se puede medir y expresar en 
forma de espectro. La naturaleza de la radiación emitida deperide del entorno de cada nú- 
cleo de hidrógeno, de forma que la excitación de un núcleo influye en la absorción y la exmni- 
sión de radiación de otro núcleo que esté suficientemente cerca de éL Por tanto es posible, 
mediante una ingeniosa elaboración de la técnica básica de NMR conocida como NME bi- 
dimensional, distinguir las señales procedentes de mícleos de hidrógeno de diferentes re- 
siduos de aminoácidos e identíicat y medir los pequeños cambios que ocurren en estas 
señales cuando los núcleos de hidrógeno se acercan suficientemente como para interac- 
tuar entre sí la magnitud del cambio revela la distancia entre el par de átomos de hidróge- 


ro que interactúan. De esta forma, la NMR aporta información sobre las distancias entre . 


zonas de la molécula de proteína. Combinando esta información con la de la secuencia de 
aminoácidos es posible, en principio, identificar la estructura tridimensional de la proteína 
(Figura 8-29). Ñ 

Por razones técnicas, mediante espectroscopia de NMR solamente se pueden determi- 
nar las estructuras de pequeñas proteínas de 20.000 daltons o menos. La técnica pierde re- 


(a) A 


Figura 8-29 Espectroscopia NR. 
(A) Ejemplo de los resultados obtenidos a 
partir de un aparato de MMR. Se trata de un 
espectro bidimensional de NAAR derivado del 
dominio C-terminal de la enzima celulasa, 
Las manchas representan interacciones entre 
átomos de hidrógeno que son casi vecinos en 
la proteína y, por tanto, reflejan la distancia 
que los separa. Diferentes programas de 
cálculo por ordenador junto con la secuencia 
de aminoácidos, que debe ser conocida, 
permiten deducir posibles estructuras 

” compatbles. En (8) se presentan 
superpuestas 10 estructuras, cada tuna de 
las cuales satisface tan bien como las demás, 
las distancias de constricción que se han 
calculado, El conjunto de estructuras 
constituye un buen indicador de la 
estructura tridimensional rrás probable, 
(Por cortesta de P Kraulis.) 
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: solución al incrementar el tamaño de la macromolécula, aungue avances técnicos recientes 
. A : han elevado el límite hasta los 100.000 daltons, haciendo posible el análisis estructural por 
o inedio de NIME de la mayoría de proteínas. 
Puesto que los estudios de NMA se realizan en solución, el método presenta la ias 
: de poder seguir cambios en la estructura de la proteína, por ejernplo durante su plegamien- 
e. to o durante su unión a un sustrato. La NMR también se utiliza con éxito para estudiar mo- 
e léculas na proteicas y, por ejemplo, resulta valiosa corno método para identificar las 
estructuras bidimensionales de las moléculas de KNA y de las complejas cadenas laterales 
Eb: hidrocarbonadas de las glicoproteínas, 
¿ de En la Tabla £-2 se recogen algunos hitos del desarrollo de la cristalografía de rayos Xy 
NN de la NVR. 


» 
í 
o 


la secuencia proteica y la estructura proporcionan pistas .. 
sobre la función de las proteínas 


Una vez descrita la metodología pera la purificación y para el análisis de las proteínas, el in- 
j vestigador se encuentra con una situación muy frecuente en la biología celular y molecular: 
ed ha identificado un gen importante para un proceso biológica, pero no tiene conocimiento 

¡E acerca de las propiedades bioquímicas de su producto proteico. 

; Gracias al aumento del número de secuencias de proteína y de ácidos nucleicos catalo- 
hol gados en las bases genórmicas de datos, a menudo puede predecirse la función de un gen y 
E de la proteína que codifica simplemente comparando su secuencia con la de genes carac- 
od terizados previamente (véase Figura 3-14). Dado que la secuencia de aminoácidos determi- 
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Ñ Tabla 8-2 Hitos del desarrollo de la cristalografía por rayos X, de la resonancia magnética nuclear y de sus aplicaciones 
0% a tas moléculas biológicas 
E 1864 - 


; : ¡Hopé Seyler eristalizaron) y pdierón nombre a l proteína 'herapplobira eS 
Sas 1895 : 


4 1912 


A a 


DE 1926 
pee 1931 
1934 


1933 
1941 
1946 
1957 


1953. Watson y Crick propusieron el modelo. de doble 


por Franidin y Wilkins. E 


E 1954 
0 1960 


1966, 
1971 


. 1978 Kira y Rich, y Klug y colabotadores descibieran a ti j 


1977-1973. — Hatmes y Klug determinaron la estructura del virus, del mosaico a lab co 
de dos pequeños virus esféricos. . E 


Sá "1985 Michel, Deisenhofer y colaboradores determiiaron le primera estructura de una pro brana fun cer aro e reacción dei ina 
0 2 bacteria) mediante cristalografía dé rayos X Henderson: y cotáboradores obtuvieron ta: estuctura de ja bacteri erpspa una ddsiBoa 
transmern brana, mediante métodos de microscopía electrónica de: alta résclúción des si tos. entre 19 9751 990. ] AN 
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Score = 39% bits (1025), Expect = e-111 , 
Idontities = 198/290 (68%), Positives = 241/290% (82%), 


Querys 57 MENEOEVEEIGEOPY1SVVYEBENRÍ CEN VALER IRLOFEFRGVPSTAIREYSILRELNA 116 
HE HHEVEKIGROTYGUVEEA +E TE +ALEZIRIA E EGVPSTAIREISLLER+NE 
shbjets 1 HEGYEEVERICROPYCUVIR A DES TRRTIALE ZIRE DEGVUPSTATREYSLLEE“MES 60 


query: 117 ENTOCLEDVTEDEALUFRELEGDLEK ODA GRE TOTELEL IAS YA POLÓGLARCOS 176 
NIVEL DV+H+B ++ XLVFE+L DLKXEBD+ LIESVIA+OAL GA CES 
sbjat: 61* ENTVREMDUVASERRTYLUFEYDBLOLEREMOSEPRESERPELIRSO.YOYDÉGVAYCES 120 


5 AA A SN, 
Quecya 177 ERVLBROLERFONILINUREGAIRLADEGLARAFGVURVRETIBEVVTLNYRAPEILACGERE 235 


ERVEHSDIAPONLLISO.— ARALADEGLARAFG+.PVRS+TEEVVILAYRAPELLIG + 
Ssojots 121 HEVLARDLEPONEDIDRETNALELADEGLARAFCGIPURIETERIVILHIRAPEILLG BRO 180 


Query: 236 YSTAUDIUSTOCIFARMOTRESLEPODSE IDOLFRIFRELOR.DE VINE UTSHPDYRES 295 


YSL VDANSAGOTEAEMY ++ LEPFGOSELOALEFIER LOPP+E WESY+ +BD+K + 


Sojo: 181 YSTÉVDVNSVOCIFARMURÑORPLEPODSEIDELEXIPRSLOTPRED POIS ELPDERÍA 240 


Querys 296 FPEWARODESKVVFRLDEDGÉSTI SOMA YDONERISARBALEBREFQOV 345 
FRHRO QDD + VUE DD OG LISHHL Y+P+RRIC4AS ALOE +H+D+ 
Shbjars 241 FPREQAODEBRVVENLDRAGUDLESEBOEYERSERITAROALERÉYFRDD: 290 


“na la estructura de la proteína y, a su vez, la estructura determina su función bioquímica, las 
proteínas que comparten secuencias de aminoácidos, a menudo realizan funciones bioquí- 
micas similares, incluso aunque se encuentren en organismos poco relacionados entre sí. 
Por lo tanto, hoy en día la determinación de la función de una proteína recién descubierta 
empieza normalmente por la búsqueda de proteínas ya identificadas que presenten una se- 
cuencia de aminoácidos shojlar a la de la nueva proteína. 

Cuando se quieren encontrar homologías entre genes o entre proteínas, la búsqueda de 
una colección de secuencias se realiza habitualmente a través de Internet, y cousiste en se- 
leccionar una base de datos e introducir la secuencia deseada. Un progranaa de alineamien- 
to de secuencias —entre los más populares se encuentra BLAST y FASTA-— recorre la base de 
datos buscando secuencias similares, tratando de alinear con ellas la secuencia introducida, 
hasta que un grupo de residuos coincide parcial o totalmente con alguna de las secuencias 
almacenadas (Bigura 8-30). Los resultados de una búsqueda realizada sobre una secuencia 
de nucleótidos o de proteína, por compleja que ésta sea, se obtienen en pocos minutos. Las 
comparaciones obtenidas se utilizan para predecir la función de proteínas individuales o de 
farallias de proteinas, e incluso para predecir la dotación proteica de un organismo una vez 
se ha secuenciado su genona. 

Como ya se ha explicado en el Capítulo 3, muchas proteínas que adoptan la misma cou- 
formación y presentan funciones relacionadas están muy distanciadas para ser considera- 
das homólogas a partir de su secuencia de aminoácidos (véase Figura 3-13). De esta manera, 
ta habilidad para predecir la estructura tridimensional de tuna proteína a partir de la secuen- 
cía de aminoécidos mejoraría le capacidad de asociar una función a una proteína a partir 
de los bancos de datos genómicos, Últimamente, se han realizado grandes avances en la pre- 
dicción de estructuras proteicas. Estas predicciones se basan, en parte, en el conocimiento 
de decenas de miles de esturcturas proteicas resueltas par cristalografía de rayos X, espec- 
troscopia NMIR y, en parte, por modulación informática utilizando el conocimiento de las 
fuerzas físicas que actúan sobre los átomos. Sin embargo, sigue siendo un reto predecir gran- 
des estructuras proteicas, proteínas que contengan múltiples dominios, o un elevado nivel 
de resolución, que puedan ayudar al desarrollo de fármacos basándose en el diseño por ar- 
denador, 

Aunque el hallazgo de secuencias y estructuras homólogas de nuevas proteínas aporta- 
rá pumerosos indicios sobre su función, es necesario probar esta información mediante la 
experimentación. Sin embargo, las evidencias generadas por coroparación de secuencias, 
normalmente conducen al investigador hacía un buen camino experimental y su uso se ha 
erigido como una de las estrategias más importantes en la biología celular moderna. 


Resumen 


La mayoría de proteínas funcionan coordinadamente con Otras proteínas; existen muchos méto- 
dos para identificar y estudiar las interacciones proteína-proteína. Pequeños moléculas inhibidoras 
permien estudiar en las células vivas las funciones de las proteínas sobre las que actúan. Dado que 
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Figura 8-30 Resultados de una búsqueda 
de tipo BLAST. Se pueden utilizar las bases 
de datos de secuencias para encontrar 
secuencias similares de arninoácidos o de 
nudeótidos. En este ejemplo, se muestra 

el resultado de la búsqueda de proteínas 
similares a la proteína humana reguladora 
del ciclo celular Cdc2 (Query) el programa de 
búsqueda localiza la proteina Cdc2 del maiz 
(Sbict), que es un 63% idéntica (y un 829 
similar) a la secuencia de arninoácidos de 

la Cdc2 humana. La alineación de ambas 
secuencias empieza en el residuo 57 de la 
proteína humana, lo que sugiere que esta 
presenta tna región M-terminal que no 

se encuentra en la proteína del maiz, Los 
rectángulos verdes indican diferencias en la 
secuencia y los de calor amarilla resumen 

las semejanzas: cuando dos secuencias de 
aminoácidos son idénticas, se muestra el 
residuo; fas sustituciones de aminoácidos 
conservativas se indican con un signo (+), 
Sólo se ha introducida un salto en la 
secuencia indicado por la fecha roja en la 
posición 194 de la secuencia humana- con el 
objetivo de alinear de forma máxima las dos 
secuencias. La puntuación del proceso de 
alineación (Score) tiene en cuenta las 
penalizaciones debidas a sustituciones 

0 2 espacios vacios; cuento más alta es la 
puntuación del proceso de alineación mayor 
es la coincidencia entre ambas secuencias. 
El grado en el que la alineación es 
significativa queda reflejado en el valor 

de esperanza (E), que representa el número 
esperado de alineaciones debidas al azar 
con puntuaciones iguales o mejores que 

la pentuación obtenida para el par de 
secuencias alineadas. Cuarto menor es el 
valor E, más significativa es la coincidencia 
entre ambas secuencias; el valor bajo de la 
Figura le") indica que la afineación es rauy 
significativa. Con valores de E superiores a 
0,1 es poco probable que exista una relación 
real entre las dos secuencias. Por ejemplo, un 
valor de E de 9,1 significa que hay una 1 entra 
10 posibilidades de que esta coincidencia 

se realizara únicamente por azar: 


532 Capítulo 8: Manipulación de proteínas, DNA y ENA 


las proseínas con estructuras similares a menudo tienen funciones similares, con frecuencia se pue- 
de predectr la actividad bioquímica especifica de una proteína mediante la búsqueda en los bancos 
de datos de proteínas caracterizadas de forma previa y que tengan uno secuencia de sus amineáci- 
dos sirnilar 


ANÁLISIS Y MANIPULACIÓN DEL DNA 


Hasta priucipios de la década de 1970, el DNA era la molécula biológica que planteaba más 
dificultades pata su análisis bioquímico, Enormemente larga y químicamente monótona, la 
secuencia de nucleótidos del DINA, que constituye el material genético de un organismo, tap 
sólo podía ser estudiada de forma indirecta mediante la secuenciación de las proteínas o del 
EMA, o mediante el análisis genético, En la actualidad, la situación he cambiado por cor- 
pleto. Deser la macromolécula celular más dificil de analizar, el DINA ha pasado a ser la más 
fácil de estudiar. Hoy en día es posible separar una determinada región del DNA de casi cual- 
quier genoma, obtener un número de copias casi ilinutado y determinar en pocas horas su 
secuencia de nucleótidos. En pleno auge del proyecto Genoma Humano, las grandes insta- 
laciones que cuentan con tecnología automatizada, han estado generando secuencias de 
DHA a una velocidad en torno a 1000 nucleótidos por segundo. Mediante técnicas relacio- 
nádas, un gen alsiado puede ser alterado a voluntad (sometido a ingeniería) y ser transferi- 
do a la línea germinal de animales o plantas, donde se InSSEpOEa como parte funcional y 
perpanente del genoma del organismo. 

Estos adelantos técnicos en la ingeniería genérica la capacidad de manipular el DINA 
con precisión en un tubo de ensayo o en un organismo- han tenido un impacto espectacular 
enla biología celular, permitiendo el estudio de las células y de sus macromoléculas median- 
te sistemas que antes eran inimaginables. La tecnología del DNA recombinante constituye 
un conjunto variado de técnicas, algunas de las cuales son nuevas y otras han sido adopta- 
das de otros campos de laciencia, como la genética microbiana (Tabla 8-23). Las más impor- 
tantes sor 


1. Larotura específica del DNA mediante nucleasas de restricción, que facilita enorime- 
inerte el aislamiento y la manipulación de los genes individualmente. 

2. Lawnión del DNA que hace posible el diseño y la construcción de moléculas de DNA 
que no seencuentran en la naturaleza, 


3. La clonación de DNA, mediante el uso de vectores de clonación o de la reacción en 
cadena de la polimerasa, de tal manera que una molécula sencilla de DNA puede ser 
reproducida generando muchos miles de millones de copias idénticas. 

4. Lahibrdación delos ácidos nucleicos, que hace posible localizar secuencias determii- 
nades de DNA o de KNA con una gran exactitud y sensibilidad, utizando la capacidad 
que tienen estas moléculas de unirse de forma selectiva a secuencias complementa- 
rías de otros ácidos nucleicos. 


5. Lasecuenciación rápida de todos los nucleótidos de un fragmento purificado de DINA 
(inchuso genomas enteros), que hace posible identificar genes y deducir la secuencia * 
de aminoácidos de las proteínas que codificar 


6. Elseguimiento simultáneo del nivel de mkNA producido por cada uno de los genes de 
una célula, mediante microchips de ácidos nucleicos que penniten efectuar simultá- 
neamente decenas de miles de reacciones de hibridación. 

En esta sección se describirá cada una de estas técnicas básicas que, en su conjunto, 
han revolucionado el estudio de la biología celular. 


Las nudeasas de restricción cortan en fragmentos 
las largas moléculas de DNA 


A diferencia de las proteínas, los genes no existen en las células como entidades iudeper- 
dientes, sino como regiones de una molécula de DNA de gran tamaño. Aunque las molécu- 
las de DNA se pueden fragrnentar mecánicamente al azar en pequeños trozos, un fragmento 
que contenga un gen aislado del genoma de un marnilero no será más que uno entre cientos 
de miles, imposibles de diferenciar entre ellos por su tamaño. Entonces, ¿cómo se puede pu- 
ríficar un gen? Todas las moléculas de DNA están formadas por una mezcla aproximada- 
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Tabla 8-3 Algunas de las etapas principales del desarrollo de la tecnología de transgénicos y del DNA recombinante 
1869 Miescher alstó por prienera vez el DA a partir de leucocitos obtenidos de vendajes empapados de pus de un hospital cercano, ca 


1944 Avery demostró cue es el DNA, y no la proteína, el que contiene la nformación genética durante la transformación bacteriana: 

1953 Watson y Crick propusieran el modela de la doble hélice para la estructura del DNA, basado en los resultados de e Xx de Eraricin y iitdns, 
: 1985 Kornberg descubre la DNA polimerasa, la enzima que se utiliza para producir sondas de DNA marcadas. - 4 a nos 

1961 Marraar y Daty descubrieron la renaturalización del DNA, estableciendo la a yia posi Ibi idad de A reacciones de hibridación, 

de los ácidos nudeicos. : a e S 

i 1962 Arker proporcionó la primera evidencia de la existencia de les nudeasas de restricción del DNA, us canijo: asu posters pundón 
: y utilización en le caracterización de la secuencia del DNA por parte de Nathans y E, Smith. s : 

1966 Mirenbera, Ochoa y Khorana dilucidaron el código genético. , 

1967 Gellerí descubrió la 1 DNA figasa, la enzima utilizada para unir fragmentos de DA. 


1972-1973 Se desarroilaron las técnicas de clonación del DNA en el laboratorio de eS Cohen, en ye colaboradores En nte Universia 

y en la Universidad de Califomia en San Francisco. FB . 0 ER 
1975 Southern desarrolló la hibridación tras transferencia sobre gel, para la detección de: secuencias esper de ONA:- 
1975-1977 Sanger y Rarreli y Maxam y Gilbert desarrollaron métodos rápidos de secuenciación del DNA. ca Os 
1981-1982 Palroiter y Erinster produjeron un ratón transgénico; Spradilng y Rubin produjeron móscas del vinagie ts rgenicas. ze 


1982 GenBank, la base pública de datos de secuencias del NIH, que se halla en el Laboratorio Nacional Ide los Álamos. . 


A 


1985 Mullis y colaboradores inventaron la reacción en cadena de la polimerasa (POR: polymerase e chain reaction. a 

1987 Capecchi y Smithies desarrollaron métodos para realizar sustituciones génicas dirigidas en células madre embrionatlas de fatón;. o 

1989 Fields y Song desarrollaron el sistema del doble híbrido en levadura para la identificación y estudio de tas interacciones ente proteínas: E 

1980 Olson y colaboradores describieron los lugares de secuencia marcadora, edita Únicos de DNAS sue se sailizan paa da mapas od 
físicos de los crornmesomas humanos. - , E 2, Pa 

1990 Lipman y colaboradores hacen público BLAST, un algoritmo utilizado para buscar erbesias, entre secuencias de DNA o pearl: á 

1990 Simon y colaboradores estudiaron cómo emplear de forma eficiente fos cromosomas artificiales de bacteria BAC), de men que «sucia esen 
transportar grandes fragmentos de DNA hurnano clonado para su posterior secuenciación, 5 La AE 

1991 Hoad y Hunkapillar desarrollaron una nueva tecnología de secuenciación automática de DNA, e 

1995 Venter y colaboradores secuencióron el primer genoma completo, correspondiente a la bacteria Haemopilusinftuenza;. z : 

1996 “Goflegu y un consordia internacional de investigadores anunciaron la Analización de la primera secuencia igibiids de un eucadota, 


la levadura Seccherormyces cerevisian, 


1996-1997 Lockhart y colaboradores y Brown y DeRisi desarrollaron los mtcrochips de DNA, que permiten el estudio simultáneo de de de genias, 


1998 Suiston y Waterston y colaboradores finalizaron ta primera secuencia completa de un aii plant celulas el gusano! nematodo a 
Caenorhabdítis elegons. z AS 

2001 Un consorcio de investigadores anunció la finalización del borrador de la secuencia dele genoina humáno, 

2004 Se pública la secuencia finalizada del genoma humano. 


mente equivalente de los mismos cuatro nucleótidos, por lo que no pueden separarse, como 
se hace con las proteínas, según procedimientos basados en su diferente carga, composi- 
ción o propiedades de unión. 

La solución a todos estos problemas apareció con el descubrimiento de las nueleasas 
de restricción. Estas enzimas, que pueden aislarse de bacterias, cortan la doble cadena de la 
molécula de DNA por puntos específicos definidos por la secuencia de nucleótidos y produ- 
cen así fragmentos de DNA de diversos tamaños. Distintas especies de bacteria fabrican di- 
ferentes endonucleasas de restricción con distintas especificidades de secuencia, de forma 
que resuíta bastante sencillo encontrar una endonucieasa de restricción que libere un frag- 
mmento de DNA que incluya a un determinado gen. El tamaño del fragmento liberado puede. 
ser utilizado para purificar parcialmente el gen de una mezcla de ellos. Ñ 

Las bacterias de diferente especie producen nucleasas de restricción diferentes, que las 
protegen de los virus degradando el DNA vírico que entra en la célula. Cada enzima bacteria- 
na reconoce una secuencia específica del DNA de entre cuatro a ocho nucleótidos de longi- 
tud. Cuando estas secuencias se encuentran en el genoma de la propia bacteria están 
protegidas de la degradación gracias a la metilación de un nucleórido A o €; en cambio, porlo 
general las secuencias del DNA exógeno no se hallan metiladas, por lo que son atacadas por 
la nucleasa de restricción. A partir de diferentes especies de bacteria se han purificado mu- 
chas nucleasas de restricción y, actualmente, existen más de 199 de estas enzimas comercia- 
lizadas, capaces de reconocer un gran númeto de secuencias nucleotídicas diferentes. 

Algunas nucleasas de restricción producen cortes que dejan secuencias cortas de DNA 
de cadena sencilla en los dos extremos de cada fragmento (Figura 8-31). Este tipo de extre- 
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Figura 2-31 Secuencias de nucdeótidos del DIVA reconocidas por cuatro nucleasas A pal 
ES de restricción ampliamente tilizadas. Coro ocurre en estos ejernplos, estas secuencias ; : 
t : E A á A a E : 
e welen tenerse ses lis %S, oa : " pod , mo e 
suelen tener seís pares de ba es y son pa indrómicas, esto es, las secuencias de art bas hebras 5 « SH E HT] [AHaH cp 3 E 
oa 300 iguales entre yl s se gira la hélice 180 grados alrededor del centro de la corta región de 
al hélice que es reconocida. Las enzimas cortao las dos cadenas de ÓMA en el lugar de la E 
A O eii 3 CHA HA TH TE Gps 
secuencia de reconocimiento a cerca de ella, En el caso de algunas enzimas como Hipal, el ¡na ; Bu 


corte libera extreros tomos en otros casos coma Ecoñl, Hindi y Psu, el corte es escalonada 
: y genera extremos cohesivos, Las nucleasas de restricción se obllenen de varias especies de Ñ e 
po bacterias: Hpal de Haemophilus parcinfívenzae: EcoPl de Escherichia coli, Miadíl de Ecoñti 


Haernopbilus influenzae y Peal de Providencia stuartil. a 
Y e pr py o 
[AHaHTHTH ch3 


E se] 


CORTE 


( A mos se denominan extremos cohesivos, ya que cada extremo tene una secuencia que es ES do HTA TPA] e E | [us 
Ñ complementaria a la que genera la misma endonuciessa de restcción en cualguiér otro CORTE á 


fraggnento Figura 8-32), Los extrernos cohesivos permiten unir fácilmente fragmentos de 

E DNA obtenidos con la misma endonucieasa de restricción fo con otra que genere los mis- Á Hindiit 

: mos extremos cohesivos). Las moléculas de DNA producidas mediante la unión de dos o A -- mm E 
e ; a de OO 
más fragnnentos de DINA se denominan moléculas de DINA cecarabinarnte, e cl 


Las moléculas de DNA de diferentes tamaños pueden separarse 
mediante la electroforesis en gel 


, La longitud y la pureza de las moléculas de DNA pueden determinarse con precisión utili- 
E zando los mismos métodos de electroforesis en gel que han dernostrado ser tan útiles para el 3 6] [AHH E] THC kg 
: "análisis de las proteínas. En la actualidad el proceso es más sencillo que para las proteínas: 
dado que en las moléculas de ácido nucieico cada nucleótido presenta ima carga negativa 
úvica (en el grupo fosfazo), no es necesario utilizar el detergente cargado negativamente SDS 
que se requiere para conseguir que las moléculas de proteína se desplacen de una manera 
uniforme hacía el electrodo positivo. Para los fragmentos de DNA menores de 500 nucleóti- 
dos, existen geles de poliacrilamida especialmente diseñados que permiten la separación de 
e E moléculas que se diferencian en un solo nucleótido de longitud (Figura 8-334). No obstan- 
te te, los poros delos geles de pobacrilamida son demasiado pequeños paza permitir el paso de 
Es moléculas grandes de DNA; para separar estas moléculas según $u temaño, se utilizan geles 
S mucho más porosos formados por soluciones diluidas de agarosa (un polisacárido aislado 
po de algas marinas) (Figura 8-33B). Ambos métodos de separación de DINA son puy utilizados 
Mas con finalidad tanto analítica como preparativa, j 
Mes Una variación de la electroforesis en agarosa, llamada electroforesis en gel de carnpo pul- 
EN sante, hace posible la separación de moléculas enormes de DNA. La electroforesis en gel 
ordinaria no consigue separar estas moléculas porque el campo eléctrico uniforme las 
exiende adoptando configuraciones serpenteantes que viajan a través del gel a una veloci- 
ded que es independiente de su loogitud. Sin embazrgo, alteraciones frecuentes en la direc- 
ción del campo eléctrico fuerzan alas moléculas a reorientarse para poderse desplazar. Este 
proceso de reorientación es más lento cuanto mayor es el tamaño de la molécula, por lo que 
las moléculas largas se van retrasarido respecto a las más cortas. Como consecuencia de ello, 
los cromosomas completos de bacterias o de levaduras aparecen como bandas discretas y A TAAT 
pueden ser aislados e identificados en base a su tamaño (Figura 8-330). Aunque un craraa- : ES 
ee soma típico de mamifero de 10% pares de bases es demasiado grande bucluso para poder ser : ALAT E 
aislado con este método, pueden aislarse e identificarse grandes regiones si el DINA cromo- a A PO ES 
sómico se corta primero con nucleasas de restricción que reconocen secuencias muy poco TTAA— AATL 3 
frecuentes (p. ej, ina vez cada 10.006 o más pares de nucleótidos), 5 
En los geles de agarosa o de poltacrilamida, las bandas de DINA serán invisibles a renos 
que el DNA esté marcado o teñido de alguna manera. Un método sensible de tinción del 


z 
Z 
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Rat Figues 8-32 Las nudeasas de restricción producen fragraentos de DNA que se pueden 

: unir fácilmente entre sí, Los fragmentos de DNA que tengan los mismos extremos cohesivos 
se pueden unir mediante apareamiento de bases complementarias entre sus extremos 3 
cohesivos, tal como se Hustra en la figura. En este ejermplo, los dos fragmentos de DNA que se j ES 
unen entre sí fueron producidos porta nucleasa de restricción Ecofil, mientras que los otros dá ALAS 3 
tres fueron producidos por diferentes nucleasas de restricción que dieron lugar a diferentes E 
extremos cohesivos (uñase Figura 2-31). Los fragmentos con extremos romos, tales coro los TLAA y 
producidas por Hpal (véase Figues 8-31), pueden unirse también pero con mayor dificultad. Ey 
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Figura 8-33 Técnicas de electroforesis en gel para separar molécidas de DNA en fundón de st carriiesz 

tamaño. En los tres ejemplos que se presenten, la electroforesis va de ariba a abajo, de forma que a 6009 
las moléculas mayores de DNA Y por tanto las que se desplazan más despacio en el gel- están a , 

cerca de la parte superior del gel. (A) Gel de poliacrlamida de poros pequeños para fraccionar mr 

moléculas de ONA de cadena única. Las moléculas en el rango de tamaños de 10 a 500 nucteótidos A 

pueden separarse unas de otras aunque la diferencia de tamaño sea de tan sólo un nudeótido, > nr ESA 

En este ejemplo, los cuatro cardies corresponden a los productos de cuatro reacciones diferentes e e 

de secuenciación de DNA El DNA a secuenciar se ha replicado artificialmente a partir de un e a O +00 

extrerno fo hacía un punto variable de paro, produciendo una serie de réplicas parciales de Wi 

diferentes longitudes. (En la Figura 9-50 se explica cómo se obtiene este conjunto de réplicas cda sy a 
parciales] En el carril 1 se encuentran las réplicas parciales que terminan en G; en el carril 2, aquellas a o E 
que terminanoen y en el catril 2, aquellos terminadas en, y en el carril 4, aquellas que terminan en e eS 

C. Debido a que fas moléculas de DONA del experimento se encuentran marcadas radiacthramente, ] re 


sus posiciones $e pueden determinar mediante sutoradiografía, como se muestra, 
(B) Gel de agarosa de poros de tamaño medio para separar moléculas de DNA de doble hebra. 
Este métado es más útil en el rango de tamaños comprendido entre 300 y 19.009 pares de 


nucleótidos. Estas moléculas de ONA son fragmentos de restricción producidos a partir del genoma a 
de un virus bacteriano; se han detectado mediante la fluorescencia que emiten después de ser DO 
teñidas con el colorante bromuro de etidio. (() Técnica de electroforesis en campo pulsante para pa o 
separar en in gel de agarosa 16 cromosomas diferentes de levadura [Saccharomyces cerevisice) a 
cuyo tamaño oscila entre 220.000 y 2,5 millones de pares de nucleótidos. El ONA se ha teñido como A 
en 8). Sobre este tipo de geles se pueden separar moléculas de DNA de tamaños tan grandes ie een 1600 
como 107 pares de nucleótidos. (A, por cortesía de Leander Laufler y Peter Walter; B, por cortesía de RS. 3 
Ken Kreuzer; €, de D, Vollrath y AM. Davís, Nudeic Acids Res. 15:7865-7876, 1987. Con la autorización 0, Fo $ 
de Oxford Unjuersity Press.) a dl 
a 
DNA consiste en ponezdo en contacto con el colorante bromuro de etídio que, cuendo se ha- a — 6 
lla unido al DNA, emite fuorescencia al ser expuesto a hez ultravioleta (Figuras 8-33B y C). a 
Un método de detección aún más sensible que éste consiste en la incorporación de un ra- E 2-25 
divisótopo a la molécula de DINA antes de la electroforesis; habitualmente se utiliza el %B ya pa 4. millones 
que puede ser incorporado en los fosfatos del DINA y emite partículas B muy energéticas que A 
son fáciles de detectar por autorradiografía como se observa en la Figura 8-33. (Para una ex- e Ed 
posición del tema de los radioisótopos véase p. 601.) e 07 E Gas 
. ae E] 
o E 
Las moléculas purificadas de DNA se pueden marcar ín vitro e 5 pares de 
con radioisótopos o con marcadores químicos e dido 
Lada . Dd 
Para añadir distintas marcas a las moléculas de DNA aisladas se uellizan fundamentalmente AS 5 610.090 
dos sistemas. En el primero, una DINA polimerasa copia el DNA en presencia de nucleótidos E z 
radiactivos (por lo general marcados con 22P) o marcados químicamente (Figura 8-348). De O 
esta forma se generan "sondas de DNA" altamente marcadas para las reacciones de hibrida- vete 
ción de ácidos nucleicos (véase más adelante). El segundo método utiliza la enzima polimu- a 
cleótido quinasa de bacteriófago para transferir un solo fosfaro marcado con 32% desde el ATP mn sa 
hasta el extrémo 5 de cada cadena de DNA (Figura 8-348). Dado que la quinasa incorpora un o " 
sólo átomo de 32P en cada hebra de DNA, estas cadenas de DNA no son lo bastante radiacti- La O 


vas coráo para utilizadas como sondas; pero como sólo están marcadas en uno de sus extre- 
mós, son muy útiles para otras aplicaciones incluyendo el estudio de las huellas del DNA 
(fcorprinting, tal corno se ha explicado en el Capítulo 7. 

Los métodos de marcaje radiactivo están siendo sustituidos por otros en los que se titi 
lizan moléculas que pueden ser detectadas químicamente o mediante fluorescencia. Para 
conseguir estas moléculas de DINA no radiactivas, se utilizan precursores de nucleótidos mo- 
dificados (Figura 8-340). Una molécula de DNA marcada de esta forma puede unirse a su 
complementaria por hibridación, tal como se expone en la sección siguiente, y entonces ser 
detectada con un anticuerpo (u otra ligando) que reconocerá de forma específica su cadena, 
lateral modificada (Figura 8-33). 


La hibridación de ácidos nucleicos proporciona un método sensible 
para la detección de secuencias determinadas de nucleótidos 


Cuando una sotución acuosa de DINA se calienta a 100 *C o se expone a un pH muy alto 
(pH=13), se rorapen las bases complementarias que mantienen unidas entre sí a las dos ca- 
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: 3 Do. 
fregrientos de restricción de DNA, purificados ee fragmentos de restricción de DNA purificados 
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de DINA marcadas que son representativas 
de tes secuencias de ambas hebras 
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Figura 8-34 Métodos para marcar 
moléculas de DNA ln vitro (A) La DNA 
polimerasa marca todos los nudeótidos de 
una molécula de DRA y, por lo tanto, se 
esta región es aún puede utilizar para generar sondas de DNA 
accesible para el altamente radiactivas. (8) La pollnucieótida 
eS dla Guinasa marca Únicamente los exdremos Y de 
H con A fas hebras de DNA; así pues, cuando después 
de marcar se fracciona la molécuta de DNA 
mediante nucleasas de restricción, tal como 
o se muestra en la figura, se pueden obtener 
con facilidad moléculas que contengan 
una sola hebra marcada en el extremo 5 
(O) El métado en (A) tembién se utiliza para 1. 
prodecdr moléculas de DONA no radiactivas 
que contienen un marcador químico 
específico que puede ser detectado con 
un anticuerpo adecuado, €l nucdeótido 
modificado que se muestra, puede ser 
incorporado al DNA por la DNA polimerasa, 
permitiendo que la molécula de DINA se 
puede utilizar corno sonda y detectarse de 
forma eficiente, La base del nucleótido que 
se muestra es un análogo de la Umina, en la 
denas de la doble hélice, disociándose rápidamente en dos hebras separadas. Durante mu- que se ha reemplazado el grupo metilo en Y 
chos años se consideró que este proceso, llamado desnaturalización del DNA, era irreversi-  “Onunespaciador unido al esterolde vegetal 
ble. Sin embargo, en 1961 se descubrió que si se mantienen hebras complementarias de tenis en vaa són as 


DNA a 65 *€ durante un periodo prolongado, forman de nuevo una doble hélice (proceso era 
denominado hibridación o renaturalización del DINA). Reacciones de hibridación similares unido a un marcador visible, como sería 
a ésta se producen entee dos cadenas cualesquiera de ácido nucleico de uma sola hebra uncolorante de tipo fluorescente. Otras qe 
(DINA/DNA, RNA/JENA o RNA/DNA) siempre que ambas cadenas tengan una secuencia de moléculas, como por ejemplo fa biotina, se ” 
nucleótidos complementaria. Estas reacciones específicas de hibridación son ampliamente Pueden unir a los nucleótidos y se detectan 
utilizadas para detectar y caracterizar secuencias nucleotídicas específicas tanto en molé- de un modo similar a éste. 
culas de RNA como de DNA. : E : 

Las moléculas de DNA de cadena sencilla uilizadas para la detección de secuencias 
complementarias se conocen como sondas; estas moléculas contienen marcadores radiac- 
tivos o químicos para facilitar su detección, y pueden tener longitudes que van desde los 
quince hasta varios miles de nucleótidos. Las reacciones de hibridación mediante sondas 
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de DNA son tan sensibles y selectivas que pueden utilizarse para detectar secuencias Com- 
plementerias cuya concentración sea incluso de una sola molécula por cébula. Asi, es posible 
determinar el nússero de copias de cualquier secuencia de DNA, presente en una deterral- 
nada nuestra de DNA. Se puede utilizar estamisime técnica para buscar genes relacionados 
pero no idénticos, o para encontrar un geo de biterés ea un organismo cuyo genoras no ha- 
ya sido secuenciado, por ejeraplo, utilizando como sonda un fragmento de un gen conocido 
(Fienra 8-36). 

Alternativamente, las sondas de DIMA pueden utilizarse en reacciones de bibridación 
con RNA en lugar de DNA, para detectar cuándo una célula está expresando un gen deter- 
minado. En este caso se hibrida la sooda de DINA, que contiene parte de la secuencia del 
gen, con ENÑA purificado a partir de la cébula en cuestión, con el fín de determinar si el RINA. 
celular contiene secuencias nucleotídicas complementarias al DNA de la sonda y, sí es así, 
en qué cantidad. En métodos más elaborados, la sonda de DIVA se testa coa nuclessas espe- 
cíficas después de la hibridación, para determinar la región exacta de la sonda que se ha apa- 
ieado con moléculas de RINA de la célula. De esta forma se pueden determinarlos lugares de 
principio y final de la transcripción del RINA, así como los límites precisos de los intrones y 
delos exones de un gen (Figura 8-37) 

En la actualidad, las posiciones de los límites ntrón/exón se determinan a pas de la 
secuenciación del DNA complementario (CNA), que representa los RNA expresados por 
la cétula y cormparándolos con la secuencia del gen completo, Postedormente en este capk 
tulo se describirá con más detalle el método ublizado para la preparación de los cDINA des- 
de los mENA, 

La hibridación de sondas de DINA con los EKNA de la célula permite determinar si un gen 
particular está siendo o no transcrito; además, cuando la expresión de un gen carbia, es po- 
sible determinar si el caribio es debído a mecanismos transcripcionales o bien postrans- 
cripeionales tvuéase Figura 7-92). En sus inicios, estos estudios de la expresión génica se 
realizaban con una sonda de DINÁ por ensayo. En la actualidad, los microchíps de DINA per- 
múten el estudio simultáneo de cientos o miles de genes en un solo ensayo, como se descri- 
birá más adelante. La utilización de los métodos de hibridación está tan extendida en 
biología celular, que es difícl imaginar cómo podría estadíarse la estructura y la expresión. 
de los genes sin ellos. 
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Figura 8-35 Hibridadción ln ste para poder 
tocallzar genes de forria esperífica en los 
cromosomas, Se han utilizado seis sondas 
diferentes para determinar la posición de sus 
respectivas secuencias de nucleótidos en el 
cromosoma 5 humano en metefase. Las 
sondas estaban marcadas quimicamente 

y se han detectado mediante anticuerpos 
mercados con anticuerpos fivorescentes. 
Se muestran las dos copias del cromosoma 
5 afíneadas. Cada sonda detecta dos 
puntos en cada cromosorna dado que un 
cromosoma metafásico tlene sti DNA 
replicado y por ello contiene dos hélices de 
DNA idénticas. (Cortesía de David €. Ward) 


Figura 8-36 Diferentes condiciones 

de asuingenda en la hibridación. Cuando 
s3Ólo se desea un apareamiento idéntico con 
usa sonda de DNA, se utilizan condiciones 
astringentes; la seacción de hibridación se 


* mantiene unos cuantos grados por debajo de 


la temperatura a la que una hélice de DNA 
perfecta se desnatunaliza en el solvente 
utilizado (su temperatura de fusiórí, y, por 
tanto, todas las hélices imperfectas formadas 
son inestables. Cuando el objetivo consiste 
en encontrar moléculas de DNA con 
secuencias relacionadas, o idénticas, se 
utilizan condiciones menos restrictivas; la 
hibridación se realiza a una temperatura 
inferior que permite la formación de dobles 
hétices apareadas de forrna imperfecta. 

Las candiciones de hibridación a baja 
temperatura pueden Lúlizarse para buscar 
genes que no sean idénticos al gen Á pero 


+ que en cambio se encuentren relacionados 


corénNC y E, en el ejemplo de la figura). 
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Las transferencias de tipo Northern y de tipo Southern facilitan 
la hibridación con moléculas de ácidos nucleicos separadas 
por electroforesis 


A menudo les sondas de DNA se utilizan en combinación con la electroforesis en gel para 
detectar moléculas de ácidos mucleicos que tengan una secuencia complementaria a toda o 
a una parte de la sorida. Antes de llevar a cabo la reacción de hibridación, se separan por 
electroforesis las diferentes moléculas de RNA o de DNA de una mezcla, según su tamaño; 
podremos estar seguros de que la hibridación fue específica si la sonda se une a moléculas 
de un sala o de rauy pocos tamaños. Además, la información obtenida respecta al tamaño 
puede ser muy valiosa en sí misma. Un ejernplo servirá para ustrar este punto. * 
Supongamos que se desea determinar la naturaleza del defecto de un ratón mutante 
que produce cantidades demasiado bajas de albúmina, una proteína que normalmente se- 
grega el hígado a la sangre en grandes cantidades, En primer lugar, habrá que recolectar 
muestras de tejido hepático idénticas de un ratón mutante y de uno normal (este último ser- 
vicá de control); las células se disgregan con un detergente fuerte para inactivar las nuclea- 
sas, que en caso contrario podrían degradar los ácidos nucteicos. A continuación, se separa 
el RNA y el DNA de los otros componentes celulares: las proteínas presentes se desnaturali- 
zan por completo y se eliminan mediante extracciones continuadas con fenol (un potente 
disolvente orgánico que es parcialmente miscible en agua), los ácidos nucleicos, que per- 
manecen en la fase acuosa, se precipitan con alcohol para separarlos de las moléculas pe- 
queñas de la célula. Entonces se separa el DNA del RNA aprovechando su diferente 


solubilidad en alcohol y se degrada cualquier ácido nucleico contaminante del tipo que na” 


queremos estudiar, mediante tratamiento con enzimas altamente específicas, ya sea una 
RiVAsa o una DN Asa. Los mRNA se separan del RNA tótal por retención en una columna cro- 
matográfica que une de forma específica las colas de poli-A de los mANA. 

Para analizar los RNA que codifican la albúmina con una sonda de DNA, se utiliza ina 
técnica llamada transferencia de tipo Northern (Northern blotting). Primero, las diferentes 
moléculas de RNA intacto, tanto de los hígados rmutantes como de los normales, se separan 


en bandas mediante electroforesis en gel. Entonces, para hacer que las moléculas de RNA - 


sean accesibles a las sondas de DNA, se hace una réplica del parón de bandas de RNA del 


Figuea 8-37 Utilización de la técnlea de 
hibridación de ácidos nuclelcos para 
determinar qué región de un fragmento 
donado de DMA está presente en una 
molécula de omiRNA. El método mostrado 
requiere la utilización de ina nucieasa que, 
al hibridar el DNA con una cadena de RNA 
complementaria, Únicamente corte la cadena 
de ONA en las regiones que no queden 
apareadas. Tal como se ruestra, el meétada 
permite determinar las posiciones de los 
iatrones en los genes eucariotas. En este tipo 
de análisis, la electroforesis de DNA se realiza 
en un gel de agarosa desnaturalizante, con lo 
que el ONA migra en forma de moléculas de 
cadena sencilla. El inicia y final de una 
molécula de RNA pueden determinarse 
utilizando métodos similares, 
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TAMPÓN A TRAVÉS DEL GEL Y DEL PAPEL 


Figura 8-38 Detección especifica de moléculas de RNA o de DNA mediante transierencia e 
hibridación. En el ejernplo presentado fa sonda de DNA se detecta en función de su radiactividad. 
La utilización de sordas detectables por métodos químicos o fluorescentes también se encuentra 
ampliamente extendida (véase Figura 83-343. (A) Una mezcla de moléculas de RNA de cadena 


contiene la 


sencilla (transferencia de tipo Northern), o de fragmentos DNA de doble cadena, generados tras sonda marcada 

un tratamiento con nucleasas de restricción (transferencia de tipo Southern), se separan en VISUALIZACIÓN, MEDIANTE 

función de su tamaño mediante electroforesis. (8) Sobre el gel se dispone una membrana de ALUTORRADIOGRAFÍA, DE LA 

nailan o de nitrocelutosa; los fragmentos de DNA o de RNA separados se transfleren a la SONDA MARCADA QUE SE HA ' 
membrana por capilaridad. (C) La membrana de nitrocelulosa se retira con cuidado del gel. (0) La HIBRIDADO CON LAS BANDAS ! 


E Des 7 DE DONA COMPLEMENTARIAS 
membrana, que contiene las ácidos nucleicos unidos, se coloca entonces en una bolsa sellada 18) 


junto a una solución salina temporada que contiene la sonda de ONA marcada radiactivamente, 
La membranas se expone a la sonda de DNA marcado durante un tiempo prolongado, en 
condiciones que favorecen la hibridación. (E) La membrana se retira de la bolsa y se lava 


intensamente, de forma que permanezcan unidas sólo aquellas moléculas de sonda maycada que daros dl "bandas 
se hayan hibridado con el RNA o el DNA inmovilizado en la merbrana. Después de la - de tamaño marcadas : 


autorradiografía, eb DNA hibridado con la sonda aparece en forma de bandas en el film fotográfico, 
En ef caso de la transferencia Southern, las dos hebras del DNA presentes en la membrana deben 

separarse previamente al proceso de hibridación; esto puede conseguirse exponiendo el DNA a 

condiciones alcalinas desnaturafizantes después de la electroforesis (no mostrado en la figura). 


gel mediante la transferencia (blosting) de las moléculas fraccionadas de RNA a una hoja de 
nitrocelulosa o de papel de nailon. El papel se incuba con una solución que contiene la son- 
da de DNA marcada cuya secuencia corresponde en parte a la cadena molde que produce el : 
mBNA de la albúmina. Las moléculas de RNA que se hibridan en el papel con la sonda de 1 
DNA marcada (por ser coraplementarias a parte de la secuencia normal del gen de la albú- n 
mina) se localizan detectando la sonda unida mediante autorradiografía o métodos quími- : 
cos (Figura 8-38). El tamaño de las moléculas de RNA hibridadas se determina utilizando 
como referencia la migración de moléculas de RNA de tamaño conocido (patrones de RNA) 
que se someten a elecrroforesís junto a la muestra. De esta rmanera, se puede descubrir que 
las células hepáticas del ratón afectado fabrican mRNA de albúmina de tamaño normal y en 
cantidades normales, o también podría ocurrir que el mANA de la albúmina se detectara en 
cantidades muy reducidas. Otra posibilidad sería que el mANa de la albúmina mutante fue- 
se anormalmente corto. En este caso, el gel transferido se podría volver a estudiar con son- : 
das de DINA más selectivas que revelasen qué zona del RNA está ausente, | 
i 


El método original de hibridación, llamado transferencia de tipo Southern (Sowrhern 
blotting) analiza el DNA en vez del RINA. Se denominó de esta forme en reconocimiento 2 su 
inventor y se tomó como referencia en la nomenclatura de las técnicas de transferencia de 
tipo Northern y Western. En primer lugar, se corta el DNA aislado con nucleasas de res- 
tricción generando fragmentos que se puedan separar fácilmente. A continuación, los frag- 
mentos de cadena doble se separan de acuerdo a su tamaño mediante electroforesis en gel 
y, mediante transferencia e hibridación, se identifican los fragrnnentos que son complemen- 
tarios a la sonda de DNA, tal como se ha descrito para el caso del RNA (véase Figura 8-38). 
Para caracterizar la estructura del gen de la albúmina en el ratón mutante, se podría utilizar 
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una sonda de DINA específica para la albúmina y construir un mapa de restricción detallado 
dela región del genoma que codifica esta proteína. Este mapa consiste en un patrón de fag- 
mentos del DINA que se produce por la acción de varias nucleasas de restricción. Sobre este 
muapa se puede determinar si el gen de la albúmina ha sido reordenado en los ratones afer- 
tados, por ejemplo, mediante la deleción o inserción de una secuencia corta de DNA; sin 
embargo, de este modo no es posible detectar las sustituciones de una sala base. 


Los genes se pueden clonar utilizando bibliotecas de DNA 


Cualquier fragmento de DINA se puede clonar. En biología molecular, el término clonación 
de DNA tiene un doble sentido, Por una parte se refiere, literalmente, a la acción de realizar 
coplas idénticas de una molécula de DNA, es decir, ala amplificación de una secuencia con 
creta de DNA. Sin embargo, el término ternbién se utiliza para describir el aislamiento de un 
tragmnento de DNA (a menudo de un gen determinado) del resto del DINA de la célula, pues- 
to que este aislamiento se ve facilitado en gran medida al realizar varias copias idénticas del 
DNA de interés. Como se ha indicado antes en este capítulo, la clonación, utilizada en el 
contexto de la biología del desarrollo, se reere a la generación de muchas células genéti- 
camente idénticas a partir de una célula inicial o incluso la generación de organisraos idén- 
ticos desde un punto de vista genético. En todos los casos, la clonación es el acto de realizar 
copias genéticas idénticas, En esta sección, utilizaremos el término clonación (clonación de 
DNA o clonación génica) para referirnos a los métodos diseñados para generar muchas co- 
pias idénticas de un segmento de un ácido nucleico. 

En su sentido genérico, la cionación de DNA puede realizarse de diferentes formas, La 
más sencilla supone la inserción de un fragmento particular de DNA en el genoma purifica- 
do de un elemento genético autorreplicativo, por lo general un virus e un plásmido. En un 
tubo de ensayo, por ejemplo, se puede unir un fragmento de DNA que contenga un gen hu- 
mano con el cromosoma de un virus bacteriano; la nueva molécula de DNA recombinante 
podrá ser introducida en tina bacteria, donde el fragmento de DNA insertado se replicará 
junto con el DINA vírico. Partiendo de una sola molécula de DNA recombinante que infecta 
2 una bacteria, los mecanismos normales de replicación del virus pueden producir más de 
1012 moléculas idénticas de DNA viral en menos de un día, amplificando por tanto el frag- 
mento de DNA humano insertado en esta misma proporción. A los virus o plásmidos utili- 
zados de este modo se les denomina vectores de clonación y se considera que el DNA 
insertado que propagan ha sido clonado en ellos. 

Para clonar un gen se ermpieza construyendo una biblioteca de DNA*—ana colección de 
fragmentos de DNA clonado a partir de células, tejidos u organismos. Esta biblioteca incks- 
ye (probablemente) al menos un fragmento que contiene el gen de interés. La biblioteca 
puede construirse tanto con vectores víricos como plasmidicos y, en general, se mantiene 
en una población de células bacterianas. Los principios básicos de los métodos utilizados 
para clonar genes son los mismos para cualquier tipo de vector utilizado, aunque pueden 
diferír en algunos detalles, En la actualidad, la clonación se realiza sobre tado con vectores 
plasméídicos. 

Los vectores plasmídicos utilizados para la clonación de genes son pegueñas molécu- 
las circulares de DNA de doble cadena, derivados de grandes plásmidos que aparecen de 
forma natural en bacterias. Por lo general suponen una pequeña parte del total del DNA de 
la célula huésped, pero se pueden separar fácimente gracias a su menor tamaño respecto a 
las moléculas de DINA cromosómicas, las cuales son mucho mayores y sedimentan por cen- 
trifugeción. Para utilizar los plásmidos circulares de DNA corno vectores de clonación, una 
vez purificados se cortan con uma nucleasa de restricción para generar moléculas lineales. -El 
DNA genóxmico de la célula que se va a utilizar en la conserucción de la genoteca también es 
cortado con la misma nucleasa de restricción; los fragmentos de restricción resultantes (en- 
tre los que se encuentran los que contienen el DNA que va a ser clonado) se añaden a los 
plásmidos cortados y se cierran, formando moléculas circulares de DNA recombinante. Es- 
tas moléculas recorabinantes, que contienen insertos de DNA ajeno, se unen covalente- 
mente mediante la enzima DNA ligasa (Figura 8-39). 

El siguiente paso en la preparación. de la genoteca consiste en introducir las moléculas 


circulares de DNA recombinante en bacterias temporalmente permeables al DNA; se dice 


> No es correcto llamarla “librería” de DNA. un error muy habitual debido a una traducción literal del inglés 
"Bbracy. (NE de los Y) 
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que estas células han sido transfectadas con el plásmido. A medida que estes células van cre- 
ciendo y dividiéndose duplican su número cada 30 minutos- los plásmidos recombinantes 
también se van replicando y produciendo un número enorme de copias de DNA circulares 
que contienen el DNA ajeno (Figura 8-40). Muchos plásmidos bacterianos transportan ge- 
nes que les confieren resistencia a los antibióticos (mencionado en el Capítulo 24), una pro- 
piedad que se utiliza pare seleccionar las células transfectadas con éxito; si la bacteria se 
hace crecer en presencia del antibiótico, solamente sobrevivirán las células que contengan 
los pliésmidos. Cada una de las bacterias que fue transfectada contendrá, en general, un frag- 
mento de DNA insertado diferente; este inserto será heredado por todas las células de la pro- 
genie de la bacteria, que formarán ina pequeña colonía en una placa de cultivo, 

Los plásmidos han sido utilizados durante años para clonar fragmentos de DNA de en- 
tre 1000 y 30.000 pares de bases. La clonación de fragmentos de DNA de mayor tamaño tenía 
una mayor dificultad dado que son más difíciles de manipular. Los investigadores enmpeza- 
ron entonces a utilizar cromosomas artificiales de levadura (YAC: yeast artificial chrormaso- 
mes) que podían transportar fragmentos largos de DNA (Bigura 8-41). Actualmente se 
utilizan unos vectores plasmídicos nuevos, basados en el plásmido E de E. coll, que aparece 
de forma natural en esta bacteria, para clonar fragmentos de DNA de entre 300.000 y 
1 millón de pares de bases. A diferencia de los vectores bacterianos de menor tamaño, el 
plásmido F -y su derivado, el cromosoma artificial de bacteria (BAC: bacterial artificial 
chromosome)- sólo presentan una o dos copias por célula de E. coli. El hecho de que el nú- 
mero de copias de los BAC sea bajo contribuye a su capacidad para mantener estables gran- 
des secuencias de DINA clonado: al existir pocos BAC en la célula, es menos probable que 
los Eagmentos de DNA clonados queden fragmentados por una recombinación con se- 
cuencias procedentes de otras copias del plásmido. Dada su estabilidad, su capacidad para 
aceptar grandes insertos de DINÁ y su fácil manejo, los BAC se han convertido en los vectores 
preferidos para generar bibliotecas de DNA de organismos complejos, incluyendo aquellas 
que representan los genomas de humano y de ratón. 
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Figura 8-39 Inserción de un fragmento de 
DNA en un plésmido bacteriano mediante 
la enzirna DIVA Egosa. El plásmido se abre 
realizando un corte con una nudessa de 
restricción [en este caso, una que produce 
extremos cohesivos), y se mezca con la ONA 
ligasa, ATP y el fragmento de DNA que se 
desea clonar lel cisal ha sido preparado con la 
misma nucleasa de restricción), Los extremos 
cohesivos se aparean ente sí y la DNA 

figasa sella tos cortes de la cadena de DMA, 
produdendo una molécula recombinante 
de DNA completa. (Micrografías cortesta 

de Huntington Potter y David Dressler] 


Ñ Figura 8-40 Amplificación de fragmentos 


de DNA insertados en un pléstrido. Con el 


- Objetivo de produdr gran cantidad del DNA 


de interés, el pliásmido recombinante de 
DRA de la Figura 8-39, se introduce en una 
bacteria por tanstección, donde podrá ser 


. seplicado varios millones de veces a medida 
que la bacteria se vaya metttipiicando. 
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Dos tipos de bibliotecas de DNA cubren diferentes propósitos 


El procedimiento de cortar el genoma completo de una célula mediante una nucleasa de 
restricción y clonar tada fragrsento, tal como se acaba de describir, produce una gran canti 
dad de fragenentos de DINA -del orden de un millón para un genoma de una célula de ma- 
rifero. Los fragmentos se distribuyen entre los millones de colonias diferentes de células 
trarisfectadas. Cuando no se trabaja con plásmidos típicos sino con BAC, la inserción de 
fragmentos mayores permite cubrir el genoma completo conun menor número de colorúas 
transfectadas. En ambos casos, cada una de estas coloriias estará compuesta por células cló- 
nicas derivadas de una sola céluda antecesora y, por tanto, contendrá varias copias de una 
zona concreta del genoma hagmentado (Figura 8-42). Se dice que un plásmido como éste 
contiene un clon de DNA genómico; la colección completa de piásmidos se denornína una 
biblioteca de DNA genómico. Sin embargo, debido a que el DNA genómico se ha cortado al 
azar en pequeños fragmentos, únicamente algunos de estos fragmentos contendrán genes 


: enteros, Muchos de los clones de DNA genámico obtenidos del DNA de una célula eucarjo- 


ta superior contendrán DNA 10 cadificante, el cual, como se vio en el Capítulo 4, constituye 
la mayor parte del DNA de estos genomas. Md: 

Una estrategia alternativa consiste en iniciar el proceso de clonación seleccionando las 
secuencias de DINA que se transcriben a RNA y que, por tanto, prabablemente corresponden. 
a genes. Esto se realiza mediante la extracción del mEANA de las células y, a continuación, 
haciendo una copia de DNA complementario (cDNA) de cada una de las moléculas de 


. "RNA presentes: La reacción está catalizada por la enzima transcriptasa inversa de retroui- 


rus, la cual sintetiza una cadena complementaria de DNA sobre un molde de RNA. Las mo- 
léculas de cONA de una sola caderia sintetizadas por la ranseriptasa inversa se transforman 
en cDNA de doble cadena mediante la DNA polimerasa, se insertan en vectores víricos o 
plasmídicos, y se clonan Cigura 8-43). Cada uno de los ciones obtenidos de esta farma se 


Figura 8-42 Construcción de una biblioteca de DANA genómico humano. Una biblioteca 
genómica suele guardarse como un conjunto de bacterias, cada una de las cuales 


contiene un fragmento diferente de DNA humana, Para simplíficar, se muestra en la figura 


la donación de Unos cuentos fragmentos representativos (señalados con diferentes 
colores). En realidad, los Fagrnentos de DINA de color gris también se clonarian, 


DIGESTIÓN SUAME , 
actúan como marcadores selectivos y 


Figura 8-41 Construcción de un cromosarra 
artíficial de levadura (YAC). Los vectores de - 
tipo YAC permiten clonar moléculas de DNA 
que tienen gran tamaño. TEL, CEN y OR! son 
respectivamente las secuencias del telómero, 
cantrómero y origen de la replicación de la 
levadura Saccharomyces cerevistae. Todas 
ellas son necesarias para propagar el YAC, 
BamHty EcoRl son los lugares donde las 


correspondientes nucleasas de restricción 


permiten la rápida purificación de aquellas 
cótutas de levadura que hayan adauitido el 
cromosorna artificial. Puesto que las bacterias 
se dividen más rápidamente que las levaduras, 
la mayoda de los proyectos de clonación a 
gran escala actualmente utilizan E coli para 
amplificar el DNA, (Adaptado de DT, Burke, 
GE Carla y MW Oíson, Science 236:806-812, 
1987, Con la eutodzación de la AAAS.) 
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Fíguea 8-43 Sintesis de COMA, $e extrae el 
RNA total de tun determinado tefdo y se 
realizan coplas a DNA DNA) mediante la 
enzimas transcripeasa inversa luéase p. 3201 
Para simplificar, sólo se llustra la copla de una 
de estos mANA a CONA, Un oligontileótido 
corto complementario en ta cota de polkA 
delextrerao 3 del mANA (descrito en el 
Capítulo 6), se hibrida en primer lugar al RNA, 
actuendo de cebador para la transoriprasa 
inversa; esta enzima coplará el ANA a su 


cadena complementaria de DONA, formando, 


por tanto, una doble hélice hibrida DANAJEMA, 
El iratarmiento de este híbrido DNA/RINA con 
la Ritasa H (véase Figura 5-12) generará 
cortes y deleciones enla cadena de RNA. 
Entonces, el COMA de cadena sencilla 
restante podrá ser copiado a dable cadena 
de DNA mediante la enzima DNA polimerasa; 
el fragmento del mANA original actuará 
coro cebador para esta reacción de sintesis, 
tel corío se muestra en la figura, Dado que 

la DNA polimerasa utilizada para sintetizar la 
segunda cadena de ONA puede sintetizar 
DONA a partir de las moléculas de RNA unidas, 
el fragmento de RNA apareado al extrerno 

3 de la primera cadera de DNA actuará 
normalmente corno cebador en la sintesis de 
la segunda cadena; este AMA será degradado 
en posteriores pasos del proceso de 
donación. Corno resultado de todo este 
proceso, a menudo la biblioteca de cONA no 
tiene las secuencias de los extremos 5 

de las moléculas originales de mA. 
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clones de DNA genómico en la biblloteca 


de DNA genómico dones de CDMA en la biblioteca de cONA 


Figura 8-44 Diferencias entre dones de 
CONA y dones genómicos derivados de la 
misma región de DIA. En este ejemplo, el 
gen Á se transcribe muy poco mientras que 
el gen Bla hace frecuentemente; ambos 
genes contienen intrones (verde). En la 
biblioteca de DNA gerrámico, tanto los 
intrones como el DNA no transcrito (rosa) 
están incluidos en tos ciones. La mayoría de 
estos clones contienen, como mucho, una 
parte de la secuencia codificante detgen 
(rojo. En los clones de cDNA, las secuencias 
intrónicas (amarillo) han sida eliminadas 
durante la maduración del ANA (azul) y, 
por tanto, cada clon presenta una secuencia 
codificante contínua. Puesto que el gen 8 se 
transcribe más que el gen A en las célulos en 
les que se obtuvo la biblioteca de COMA, esta 
gen sé encuentra mucho más representado 
enda biblioteca que el gen A, En carnbio, en 
fa biblioteca de OMA genórmico A y 8, los dos 
genes se encuentran, en principio, 
representados por igual. 
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denomina un clon cONA, y la colección completa de ciones derivados de una preparación. 
de MENA constituye ma biblioteca de cDNA. 

Existen: Émportantes diferencias ente los clones de DNÁ genómico y los clones de <DNA, 
tal como se ustra en la Figura 8-44. Los clones genómicos representan una muestra al azar de 
todas las secuencias de DINA de un organismo y, salvo muy raras excepciones, serán iguales 
independientemente del tipo celular utilizado para prepararlos. Por el contrario, los clones 
CDNA sólo contienen las regiones del genorna que se ban transcrito a raRINA. Corno las células 
de diferentes tejidos contienen diferentes juegos de moléculas de mBNA, se obtendrá una bí- 
blioteca de cDNA diferente en función del tipo celular utilizado para su construcción. 


Los clones cONA contienen secuencias codificantes continuas 


La utilización de una biblioteca de cONA para la clonación de genes tiene varias ventajas. En 

primer lugar, algunas células especializadas producen grandes cantidades de determinadas 

proteínas. En este caso, el mANA que codifica una determinada proteína se produce en un 

exceso tal, que la biblioteca de CDNA preparada a partir de estas células estará muy enxi-. 
quecida en las moléculas de cONA que codifican esa proteína y será más sencillo idenuficar 

el clon deseado en la biblioteca (véase Figura 8-44). Por ejemplo, la hemoglobina se fabrica 

en grandes cantidades en los exitrocitos (células rojas de la sangre) en desarrollo; por ello los 

genes de las globinas fueron de los primeros en ser clonados.. 

La característica más impórtante de los clones cDINA es que contienen la secuencia 
ininterrumpida de un gen. Como se ha indicado frecuentemente los genes eucariotas con- 
sisten en pequeñas secuencias cortas de DNA codificante (exones) separadas por largas re- 
giones de DNA no codificante Gintrones); la producción del mANA supone la eliminación de 
las secuencias no codificantes del transcrito de RNA inicial y la unión entre sí de todas las se- 
cuencias codificantes. Ni las células bacterianas ru les levaduras realizan estas modificacio- 
pes sobre el RNA producido a paxtir de un gen de una célula eucariota. Así pues, tanto si la 
intención del proceso de clonación estriba en deducir ja secuencia de aminoácidos de una 
proteína a partir de la del DNA, como en producir grandes cantidades de la proteina expre- 
sando el gen clonado en una bacteria o en una levadara, es mucho mejor partir del cONA. 
Las bibliotecas de cDNA tienen un uso adicional: como se menciona en el Capítulo 7, mu- 
chos mENA humanos, o procedentes de otros organismos complejos, son mRNA procesa- 
dos alternativamente y una biblioteca cONA representa a menudo muchos, si no todos, los 
MRNA procesados de este modo pertenecientes a una célula o tejido en concreto. 

Las bibliotecas genómicas y las bibliotecas de cDNA constituyen recursos inagotables 
muy utilizados en investigación. En la actualidad muchas de estas bibliotecas también son 
asequibles comercialmente. 


Los genes pueden ser amplificados selectivamente mediante 
una reacción de polimerización en cadena (PCR) 


* Actualmente se dispone de tantas secuencias genórnicas, que los genes pueden ser clorados 
- deforma directa sin necesidad de construir primero bibliotecas de DNA. Una técnica deno- 


minada reacción en cadena de la polimerasa (POR: polymerase chain reaction) hace posible 
esta clonación rápida. La técnica de PCR permite amplificar más de mil millones de veces un 
DNA obtenido a partir de una región seleccionada de un genoma, “purificando” de forma 
eficiente este DNA del DNA genémico restante, 

- Mediante métodos químicos se sintetizan dos obgonucleótidos de DNA, seleccionados 
para flanquear la secuencia de nucleótidos deseada del gen. Estos oligonucieótidos se utili- 
zan como cebadores para la síntesis de DNA sobre cadenas de una sola hebra generadas al 


- desnaturalizar el DNA por calentamiento. El DNA recién sintetizado es el producto de la 
. reacción: in vitro de una DNA polimerasa purificada y los cebadores acaban quedando en 
* los extremos 5' de los fragmentos de DNA sintetizados (Figura 8-43A). 


El primer ciclo de síntesis de DNA no produce nada especial; la verdadera potencia del 
método de PCR se revela sólo después de repetir varias veces el proceso de síntesis de DNA, 
Cada ciclo duplica la cantidad de DNA sintetizada en el ciclo anterior. Puesto que cada ciclo 
de reacción requiere un breve calentamiento para separar las dos cadenas del DINA genó- 
mico de doble hélice, la técnica depende de la utilización de una DNA polimerasa especial, 
aislada de tana bacteria termoófila, que es mucho más estable a temperaturas elevadas que la 
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polimerasa comán, de modo que no se desnaturaliza por celentarnientos repetidos, Cor 
cada ciclo de síntesis de DMA, los nuevos fragrnentos generados actúan, a Su vez, de molde, 
y en pocos ciclos el producto predominante es un único dpo de fragmento de DINA cuya lon.- 
eftud corresponde a la distancia ento los dos cebadores originales (véase Figura 8-485B). 

La amplificación efectiva del DINA requiere en la práctica de os 20-390 ciclos de reac- 
ción, endos que los productos de cada ciclo actúan de moldes de DINA para el ciclo siguien" 
te de aquí el término “reacción en cadena”. Cada ciclo sólo requiere aproximadamente 
5 minutos y el proceso completo es fácilmente automatizable. Por tanto, el método de 
PCR permite la clonación de un fragmento de DINA encun “sistema libre de células” en pocas 
horas, comparado con el proceso estándar de clonación que requiere varios días, Esta técni- 
ca se utiliza de forea rutnarda para clonar directamente el DIMA de genes de interés a par- 
tir tanto de DINA genámico como de miNA purificado de células (Figura 8-46). 


(4) o E 
ó 
ki +DNA AR SINTESIS 
a, CALENTAMIENTO ATP DE DRNA 
a El PARA SEPARAR OS +dGTP DESDE LOS 
DNA de LAS HEARAS +dCTP CERACGORES 
doble cadena N +drTP 


PRIMER CÍCLO 


separación de las cadenas síntesis 

de DMA y unión de de DNA 

nd separación de las cadenas sintesis Edo 
de DNA y unión de de DNA 

tos cebadores 


separación de las cadenas sintesis 
de DNA y unión de de DNA / ER 
los cebadores 


O 


sa E okigonucieóridos ¿ 


Ha 

138 cebadores de DNA o BA 

región de DINA a 
cromosómico ESTETTS 
de dotile cadena —M- e 


que se quiere 
amplilicar 


] PRIMER CICLO. é SEGUNDO CICLO Ñ Z “TERCER CICLO 
leroducción de dos mofáculas A (producción de cuatro moléculas. * . (producción de ocho moléculas.” 
de DONA de dable cadena) de DMA de doble cadeña) .' *. a ¿e DINA de doble cadena) 


Figura B-45 Amplificación de DNA utilizando la técnica POR. <TACG> El conocimiento de fa secuencia de DNA que se desea amplificar permite diseñar 
dos oligonudeótidos sintéticos de DNA. Uno de ellos es complementario de la secuencia de una de las cadenas de la doble hélice de DNA y el otro de la 


secuencia de la otra cadena, pero en los extremos opuestos de la región que se desea amplificar. Estos oligonucteótidos actúan como cebadores de la síntesis 


vitro de DNA y determinan el segmento de DNA que será amplificado; el proceso de síntesis se realiza utilizando la enzima DNA polimerasa, (A) La PCR 
parte de una molécuta de DNA de doble cadena; cada ciclo de reacción espleza con un corto calentamiento de la muestra para separar las dos cadenas de 
DINA (paso 1), Tras la separación de las cadenas, el proceso de enfrlamiento del DNA en presencia de un exceso de los dos cebadores permite que éstos 
se híbriden con sus secuencias complementarias de ambas hebras de DNA (paso 2). Esta mezcla se incuba entonces con la DNA polimerasa y los cuatro 
desommmbonudeósidos tifosfaro, iniciándose la síntesis de DINA a partir de los dos cebadores (paso 3). El ciclo completo se repite de nuevo, calentando la 
muestra para separar las cadenas de DNA recién sintetizadas. (8) Puesto que el proceso se realiza una y otra vez, los nuevos fragmentos sintetizados acusa 
asu vez de moldes y en unos cuantos ciclos el DNA predominante es idéntico, e incluye la secuencia delimitada por los dos cebadores intclales, Del DNA 
presente al inicio del proceso, sólo la secuencia delimitada por los cebadores seve armplificada, dado que no existen cebadores unidos a ningún otra punta 
de la cadena de DINA. En el ejemplo Justrado en (B), tres ciclos de reacción dan lugar a 16 cadenas de DNA, 8 de las cuales trecuadradas en amarillo) tienen la 
inisma longitud y corresponden exactamente a una u otra cadena de la secuencia original, marcada en gris en la parte izquierda de la figura; la otra cadena 

- contiene DNA extra en la región 37 el cual es replicado en los primeros ciclos. Después de cuatro ciclos más, 240 de las 256 cadenas de DNA corresponden 
exactamente a la secuencia original señalada en color gris y, ras Unos cuantos ciclos más, casbrodas las cadenas de DNA tienen esta misma longitud. 
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El método PCR es extremadamente sensible; es posible detectar una sola molécula de 
ONA en una muestra. De una forma similar se pueden analizar trazas de RNA, transforraan- 
do este RNA en secuencias de DINA mediante la acción de la transcriptasa inversa. La técni- 
ca de clonación mediante PCR está sustituyendo con rapidez a la de transferencia de tipo 
southern para el diagnóstico de enfermedades genéticas y parala detección de bajos niveles 
de infección vírica. También constituye una técnica prometedora para la medicina forense, 
ya que permite analizar pequeñas cantidades de sangre o de otros tejidos tan pequeñas c0- 
mo una sola célula- e identificar a la persona de la que procede por su “huella dactilar” ge- 
nética (Figura 8-47). 


Las célutas se utilizan como fábricas para producir 
proteínas especificamente 


La inmensa mayoría de los millares de proteínas difsrentes de uma célula eucariota, inchaj- 


das algunas proteínas con firciones de vital importancia, se hallan presentes en cantidades 
muy reducidas. Resulta muy difícil, cuando no imposible, obtener más de unos cuantos mi- 
hgramos de material puro de la mayoría de estas protelnes minoritarias. Una de las contri- 
buciones más tascendentales de la clonación del DNA y de la ingeniería genética € la 
biología celular es que han hecho posible la producción en grandes cantidades de cualquie- 
xa de las proteínas celulares. 

Para producir grandes cartiidades dela proteína de interés en células vivas, se urlizan 
vectores de expresión (Figura 8-48). Generalmente estos vectores son plásmidos diseñados 
para producir una gran cantidad de miENA estable, que puede traducirse a proteína de for- 
ma eficiente en la célula transfectada, ya sea una bacteria, una levadura o una célula de in- 
secto o de mamifero, Para prevenir la interferencia de la proteína exógena con el propio 


Figura 8-46 Utilización de la POR para 
obtener un dos genómico ode cÓNA. 

(20 Para obtener un clon genémico utilizando 
la técnica de PCR, en prmer lugar se purifica 
el OMA cromosómico de las células. Entonces 
se añaden los cebadores, que fanauean la 
región de DNA que se desea clonar y 20 
realizan varíos ciclos de reacción fuéase 
Figura 8-45L Dado que sólo se amplifica 

el ONA localizado entre te induyendo] 

los cehadores, la PCR permite obtener 
selectivamente regiones cortas de DNA 
cromosómico en forma pusa. (8) La 
obtención de un clon de cONA de un gen 
determinado utilizando la técnica de POR, 
empleza con la purificación del rafRNA de las 
células. Se añade entonces el púmer cebador 
ala población de MENA y, mediante la 
transoriptasa inversa, se reellza una copla 
complementaria de ONA. La adición de 

un segundo cebador permite amplificar 

la molécula de cadena sencilla de DNA 
mediante varios didlos de PCR, tal coma se 
muestra en la Figura 8-45, Para ambos tipos 
de clonación, se debe conocer de antemano, 
al menos, la secuencia de nucleótidos de ena 
parte de la región que se desee clonar 
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Figura 8-47 Utilización de la POR en medicina forense. (A) Las secuencias de DNA responsables de la variabilidad en la que se basa este 
análisis contienen series de secuencias cortas repetidas, tales como CACACA.,, y se encuentran en varias posiciones floci) del genorna 
humano. En la población, el número de repeticiones en cada serie puede ser muy variable, oscilando añtre 4 y 40 en individuos diferentes. 
A una serie de nucleótidos repetidos de este tipo se la denomina secuencia microsatélite hipersariabla también conocida corno secuencia 
VNTR (variable number of tandem repeat; número variable de repetición en tándem). Debido a la variabilidad de estas secuencias en cada 
locus, por lo general cada individuo hereda una variante diferente de su padre y de su madre; por tanto, normalmente dos individuos no 
emparentados no tienen la misma pareja de secuencias. El análisis por PCR utilizando cebadores que flanguean el locus produce un parde 
bandas de DNA amplificado para cada individuo: una de ellas representa la variante materna y la otra la paterna. La longitud del DNA 
arnpiificado y, por tanto, la posición de la banda ebtenida tras la ejecuoforesis depende del número exacto de repeticiones en el locus. 

(B) En el ejemplo esquernático mostrado, se analizan los tres mismas loci de secuencias VNTR (que requieren tres pares diferentes de 
oligonudeótidos cebadores especialmente seleccionados) de tres indiiduos sospechosos individuos A, 8 y O); después de la electroforesis 
en gel de poltacrifamida se obtienen seis bandas de DNA para cada individuo. Aunque algunos individuos presentan bandas en común, el 
patrón global es bastante característico de cada uno de ellos. Por lo tanto, el patrón de bandas sirve como una “huella digital" que permite 
identificar a cada individuo de forma casi exclusiva. El cuarto carril (F) contiene los productos de la misma reacción fevada a cabo con una 
muestca forense. El material de partida en esta aplicación concreta de la PCR puede ser un selo cabello o una pequeña rovestra de sangre 
dejados en la escena del crimen, Cuando se examina la variabilidad existente entre indháduos utilizando entre S a 10 loci VNTA diferentes, 
las posibilidades de que dos individuos al azar compartan el mismo patrón genético pueden ser de Í entre 18 mail millones. En el casa 
mostrado, los individuos A y C pueden ser descartados para posteriores interrogatorios, en tanto que el individuo B parece un dara 
sospechoso del crimen cometido. Actualmente se utíliza una aproximación similar para las determinaciones de paternidad. 


548 Capítulo 8: Manipulación de proteínas, DNA y RNA 


Figura 8-48 Producción de grandes cantidades de una proteína a partir de una secuencia de 
ERA codificante dorada en un vector de expresión e introducido en células. Se construye un 
vector plasmídico que contiene un promotor de alta actividad; este proraotor es responsable de la 
producción de iRNA, en cantidades anormalmente elevadas, = partir de un gen codificante 
adyacente insertado en el vector plasmidico, Dependiendo de las características del vector de 
donación, el vector ze introduce en células de bactería, levadura, insecto o mamifero, en las que el 
gen insertado se transcribe y traduce a proteína de forma eficiente. 


crecisaiento de la célula transfectada, a menudo el vector de expresión se diseña de modo 
que la sintesis del RENA y de la proteína exógena puede retrasarse hasta poco antes de la re- 
colección de las células (Figura 8-49). 

La proteína de interés se produce en el interlor de la célula, por lo que deberá ser purl- 
ficada del resto de las proteínas celulares del huésped mediante cromatografía tras lisar las 
células; ahora bien, al ser una de las proteígas más abundantes del lisado celular (a menudo 
un 1-10% del total de proteína celular), su purificación se consigue fácilmente en unas cuan- 
tas etapas, Muchos vectores de expresión han sido diseñados para incorporar una etigueta 
molecular a la proteína expresada una zona rica en residuos de histidina o una pequeña 
proteína marcadora- lo que facilita su purificación por cromatografía de afinidad, como se 
describió anteriormente (véase Figura 8-16). En la actualidad, disponemos de numerosos 
vectores de expresión, cada uno de ellos diseñado para que actúe en el tipo celular en el que 
querernos producir la proteína. De esta forma las células pueden ser inducidas a producir 
grandes cantidades de proteínas útiles en medicina tales corno insulina humana y hormo- 
na de crecimiento, interferón o antígenos víricos utilizados en vacunas. En un sentido más 
amplio, estos métodos permiten producir cualquier proteína incluso las que se encuentran 
en húmero de copias muy bajo en la célula—en cantidades suficientemente elevadas como 
para permnitir su utilización en estudios detallados de estructura y de función que describi- 
remos en la sección siguiente. 

La tecnología de DNA también puede utilizarse para producir grandes cantidades de 
cualquier molécula de RNÁ cuyo gen haya sido caracterizado, Los estudios de maduración 
del RNA, de síntesis de proteínas o de enzimas basadas en RNA son mucho más fáciles si se 
dispone de moléculas de RNA puras, La mayoría de muiéculas de RNÁ están presentes en 
cantidades muy bajas en la célula y son difíciles de purificar de otros componentes celulares, 
especialmente de los otros miles de moléculas de RNA presentes en la célula, Sin embargo, 
cualquier RNA de interés puede ser sintetizado de forma eficiente in vitro mediante la trans- 
cripción de su secuencia de DNA la partir de alguno de los métodos descritos) por parte de 
una polimerasa de ENA viral de elevada eficiencia. Entonces, el único tipo de RNA produci- 
do puede ser separado con facilidad del molde de DNA y de la RNA polimerasa. 


Algunas proteínas y ácidos nucleicos se sintetizan directamente 
por reacciones químicas 


Las reacciones químicas han evolucionado permitiendo sintetizar de forma directa secuen- 
cias especificas de aminoácidos y ¿cidos nucleicos. Estas metodologías proveen de fuentes 
directas de moléculas biológicas y no dependen de células o enzimas. La síntesis química es 
el método de elección para obtener ácidos nucleicos ea el rango inferior a 100 nucleótidos, 
queson especialmente útles en la metodología basada en POR mencionada. La síntesis quí- 
sica es también rutinaria para producir péptidos especificos que, cuando están química- 
mente acoplados a otras proteínas, se utilizan para producir anticuerpos contra el propio 
péptido. 


“Figura 8-49 Producción de grandes cantidades de proteina utilizando un vector de expresión 
plasmídico, En este ejemplo, las céótulas bacterianas han sido transfectadas con la secuencia 
codificante de la enzira DNA hellcasa; la transcripción de esta secuenda codificante está bajo el 
control de un promotor vírico que se activa Únicarnente a temperatura igual o superios a 37 %C, 
La proteína celular total ha sido analizada por electroforesis en gel de pollacrilamida con SOS, 
tanto en bacterias creciendo a 25 %C fdonde no hay producción de helicasa), como en aquellas a 


las que se incrementó la temperatura a 42% durante un periodo máximo de 2 horas la helicasa > 


se convierte entonces en la proteina más abundante en el lisado celular). (Cortesía de Jack Barry] 
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ANÁLISIS Y MANIPULACIÓN DEL DNA 


El DNA puede ser secuenciado rápidamente 


Los métodos que permiten deteroninar de manera sencilla y rápida la secuencia de mucieó- 
tidos de cualquier fragmento de DNA purificado han posibilitado la obtención de las se- 
cueocias completas de DINA de roles de genes y de genomas completos de munerosos 
organismos (véase Tabla 1-1, p. 18). La cantidad de información respecto a secuencias de 
DNA es tan grande (muchas decenas de miles de millones de mcleóidos) que para almace- 
narta y analizarla se tienen que utilizar ordenadores muy potentes. 

La secuenciación de DINA a gran escala se hizo posible gracias al desarrollo, a mediados 
dela década de 1970, del mérsdo dideosd de secuenciación de DINA. Este raétodo se basa en 
la síntesis in vitro de DNA en presencia de dideoxirribonucleósidos trifosfato terminadores 
de cadena (Figuera 8-50). 

En la actualidad, se utiliza básicamente este mismo método, pero con una serie de me- 
joras del método original. La secuenciación de DINA está por completo automatizada: apa- 
ratos robotizados mezclan los reactivos, cargan, corren y leen el orden de los nucleótidos 
en el gel, Este proceso se ve facilitado por la utilización de nucleótidos terminadores de ca- 
dena, marcados con colorantes fluorescentes de diferente color; en este caso, las cuatro 
reacciones de síntesis se llevan a cabo en el mismo tubo y los productos se pueden separar 
en un solo carril del gel. Un detector situado cerca del extremo inferior del gel mediante ua. 
rayo láser lee y almacena el color de la marca Huorescente de cada banda a medida que pa- 
sa (Figura 8-51). Un ordenador lee y almacena la secuencia de nucleótidos. Algunos siste- 
mas modernos prescinden del gel tradicional, separando ácidos nucleicos por electroforesis 
capilar, uan método que facilita la rápida automatización. 


Las secuencias de nucleótidos se utilizan para predecir 
fas secuencias de aminoácidos de las proteínas 


Como la secuenciación de DNA puede realizarse de forma rápida y hable, se ha convertido 
en el método de elección para determinar de forma indirecta la secuencia de aminoácidos 
de la mayoría de las proteínas, El proceso es bastante sencillo cuando se dispone de la se- 
cuencia de nucleótidos que codifica una proteína. Aunque en principio existen sejs pautas 
de lectura posibles para traducir una secuencia de DNA a proteina (tres en cada hebra), la 
pauta correcta puede ser reconocida porque no presenta un gran número de codones de ter- 
minación (Figura 2-52), Como se indicó al describir el código genético en el Capítulo 6, una 
secuencia aleatoria de nucleótidos leídos en pauta codíficará aproximadamente una señal 
de terminación cada 20 aminoácidos. Aquellas secuencias de nucieótidos que codifiquen 
péptidos mayores serán las candidatas a formar parte de exones, y pueden ser traducidas 
(mediante un ordenador) a sus correspondientes secuencias de aminoácidos y comparadas 
con las bases de datos para buscar similitudes con proteínas conocidas de otros organis- 
mos. En caso necesario, la determinación de 1 pequeño trozo de la secuencia de aminoá- 
cidos de la proteína purificada permite confirmar la secuencia determinada a partir 
del DINA. 

Sin embargo, el problema surge cuando se quiere determinar qué secuencias de mu- 
cieótidos -del total del DNA genómico- representan genes que codifican proteínas. La iden- 
tificación de genes es más sencilla cuando la secuencia de DNA procede del cromosoraa de 
bacterias o de arqueobacterías, que carecen de exones, o de un clon de cDNA. Puede prede- 
cirse la localización de genes en estas secuencias de nucleótidos examinando características 
distintivas del DNA (como se describió en el Capítulo 6). Estos genes se identifican buscan- 
do la secuencia de nucleótidos que proporciona una pauta de lectura abierta (ORF: open 
reading frame) que empiece con un codón de inicio, por lo general ATG, y termine con un 
codón de parada TAA, TAG O TGA. Para minimizar errores, los ordenadores utilizados para la 
búsqueda de ORF se prograrman de modo que consideren como posibles genes secuencias 
mayores de, por ejemplo, 100 codones de longitud, 

En el caso de los genomas de mayor complejidad, tales coro los de animales y plantas, 
el proceso es más dificil por la presencia de grandes intrones insertados entre las porciones 
codificantes de los genes. En numerosos organismos phuricelulares, incluido el hombre, eb ta- 
maño medio de los exones es de 150 nucleótidos. Por tanto, se deben buscar otras caracterís- 
ticas indicativas de la presencia de un gen, como por ejeraplo las secuencias que señalan 
los límites intrón/exón o las regiones reguladoras 5” distintivas. Actualroente, puunmerosos 
esfuerzos para resolver el problema de predicciones de exones se centran en algoritnos de 
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inteligencia artificial, en los que el ordenador aprende, se basa en sus propios ejemplos c9- 
nocidos y fija las características más indicadvas de una región limítrofe de un exón. 


Una segunda aproximación pera la identificación de regiones codificantes en los cromo- 


somas puede realizarse mediante la caracterización de las secuencias de nucleótidos de los 
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la secuencia de DNA, leida directamente desde la parta inferior del gel hacia arriba, es: 
ATGFTCAGTCCAG 
3 12 


Figura 8-50 Método enzimático -o didesad—- 
de secuenciación de DNA, (A) Este métado 
está basado en la utilización ce didesoxkribo- 
nudeósidos tefosfato, que son derivados de los 
desoxirribonscdeósidos wifosfato normales que 
carecen del grupo hidroxilo en la posición Y 
(8) E LONA se sintetiza in vitro; la mezcla de re- 
acdón contiene moléculas de cadena sencilla 
del ONÁ que se desea secuenciar lors), la enzi- 
ma DNA polimerasa, un corto cebador de DINA 
tinoranjd) que permite el inicio de la sintesis por 
parte de la DNA polimerasa y los cuatro desoxd- 
iribonucleósidos trifosfato (dATE dCTR dSTE 
dTTPA, CG y Ten color azul), Los análogos 
didesoxiribonudeósido (rojo), cuando se en- 
cuentran presertes enla mezcia de nudeóti- 
dos, podrán ser incorporados en la cadena de 
DNA en slongación. Ahora este cadena carece 
rá del grupo 30H, por lo que la adición del 
siguiente nucleótido se verá bloqueada y la Ca. 
dena de DNA terminará en ese punto, En el 
ejemplo ilustrado, una pequeña cantidad de 
didesoxiATP (ddATP simbolizado con una A de 
color rojo) ha sido incorporada a la mezcla de 
nucleótidos, El ddAYTP compite con un exceso 
de la farma normai desoxiATP (dATR, simmbollza- 
do con una A de color azuf, condo que el 
ddATP se incorpora ocasionalmente, y de 
forma aleatoria, a la cadena de DNA en elonga- 
ción. Esta mezcla de reacción producirá un 
conjunto de secuencias de DNA de diferentes 
longitudes, complementarias al molde de DONA 
que está siendo secuenciado, que terminarán 
en cada una de las diferentes A. Así, las longitu- 
des exactas de los productos de la síntesis de 
ONA pueden ser utilizadas para determinar la 
posición de cada A enla cadena en elongación. 
(O) Para determinar la secuencia completa del 
fragmento de DNA, en primer lugar se separa 
el DNA de doble cadena en sus cadenas senci- 
las y una de ellas se utiliza como molde de ta 
secuenciación, Se utilizan cuatro didesoxirribo- 
nucteósidos trifosfato terminadores de cadera 
diferentes (ddATP, ddCTR ddGTP y dAT TR de 
nuevo mostrados en rojo) en cuatro reacciones 
de síntesis independientes, sobre el misma 
moide de cadena sencilla de DNA (gris). Cada 
reacción produce copías acabadas en diferen 
tes puntos de la secuencia, Los productos de 
estas cuatro reacciones se separan por electro- 
foresís, en cuatso carriles paralelos de un gel de 
polizcrtamida imarcados en la figura como A, 
T,Cy 6 Los nuevos fragmentos sintetizados 
son detectados mediante una marca (radiacti- 
va 0 fluorescente) que ha sido incorporada en 
el celador, o bien en uno de los desoxirribonu- 
cdeósidos trifosfato empleado para alargar la 
cedena de DNA. En cada carril, las bandas re- 
presentan fragmentos que han terminado en 
un nudeótido dado fp, ej A en el carribde la 
izquierda), pero en posiciones diferentes de la 
cadena de DNA. Leyendo en orden las bardas 
de los cuatro carriles, empezando en la parte 
inferior del gel, se determina la secuencia de 
DNA de la nueva cadena sintetizada, La 


o secuencia final se muestra en la flecha verde 4 


ta derecha del gel, Esta secuencia es comple- 


. mentaria de la cadena moide (gris) de la molé- 
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idéntica a la de la cadena Sa 3 [verde). 
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MENA detectables Gurilizando los CONA correspondientes). Los mENA (y los cONA produci- 
dos a partir de ellos) carecen de intrones, de las secuencias reguladoras del DINA y del DINA se- 
parador “no esencial” que se encuentra entre los genes. Por tanto, la secuenciación de un gran 
número de cONA es útil para obtener una gran colección Menada base de datos] de las 
secuencias codificartes de un organismo. Estas secuencias se utilizan para distinguir los exo- 
nes de los intrones en las largas secuencias de DNA cromosómico correspondientes a genes. 


Se han secuenciado por completo los genomas 
de muchos organismos 


Los genomas de muchos organismos fan sido secuenciados por completo debido en gran 
parte a la automatización de los métodos de secuenciación de DNA; entre estos genoras se 
encuentran el de cloroplastos de plantas y el de mitocondrias de animales, muchas especies 
de bacterias y arqueobacterias y los de numerosos organismos utilizados en el laboratorio 
tales como varias especies de levaduras, m gusano nematodo, la mosca de la fruta Droso- 
phila, la planta modelo Arabidopsis, el ratón, el perro, el chimpancé y, por último, también el 
fenoma humano. Los investigadores han deducido también la secuencia completa de DNA, 
de diversos patógenos humanos. Entre ellos se encuentran las bacterias causantes del cóle- 
za, Ja tuberculosis, la síilis, la gonorrea, la enfermedad de Lyme y las úlceras de estómago, así 
corno varios cientos de virus que incluyen el virus de la viruela y el de Epstein-Berr (que cau- 
sa la mononucleosis infecciosa). El examen del genoma de estos patógenos aporta pistas so- 
bre la causa de su virulencia y proporciona vías para la obtención de muevos tratamientos 
más efectivos, 

Haernophitus influenzae (una bacteria que en niños causa infecciones de oído y me- 
ningitis) fue el primer organismo del que se tuvo la secuencia genómica completa 1.8 mi- 
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Figues 8-51 Secuenciación automática de 
DONA. En la figura se muestra una pequeña 
parte de la información obienida tras una 
secuenciación automática de DNA, tal coro 
aparece en la pantalla del ordenador, Cada 
pico coloreado representa un nucleótido de 
la secuencia de DNA; en la figura puede 
leerse un fragmento de la secuencia de 
nudeótidos comprendida entre las 
posiciones 173 y 194, relativas al inicio de la 
secuencia. Los picos pequeños que 
sobresalen de fa línea basal representan 
“ruido” de fonda y corno son mucho más 
pegueños que los picos que se consideran 


" señal, se ignoran. Este ejemplo en particular 


está extraído del proyecto internacional 
que determinó la secuencia nudeotídica 
cormpleta del genoma de la planta 
Arabidopsis. (Cortesta de George Murpiy) 


Figura 8-52 Localizando las reglones que 

codifican proteina en una secuencia de' 

DRA. (4) En principio, cualquier región de 

la secuencia de DMA puede codificar seis 

secuencias de aminoácido diferentes, ya 

que cada una de las tres patitas de lectura 

de cada hebra se puede utilizar para 

codificar un polipéptido. La secuencia de 
nucieóridos siempre se lee en sentido 5 

a 3, y codifica un pollpéptido desde su 

extremo arnino (Ni) a su extremo carboxilo 

(C) terminal. En una secuencia aleatoria de 
nucleótidos, se encuentra en promedio 

una secuencia de paro para la síntesis de 

proteína cada 20 aminoácidos. En el: 

ejernplo presentado, de 48 pares de bases, 

cada una de esas señales (codones de paro) 

se han coloreado en azul; nótese que 

la pauta de lectura 2 es la Única que 

ño contiene ninguna señal de paro, ; 
(B) Búsqueda en una secuendia de ONA, 3 
con una longitud de 1700 pares de bases, 
de una posible secuencia codificante de 
proteína. La información se representa 
como entíA), con cada señal de parada de 
la síntesis proteica indicada con una fínea 
azal. Adernás, se representen con barras 
rojos todas las regiones localizadas entre ; 
posibles señales de inicio y final de la 
sintesis proteica fuéase p. 381). Sólo ta 
pauta de lectura 1 codífica una proteína, 
cuya longitud es de 475 arninoácidos. 
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llones de pares de nucleóridos- mediante el método de secuenciación de la “perdigonada”, 
uno de los más utilizados en la actualidad. En el método de la perdigonada, las secuencias 
largas de DINA se cortan de forma aleatoria para generar fragmentos de menor tamaño. Cada 
fragmento es secuenciado y un ordenador se encarga de ordenar estos fragmentos, basán- 
dose en el solapamiento de secuencias, obteniéndo la secuencia de cromosomas o de geno- 
mas completos. El método de la perdigonada suele ser la técnica de elección en la 
secuenciación de genomas de pequeño tamaño. Aunque las secuencias genómicas largas y 
con mayor número de repeticiones son más difíciles de ensamblar, el método de la perdigo- 
nada -en combinación con el análisis de grandes fragmentos de DNA clonados en BAC- 
también ha desempeñado un importante papel en su secuenciación. 

Conla aparición en la literatura científica de nuevas secuencias a un ritmo cada vez ma- 
yor, la comparación de las secuencias completas de los genomas de diferentes oxganisimos 
permite trazar las relaciones evolutivas entere organismos o genes, y también descubrir genes 
y predecir sus funciones (mencionadas en los Capítulos 3 y 9. A menudo, la asignación de 
las funciones a los genes implica la comparación de sus secuencias con las de organisrnos 
modelo que han sido bien caracterizadas en el laboratorio, tales como la bacteria E. coli, las 
levaduras S. cerevisiae y S. pombe, el nematodo €. elegans y la mosca de la fruta Drosophila 


" (como se describió en el Capítulo 1). 


Aunque los organismos cuyo genoma ha sido secuenciado cornmparten numerosas rutas 
bioquímicas y presentan numerosas proteínas homélogas en secuencia o estructura, se des- 
conocen las furniciones de un gran múmero de las protefnas identificadas recientemente. De- 
pendiendo del organismo, entre el 15 y el 40% de las proteínas codificadas por los genomas 
secuenciados no se parecen a ninguna otra proteína de las que ya se han estudiado bioquí- 
rnicamente. La observación anterior conlleva una de las Ernitaciones del campo emergente 
de la genómica: aunque el análisis comparativo de los genomas proporciona una gran car 
tidad de información sobre las relaciones entre organismos o entre genes a menudo no pro- 
porciona información inmediata sobre córno actúan estos genes, y sobre las funciones que 
desempeñan en la Esiología del organismo. Por ejemplo, la comparación de los genes de di- 
versas bacterias termófilas no explica por qué estas bacterias crecen a temperaturas que ex- 
ceden los 79 9C, El estudio del genoma de la bacteria Deinococcús radioduráns, una bacteria 
increfblemente radiorresistente, tampoco puede explicar cómo este organismo puede 50- 
brevivis a una dosis de radiación que podría hacer añicos un cristal. Por tanto, la determinra- 
ción del funcionamiento de los genes, y las proteínas que producen, en el contexto de los 
organismos vivos requiere un mayor número de estudios biequímicos y genéticos, tales co- 
mo los que describirernos en otras secciones de este capítulo. 


Resumen 


La clonación de DNA permite seleccionar y copiar cualquier parte determinada de una secuencia de 
ANA o de DNA, entre millones de otras secuencias de la céluta, y producirla en cantidades ilimitadas 
en forma pura. Después de cortar el DINA cromosómico con nucleasas de restricción, las secuencias 
de DNA pueden seramplificadas y los fragmentos resultantes se pueden insertar en el cromosomade - - 
un elemento genético autorreplicativo, como por ejemplo un virus o un plásmido. Habitualmente se 
utilizan vectores plasmidicos; la biblíoteca de DNA genómico resultante se mantiene en millones de 
bacterias, cada una de las cuales transporta un fragmento diferente del DNA donado. Las bacterias 
de esta biblioteca, a las que se les permite proliferar, producen grandes cantidades de un único frag- 
mento de DNA clonado de esta biblioteca, Alrernativarente, la reacción en cadena de la polimera- 
sa (PCR) permite realizar la clonación de DINA de forma directa utilizando una DIVA polimerasa 
termoestable purificada, siempre que se conozca la secuencia de DINA de interés. 

Estos mismos métodos se utilizan para obtener clones de DINA cuya secuencia se corresponde 
con la de moléculas de RNA, aunque en estos casos primero se debe generar una molécula de DNA, 
llnmada cONA, desde la secuencia de mANA A diferencia de los clones genómicos, los clones de cONA 
carecen de intrones, lo que los convierte en los clones de elección cuando se desea analizar la dá ; 
na derivada de un gen determinado. de 

Las reacciones de hibridación de ácidos hilétos permiten detectar de forma sensible un gen o 
cualquier otra secuencia de nucleótidos elegida. Bajo condiciones astringentes de hibridación (una 

combinación de disolvente y de temperatura, en la que inchuso la doble hélice de DIVA es poco esta- 
hlej, se consigue que dos cadenas puedan aparearse formando una hélice “híbrida” sólo si sus 


«secuencias de nucleótidos son casi complementarias. La gran especificidad de esta ón ls e pa 


bridación permite marcar químicamente o con isótopos radiactivos casi cualquier secuencia de' 
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nucleótidos de cadena sencilla, que puede wilizarse como sonda para encontrar su cadena comple- 
mentaria entre millones de secuencias diferentes de DIA o de BA de una célula o de in extracso ce- 
fuiar. Las sondas de este tipo se utilizan por lo general para detectar secuencias de genes concretos, 


tanto para facilitar su purificación y caracterización, como para localizarlos en células, tejidos u or- 
ganismos, 


La secuencia de nucleótidos de los feagmertos de DNA purificados se determina de forma rápi- 
day sencilla nólizando técnicas altamente automatizadas basadas en el método dideoxi de secuen- 
ciación de DINA. Esta técnica ha permitido determinar las secuencias de DINA completas de los 
genomas de numerosos organismos. La comparación de la secuencia genómica de diferentes orga- 
nismos permite trazar las relaciones evolutivas entre organismos y genes, y se hu mostrado valiosa en 
el descubrimiento de nuevos genes y en la predicción de sus funciones. 

En conjunta, estas técnicas de análisis y manipulación del DNA han hecho posible identificar 

. purificar y secuenciar genes de cualquier organismo de interés, Tecnologías semejantes a las ante- 
riores hacen posible que los científicos puedan producir las proteínas de estos genes en las grandes 
cantidades necesarias pora el análisis devallado de su estructura y de su e: así come para su 
utilización con finalidad médica. 


ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN Y LA FUNCIÓN 
DE LOS GENES 


En última instancia, el objetivo es deterzainar córeo funcionan, en el organismo intacto, los 
genes y las proteínas que codifican. £unque pueda parecer poco intuitivo, muchas veces la 
forma más directa de determinar el papel de un gen consiste en observar qué sucede en el 
organismo cuendo dicho gen no está presente. El estudio de organismos mutantes que han 
incorporado cambios o deleciones en sus secuencias de nucleótidos es una práctica clásica 
en biología y fundamenta la base de la genética. Dado que las mutaciones pueden inte- 
rumpl procesos celulares, a menudo los mutantes resultan la clave para entender la fum- 
ción génica. En una aproximación de genética clásica, se empieza buscando mutantes de 
aspecto interesante o inusual: por ejemplo, moscas de la fruta con los ojos blancos u con las 
alas rizadas. Trabajando en sentido inverso desde el fenotipo la apariencia o comporta- 
miento del individuo- se determina el genotipo del organismo, es decix, la forma concreta 
del gen responsable de dicha característica (Panel 8-1). 

En la actualidad, con el acceso a numerosas secuencias de genomas, la indagación de la 
función de un gen empieza desde una secuencia de DNA. En este caso el reto consiste en ave- 
riguarla función a partir de la secuencia. Como se explicó anteriormente en este capítulo, tua 
de las aproximaciones consiste en buscar en las bases de datos proteínas bien caracterizadas 
cuya secuencia de amincácidos sea similar a la de la proteína codificada por el nuevo gen, y 
utilizar alguno de los métodos descritos en la sección anterior para estudiar con más detalle la 
función de ese gen. Abora bien, para determinar de forma directa la función de uu gen en una 
célula e en un organismo, la aproximación más eficiente implica el estudio tanto de mutantes 

* que carezcan del gen, conso de aquellos que expresen una versión alterada del mismo. Frecuen- 
temente la determinación de los procesos celulares (ue se ban visto interrumpidos o alterados 
en estos mutantes proporcionará nueva información sobre el papel biológico del gen. 

En esta sección se describen varias aproximaciones a la determinación de la función de 
los genes, tanto si se empieza desde una secuencia de DNA, como de un organismo con un 
fenotipo interesante. Empezaremos con la aproximación clásica que utiliza la genética pera 
el estudio de los genes y de su función. Estos estudios se inician con la exploración genética 
para encontrar mutantes de interés y proceder a la identificación del gen o genes responsa- 
bles del fenotipo observado. Revisaremos el conjunto de técnicas agrupadas bajo la deno- 
minación de genética inversa, en las que a partirde un gen o una secuencia génica se intenta 
determinar su función. A menudo esta aproximación requiere tun trabajo inteligente de con- 

- jeturas, buscando secuencias homólogas y determinando dónde y cuándo se expresa un 
«gen, así como la generación de organismos mutantes y la caracterización de su fenotipo. 


“La aproximación clásica empieza con la mutagénesis aleatoria 


Antes de la incorporación de la tecnología de clonación de genes, la mayoría de genes se 
identificaban estudiando los procesos que se alteraban cuando el gen estaba mutado. La 
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En el ejemplo superior, el fenaupo del heterocigota es el mismo que el de uno de los dos 
homeocigotos; cuando es diferente de ambos, se dlce que los des alelos antes, 
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MUTACIÓN 
que corresponde a un par de nucleótidos o a una parte 
muy pequeña de ten gen e 
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INVERSIÓN: inerte Un segonento de un cromosoma TRANSLOCACIÓN: rorape un segmento de un cromosoma 
y lo une a otro 


enutación letat: provoca que el organistao en desarrollo muera mutación con ganancia de función: incrernerta la actividad del 
de forma prernatura gen, o lo hece activo bajo circunstancias inapropiadas; 


mutación condicional produces su efecto fenotípico sóla bajo normalmente estas riuutaciones son donKinantes. 
determinadas condiciones, llamadas condiciones restrictivas, mutación dominante negativa: mutación con papel dominante 
Bajo otras condiciones condiciones permisivas- el efecto no gue bloquea la actividad génica, provocando un fenotipo de 
se observa. En el caso de una mutación sensible al grado de pérdida de función incluso en presencia de una copía normal 
temperatura, generalmente la condición restrictiva es una del gen, Este fenómeno sucede cuando el producto del gen 
elevación de la temperatura, mientras que la condición mutante interfiere con te función del producto génica normal, 
permisiva es la temperatura baja. emutación supresora: suprime sl efecto fenotípico de otra 
mutación cop pérdida de función: disminuye o suprime la intutación, de manera que aparentemente el doble mutante es 
actividad de un gen. Este es el tipo de mutación más normal Una mutación supresora intragénica estará localizada 
frecuente. Las metaciones con pérdida de función suelen ser en al gen afectado por la primera mutación: una mutación 
recesivas «el organismo puede funcionar con normalidad supresora extragénica esterá localizada en un segundo gen 
mientras retenga al menos una copia normal del gen alterado. a menudo, en tino cuyo producto interacciona directamente 
mutación nula: metación con pérdida de función en la que se con el producto del primer gen. 

suprime por completo la función del gen. 


Dadas dos mutaciones que dan jugar a un mismo fenotipo, En el tipo rriás sencillo de prueba de complementación, un 


¿córno podremos saber cuándo ambas mutaciones están individuo que es homocigoto para una mutación se cruza con 
situadas en un mismo gen? Si las mutaciones son recesivas un individuo que es homocigoto para la otra, El fenotipo de la 
(como sucede habitualmente), la respuesta puede encontrarse descendencia responde a la pregunta. 


con uña prueba de complementación. 


COMPLEMENTACIÓN: MUTACIONES: 


NO COMPLEMENTACIÓN: DOS MUTACIONES; 
EN DOS GENES DIFERENTES - 


INDEPENDIENTES EN El MISMO GEN. 


madre mutante hormocigota madre rutante homacigota padre mutante homocigoto 


padre mutante homocigoto 
j OS 


sz 
a 
5 


5 


E 


Bl 


CO 
de 


descendencia híbrida que muestra un fenotipo descendencia hibrida que muestra un fenotipo 
normal: existe una copía normal de cada gen mutante: no existen copias normales del gen 


: E SAR) Rar OE AGEicS, E pS AS TN AN s z E ne EEE EZ a TE 


po ASA 
AOS 


; 556 $0 Capítulo 2 Manipulación de proteínas, DNA y RNA 


aproximación genética clésica, que consiste en la identificación de los genes responsabies de 
los fenotipos mutantes, puede realizarse con facilidad en organismos que se reproducen rá- 
pidamente y que son sensibles a manipulación genética, tales como bacterias, levaduras, 
gusanos nernatodos y la mosca de la fria. Aungue es posible encontrar mutantes esporné- 
neos exsrninando poblaciones enormes, de miles o decenas de miles de organismos indivi- 
duales, el proceso de obtención de mutantes individuales se ve facilitado en gran medida 
generando mutaciones con agentes químicos o radiaciones que dañan el DNA. Tratando a 
los organismos con teles agentes mutagénicos, se puede generar de forma rápida un gran 
número de mutantes individuales entre los que podremos buscar los que presenten un de- 
fecto particular que nos interese, como vereraos a continuación. 

Una aproximación alternativa a la rmitagénesis química o por radiación es la denonú- 
neda mutaegénesis insercional. Este método se basa en el hecho de que un DNA exógeno in- 
sertado de forma aleatoria en el genoma puede producir mutaciones si el fragmento 
insertado interrurape un gen o sus secuencias reguladoras. El DINA insertado, cuya secuencia 
se conoce, puede utilizarse como marca moleculer que facilita la posterior identificación y 
clonación del gen intermampido (Figura 8-53). La utilización del elemento genético transpo- 
mible P para inactivar genes ha revolucionado el estudio de la función génica en la mosca 
Drosophila. Los elementos transponibles (véase Tabia 5-3, p. 318) también se han utilizado 
para generar mutaciones en bacterias, levaduras, ratones y la planta Arabidopsis. 

Los estudios genéticos clásicos mencionados son adecuados para diseccionar los pro- 
cesos biolégicos en organismos experimentales, pero ¿cómo podemos estudiar la función 
de los genes en los humanos? A diferencia de los organismos genéticamente accesibles que 
kemnos indicado, los humanos no se reproducen con rapidez y no pueden tratarse de forma 
intencionada con mutágenos. Aderás, cualquier humano con una deficiencia grave en un 
proceso esencial, tal como la replicación del DNA, moriría mucho antes del nacimiento. 

Existen dos formas principales por las que podemos estudiar los genes en los humanos. 
En primer lugar, dado que los genes y sus funciones han sido altamente conservadas a lo lax- 
go de la evolución, el estudio de organismos modelo menos complejos revela información 


.cótica sobre genes y procesos similares en humanos. Los correspondientes genes humanos 


pueden ser estudiados en células humanas en cultivo, En segundo lugar, ínuchas muta- 
ciones que no son letales, por ejemplo, deficiencias lisosomales específicas de tejido o de re- 
ceptores de la superficie celular, han aparecido de forma espontánea en la población 
humana. El análisis de los fenotipos de los individuos afectados, junto a los estudios de sus 
células en cultivo, ha proporcionado numerosas aportaciones a la comprensión del funcio- 
namiento de las células humanas. Áungue dichas mutaciones sean poco frecuentes, se re- 
conocen de forma eficiente gracias a una propiedad única de los humanos: los individuos 
con mutaciones atraen la atención el buscar atención médica especializada. 


Las exploraciones genéticas identifican mutantes 
con anormalidades especificas 


Una vez que se ba obtenido una colección de mutantes en un organismo modelo como la le- 
vadura o la mosca de la fruta, deberemos examinar miles de individuos hasta encontrar el fe- 
notipo alterado de interés. Este tipo de búsqueda se denomina exploración genética y 
cuanto mayor sea un genoma, menos probable será que se produzca una mutación espe- 
cifica en ese gen. Por tanto, cuanto más complejo sea el organismo, mayor número de mu- 
tantes deberán ser analizados. El genotipo examinado puede ser sencillo o complejo. Los 
genotipos sencillos son más fáciles de analizar, Podemos explorar muchos organismos rápi- 
damente: por ejemplo, una mutación que impida crecer 4 un organismo en ausencia de un 
nutriente o de un aminoácido concreto. 

Los fenotíipos de mayor complejidad, como por ejemplo las mutaciones que causan dé- 
fic de aprendizaje o de comportamiento, requieren exámenes mucho más elaborados 
(Figura 8-59). Ahora bien, incluso las exploraciones genéticas utilizadas para descilrar siste- 
mas fisiológicos complejos, deberían serlo más sencillas posible en cuanto a diseño y tam- 


bién deberian permitir el examen de forma simultánea de un gran número de mutantes: Un * 
ejemplo de estudio elegante de exploración genética lo tenemos en el diseño utilizado para - 


buscar genes implicados en el procesamiento vistial del pez cebra. La base del estudio es el 
cambio en el comportamiento de los peces en respuesta a una señal Los peces de fenotipo 
salvaje tienden a nadar en la dirección de una señal cuando la perciben, mierdtras que los 


mutantes con defectos en el procesado de su sistema visual nadan en direcciones alestorias 


a 


Figura E-53 Witante insercional en 
Antiribimura hoca de dragén). 

Una mistación de un solo gen, que codifica 
una proteina reguladora, provoca que se 
desarrollen brotes follares en lugar de flores. 
La mutación permite a las células adoptar un 
carácter que podría ser apropiado en otra 
parte de la planta normal La planta mutante 
aparece a la izquierda de la imagen y la planta 
somal a la derecha. (Cortesía de Entico Coen 
y Rosemary Carpenter) : 
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en respuesta a la misma señal, mostrando un comportamiento fácilmente detectable, Uno 
de los mutantes descubiertos en esta exploración genética, denominado lekritz, presenta 
una ausencia del 80% de las células ganglionares de la retina, que ayudan a transportar las 
señales visuales desde el ojo al cerebro. Puesto que la organización celular de la retina del 
pez cebra es similar a la que se da en todos los vertebrados, el estudio de estos mutantes 
también debería proporcionar información sobre el procesamiento visual en humanos. 

A menudo, los defectos en los genes necesarios para procesos celulares fundamentales 
son letales, como los que están implicados enla síntesis y procesarniento del RINA o en el con- 
tol del cíclo celular, por lo que la función de estos genes se estudia en individuos con muta 
ciones condicionales. Los individuos reutantes funcionan con normalidad mientras las 
condiciones permisivas prevalezcan, pero demuestran una función génica anormal cuando 
se someten a condiciones no permisivas (restrictivas). En organismos con mutaciones que son 
sensibles a la temperatura, por ejemplo, la deficiencia puede ser fácilmente activada o inacti- 
vada de forma experimental siniplemente manipulando la temperatura. Una célula que con- 
tenga una mutación sensible a la temperatura en un gen esencial para la viabilidad, morirá en 
condiciones no permisivas pero podrá crecer a temperatura normal o permisiva (Figura 8-55). 
En este tipo de mutantes, el gen sensible a la temperatura por lo general contiene una musta- 
ción puntual que provoca un cambio sutil en la proteína que codifica. 

El tratamiento de poblaciones de bacterias con un agente mutagénico y el posterior 
examen de aquellas células que detenían si síntesis de DNA al ser calentadas de 30 *C a 
42 %C, permitió identificar numerosos mutantes sensibles a la temperatura en los genes de 
las proteínas necesarias para la replicación del DNA. Estos reutentes fueron utilizados pos- 
teriormente para identificar y caracterizar cada una de las proteínas implicadas en la repli- 
cación del DNA (corno se explicó en el Capítulo 5). De igual manera, el examen de mutantes 
sensibles a la temperatura también condujo a la identificación de numerosas proteínas im- 
plicadas en la regulación del cielo celular así como nruchas proteínas implicadas en el tráfi. 
co de proteínas a través de la vía de secreción en levaduras (véase Panel 13--1). Exploraciones 
genéticas sernejantes a ésta demostraron la función de enzimas implicadas en las principa- 
les rutas metabólicas de bacterias y levaduras (corno se expuso en el Capítulo 2), e identifi- 
caron numerosos productos génicos responsables del desarrollo ordenado del embrión de 
Drosophila (corso se describirá en el Capítulo 22). 
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Figura 8-54 Los estudios genéticos 
penmiten encontrar mutadones que 
afectan al comportarmiento específico de 
un animal (A) C elegana de fenotipo salvaje 
alimentándose en grupo. Los gusanos 
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bacterias. (B Los animales entrantes se 
alimentan solos. (Cortesía de Cornelia 
Bargroarin, Cell 94: cubierta, 1998, Con la 
autorización de Elsevier) 


Figura 8-55 Estudios diseñados para 
encontrar mutantes sensibles a la 


temperatura en bacterias o en levaduras, 
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imitación de pérdida mutación de srañiación de pérdida 
salvaje de función «ganancia de función de función condicional 


jrurtación puntual FOtura 


Las mutaciones pueden causar la pérdida o la ganancia 
de una función proteica 


Las mutaciones se clasifican generalmente en “pérdida de función” o “ganancia de hanción”, 
Una rautación de pérdida de función genera un producto génico que no funciona o que fun- 
ciona ray poca, lo cual permite identificar la función normal del gen. Una mutación de ga- 
nancia de función genera un producto génico que trabaja demasiado, funciona a destiempo 
o de forma deslocalizada, o que actúa de una manera nueva (Figura 8-56). 

Un importante paso en el inicio del análisis genético de cualquier célula u organismo 
mutante es la determinación de si la mutación causa una pérdida o una ganancia de la fun- 
ción. Un análisis estándar es la determinación de si la muración es dominante o recesiva. 
Una mutación deorainante es aquella que causa el fenotipo mutante incluso en presencia de 
una única copia del gen salvaje, Una mutación recesiva es aquella que no es capaz de causar 
el fenotipo rutante en presencia de una única copia del gen salvaje. Aunque se han descri- 
to casos en los que uma mutación que provoca una pérdida de función es dominante o una 
ganancia de función es recesiva, en la gran mayoría de los casos, las mutaciones recesivas 
generan una pérdida de función y las dominantes una ganancia. Simplemente cruzando un 
mutante y un individuo salvaje para obtener células u organismos diploides, la progeníe del 
cruce será heterozigota para la mutación. Si el fenotipo mutante no se observa, se puede 
conclulr que la mutación es recesiva y es muy probable que sea uma mutación que enae 
una pérdida de función. 


Una prueba de complementación indica si dos mutaciones 
se encuentran en un mismo gen o en genes diferentes 


Una exploración genética a gran escala puede conducir a la obtención de diferentes muta- 
ciones que muestren el mismo fenotipo. Estas deficiencias pueden encontrarse en genes di- 
ferentes que actúan en el mismo praceso o pueden representar mutaciones diferentes 
localizadas en un mismo gen. Los alelos son las formas alternativas de un gen. La diferencia 
imnás común entre los-alelos es una sustitución de un simple par de nucleótidos, aunque 
diferentes alelos también pueden presentar deleciones, sustituciones y duplicaciones. 
¿Cómo podernos abrmar si dos mutaciones que producen el mismo fenotipo se encuentran 
en un mismo gen o en genes diferentes? Si las mutaciones son recesivas y suponen, por 
ejemplo, la pérdida de función de un gen determinado, puede unilizarse una prueba dé cora- 
piernentación para determinar si la mutación se encuentra en el mismo gen o en genes di- 
ferentes. Para realizar una prueba de complementación en un organismo diploide, se cruza 
un individuo homozigoto para una de las mutaciones, el cual presenta dos alelos idénticos 
del gen mutado en cuestión, con un individuo homocigoto para la otra mutación. Si las dos 
mutaciones ge encuentran en el mismo gen, la descendencia presentará el fenotipo mutan- 
te, ya que carecerá de la copia normal del gen en cuestión (véase Panel 8-1). Si por el con- 
trario las dos mutaciones se encuentran en genes diferentes, la descendencia resultante 
mostrará tn fenotipo normal puesto que tendrá una copia normal (y una mutante) de cada 
uno de los genes; por tanto, las mutaciones se complementan entre sí y restablecen el feno- 
tipo normal, Las pruebas de complementación en mutantes idenúficados mediánte explo- 
ración genética han revelado, por.ejemplo, que la levadura necesita 5 genes para digerir el 
azúcar galactosa, que E. coli necesita 20 genes para poder construir un flagelo funcional, que 
existen 48 genes implicados en el ensamblaje de las partículas víricas del bacteriófago Tá y 
que cientos de genes diferentes se encuentran implicados en el desarrollo dé un gusano ne- 
matodo adulto desde el huevo fecundado, 


Figura £-58 Las mutaciones génicas 
pueden afectar al producto proteico de 
diferentes maneras. En este ejerapto, la 
proteína salvaje ene una función especifica 
que se señala con marcas rojas. Se muestran > A 
las mutaciones que eliminan, incrementan A 
o generan que la función sea sensible a 
altas temperaturas. La proteína mutante 
condicional que es sensible a la temperatura 
tiene una sustitución an un aminoácido frojo) > Ñ 
que impide su correcto plegado a 37 9C z j 
pero que lo permite a 23 %C Tales rrestaciones 
condicionales son especialmente Útiles para 
el estudio de genes esenciales; el orgardsmo 
puede crecer bajo condiciones permisivas y a 
continuación ser trasladado a condiciones na 
permisivas para el estudio de la función. 
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Los genes pueden ser ordenados en vías mediante 
un análisis epistásico 


Una vez identificados los genes implicados en un determinado proceso biológico, a menudo 
el paso siguiente consiste en determinar el ocden en el que actían los genes. El orden de los 
genes es quizás la explicación más fácil de las vías metabólicas donde, por ejemplo, una en- 
zima A es necesaria para producir el sustrato para la eomisna E. En este caso, podersos decir 
que el gen que codifica la enziína A actúa antes (corriente arriba) que el gen que codifica la 
evzima B en la vía. De forma similar, cuando una proteína regula la actividad de otra pro- 
teína, podersos decir que el primer gen acrúa antes que el segundo. En muchos casos, la or- 
denación génica se puede determinar mediante un análisis genético sin el conocimiento del 
mecanismo de acción de los productos génicos havolucrados. 

Supongamos que tenemos un proceso blosintético que consiste en una secuencia de pa- 
sos, de forma que la realización del paso B está condicionado por el paso A precedente; y su- 
pongaraos que el gen Á se requiere para el paso Á y que el gen Bes necesario para el paso B, 
Una mutación aula (una mutación que anula la función) del gen A parará el proceso en el pa-. 
soA, sea ono funcional el gen B, mientras quema mutación nula en el gen E causará una par 
rada en el paso B sólo en el caso en el que el gen A sea activo. En tal caso, se dice que el gen A 
es epistático al gen E. Así, comperendo los fenotipos de las diferentes combinaciones de rau- 
taciones, se puede descubrir el orden en el que actúan los genes. Este tipo de análisis se deno- 
mina análisis epistásico. Por ejemplo, la vía de secreción de proteínas en levadura se ha 
analizado de esta manera. Diferentes mutaciones en esta vía provocan que las protelnas se 
acumuien de forma aberrante en el retículo endoplasmático (ER: endoplasmic reticulum) o 
en el complejo de Golgi. Cuando se modifica una célula de levadura de modo que coritenga 
una mutación que bloquee tanto el procesamiento en el ER como en el complejo de Golgi, las 
proteínas se acumulan en el ER. Esto indica que las proteínas deben pasar a través del ER an- 
tes de ser enviadas al Golgi para su posterior secreción (Figseca 8-7). En sentido estricto, tm 
análisis epistásico sólo puede proporcionar información sobre la ordenación génica en una 
vía cuando armbas mutaciones generan alelos nulos. Cuando las rautaciones retienen parcial- 
mente su función, sus interacciones epistásicas son difíciles de interpretar. 

A veces un doble mutante mostrará un fenotipo nuevo o más grave que cualquiera de 
los inutantes individuales por separado. Este tipo de interacción genética se denornina fe- 
notipo sintética, y si el fenotipo conduce a la muerte del organismo, pasa a denominarse le- 
talidad sintética. Enlla mayoría de los casos, un fenotipo sintético indica que los dos genes 
actúan en dos vias diferentes y paralelas, y que arnbas son capaces de mediar el mismo pro- 


ceso celular. Así, cuando ambas vías se bloquean en el doble mutante, todo el proceso se * 


abortá observándose el fenotipo sintético. 


Los genes que contienen mutaciones se pueden clonar 


El pasa siguiente a la obtención de mutantes consiste en identificar el gen o genes respor- 
sables del fenotipo alterado. Si el fenotipo se realizó mediante muragénesis insercional, la 


localización del gen interrarapido es bastante sencilla. Los fragmentos de DINA que contie-- 


nen la inserción -que podría ser, por ejermplo, un transposón o un retrovirus— son purifica- 
dos y amplificados por PCE, determinándose la secuencia de uucleótidos del DNA que 
Banquea la secuencia insertada. Esta secuencia se utiliza para buscar pautas abiertas de lec- 
tura en una base de datos de DNA. 


complejo — vesículas o e 
ER de Goigi de secreción 


proteína ] > : 
pea A la normal muténte A mutante E desbie mutante AB 
q la proteína se la proteína se acurmáila la proteína se 
PIE TAR acumula en el ER en el complejo de Golgi acumula en ef ER 


Figura 2-57 Utikización de la genética para 
determinar el orden en el queactóaa los 
genes. En las células normales, las proteínas 
secretadas son cargadas er vesículas, que 
se fusionan con la membrana plasmática y 
secretan su contenido al medio extracelular. 
Dos mutantes, Ay B 00 secretan proteínas. 
En él mutante A para la secreción, las 
proteínas se acumulan en el retículo 
endoplazmático (ER), En un mutante B 
dferente, las proteínas se acumulan en el 
Golgi. En el doble mutante A8, las proteínas 
se acumulan en el ER; este hecho indica que 
el gen defectuoso del mutante Á actúa antes 
enla vía de secreción que el gen defecuuoso 
del murante E. 
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Sín embargo, sí para generar las rotaciones se wtilizó un agente quíraico que provoca 
deños en el DNA, a menudo la identificación del gen inactivado es mucho más laboriosa, 
aunque puede llevarse a cabo mediante varias aproximaciones diferentes. En una de ellas, el 


primer paso consiste en determinar experimentalmente el lugar del genoraa en el que se lo- 


caliza el gen. Para localizar un gen nuevo, primero se determina su localización cromosórni- 
ca calculando la distancia en el genoraa del gen respecto a otros genes ya conocidos, 
Habitualmente la estirmación de la distancia entre loci genéticos se realiza por análisis de li- 
garniento, uma técnica basada en el hecho de que los genes que se encuentan próximos en 
un cromosoma tienden a heredarse juntos. Sin embargo, incluso los genes que se encuern- 
tran rauy cerca, $6 pueden separar durante la meiosis debido a la recorabinación. Cuanto 
mayor sea la distancia entre dos loci genéticos, mayor será la probabilidad de que se separen. 
debido a un entrecruzamiento (véase Panel 8-1). Calculando la frecuencia de recorabina- 
ción entre dos genes se puede detenminar la distancia aproximada entre ambos. Si se coro- 
ce la posición de un gen en el genoma, se puede estimar la del segundo gen. 

- Puesto que los penes no siempre se encuentran localizados lo bastante cerca entre sí 
como para poder precisar su posición, generalmente los análisis de Mgarniento requieren 
marcadores físicos situados a lo largo del genoma para poder estimar la localización de un 
determinado gen. Estos marcadores suelen ser cortos iragraentos nucleotídicos, de secuen- 
cia y localización conocidas, que pueden encontrarse al menos en dos lonnas alélicas. Los 
marcadores más sencillos son los polimorfismos de in solo nucteótido (8NP: single-nucleoti- 
de polymorphisms). Son secuencias cortas que difieren en un par nucleótidos entre indivi- 
duos de una población, Los SNP se pueden detectar mediante técnicas de hibridación. Se 


han encontrado muchos marcadores físicos de este tipo, distríbuidos a lo largo de todo el * * ' 


cromosoma, para un gran número de organismos. Si la distribución de estos marcadores e5 
suficientemente densa, se puede limitar la posición potencial de un gen en una región cro- 
mosómica que sólo contenga unas cuantas secuencias génicas, mediante un análisis del 
ligamiento que compruebe la herencia simultánea de uno o más SNP con el fenotipo mu- 
tante. Estas pocas secuencias génicas son consideradas potenciales candidatos y se puede 
analizar de forma directa su eseructura y su función para determinar qué gen es el responsa" 
ble del fenotipo mutante origirial. , 


La genética humana presenta problemas 
y oportunidades especiales 


Aunque la experimentación genética en humanos se considera poco ética y está penada le- 
galmente, los humanos padecen de una gran variedad de trastormos genéticos. El análisis de 
tigamiento descrito, tarabién puede utilizarse para identificar genes responsables de algu- 
nas enfermedades hereditarias. Estos esnadios requieten que las muestras de DNA proce- 


dan de un gran número de familias afectadas por una mústna enfermedad. Las muestras son - 


examinadas para determinar la presencia de marcadores físicos, como los SNB que parez- 
can estar íntimamente ligados al gen de la enfermedad y que sean heredados sienpre por 


los individuos que manifiesten la enfermedad, pero no por sus parientes sanos. El gen * 


responsable de la enfermedad se localiza como se ha descrito en el párralo anterior 
(Figura 8-58). Por ejemplo, de esta forma se descubrieron los genes de la Bibrosis quística o 
los de la corea de Huntington, 


Los genes humanos se heredan en bloques 
haplotípicos que pueden facilitar la búsqueda 
de mutaciones que causen enfermedades 


Ahora que conocemos la secuencia completa del genoma humano, podemos estudiarla ge- 
nética humana de una manera que exa imposible sólo hace unos cuantos años. Por ejemplo, 
se puede empezar a identificar aquellas diferencias en el DNA que distinguen un individuo 
de otro. Dos seres humanos no tienen el mismo genoma (con excepción de los gemelos 
idénticos). Cada tuno de nosotros presenta una serie de polimorfismos —diferencias en la se- 
cuencia de nucleótidos- que nos hace únicos. Estos polimorfismos pueden ser usados cono 
marcadores para la construcción de mapas genéticos y pare la realización de análisis gené- 


ticos que permitan idenúficar polmorfismos particulares con enfermedades específicas O: 


con cierta predisposición a una enfermedad, 


E 
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El problema es que dos individuos normalmente difieren en alrededor de 0,1% de su se» 
cuencia de nucleótidos (1 nucleótido de cada 1000). Esto $e traduce en la presencia de unos 
3 múllones de diferencias entre una persona y otra. Teóricamente, se necesitaría buscar entre 
todos estos 3 millones de polimorfismos para identíficax uno o dos que fueran responsables 
de una enfermedad hereditaria en paricular o su predisposición a padecerla, Para reducir el 
número de polimorfismos que hay que examinar, los investigadores sacan parido del re- 
ciente descubrimiento de que los genes humanos tienden a heredarse en bloques. 

La especie humana es relativamente joven y parece que descenderos de una pobla- 
ción pequeña que habitó ea África hace unos 10.000 años. Debido a que sólo nos separan de 
este antigua población unos centenares de generaciones, grandes segmentos de crormoso- 
mas humanos han pasado de padres a hijos de founa inalterada por sucesos de recorabina- 
ción ocurridos durante la meiosis. De hecho, se pueden observar ciertos grupos de alelos 
Gncdluyendo los 5NP) que son heredados en grandes bloques en los cromosomas. Estos seg- 
mentos cromosómicos ancestrales juegos de alelos heredados en bloques con muy poco 
reordenamiento genético a través del paso de las generaciones se denominan bloques ha- 
blotípicos. Como los genes, los SNP y otros marcadores genéticos, que existen en diferentes 
forrnas alélicas, los bloques haplotípicos también se presentan ea un número limitado de 
variedades que sor: comunes en la población humana, cada tna de las cuales representa 
una combinación alélica transmitida a partir de un ancestro conmán. 

En la actualidad, los científicos están construyendo un mapa del genoma humano, ba- 
sado en estos bloques haplotípicos, que se denomina mapa haplotípico (hapmap: haploty- 
peimapj. Los genetistas esperan que el mapa haplotípico humano facilte la búsqueda de 
genes responsables o susceptibles de causar enfermedades. En lugar de buscar a través de 
los muchos millones de SNP ex la población humana, será suficiente buscar un grupo más - 
pequeño de SNP seleccionados para identificar el bloque haplotípico que parezca heredar- 
se con la enfermedad. Estas búsquedas aún requieren muestras de DINA de gran cantidad de 
individuos y los 5NP se evalúan con técnicas robóticas. Si un bloque haplotípico es más 
cornún entre los individuos que padecen una enfermedad que en los sanos, la mutación 
asociada a este trastorno es posible que se localice en el mismo segmento de DNA 
(Migue 2-59). Los investigadores pueden situarse en una región específica del bloque para 
buscar el gen determinado asociado a la patología. En principio este aproximación permite 
el análisis genético de esas enfermedades cormunes en las que la susceptibilidad está gene- 

rada por varios genes. - 


Figura 8-58 Análisis genético de lgarniento 


pareja de cromosomas la misma pareja de cromosomas utilizando marcadores físicos en el OMA 
deuna madra que de un padre que no para encontrar un gen hurnano. En este 
padece la enfermedad padece la enfermedad ejemplo, se estudía la herencia conjunta de 


mo 


+ un fenotipo humano específico (en este caso 
concreto, una enfermedad hereditaria), 
| con un marcador SNP. Silos Individuos que 


gen defectuoso 
que causa la 


lle: | presentan la enfermedad heredan casi 
lcd cti Sup siempre un SNP concreto, será probable que 
Po eces en ; el gen: responsable de la enfermedad y el SNP 
esta copia del estén muy cercanos en el cromosoma, como 
<romosoma | se muestra aquí Para comprobar que un 


ávulo espermatozoide determinado ligarmiento es estadísticamente 
significativo, es posible que sea necesario 
examinar clentos de individuos. Obsérvese 
que el ligamiento no será absoluto a ño ser 
que el SNP esté localizado en el propio gen. 


Portanto, el SNP quedará algunas veces 
mM h bd destigado del gen de la enfermedad debido 
al entrecruzamiento meyútico durante la 
i 0: formación del óvulo o del espermatozoide: 
) . a TD esto es precisamente lo que ha sucedido en 
enfermedad — do BE E O cmo AREA al caso dela pareja decromosomas situados 
marcador E” PA E ala derecha. Cuando se trabaja con un 
SNP ¡E 0" PRUEBA REALIZADA EN 7 NIÑOS E .. O genoma secuenciado, este proceso se 
¡MS E: E E E 0 A repetiría con los SNP situados a cada lado 
CONCLUSIÓN: el gen causante de la enfermedad se hereda conjuntamente con el marcador SP. del SNPimicial, hasta encontrar un 1009 
de la madre portadora un el 75% de la descendencia que presenta la enfermedad. Y se observa de herencia conjunta. 


la misma correlación en otras femnillas ya estudiadas, se podría afirmar que el gen causante de la , a 
enfermedad se encuentra en este cromoscma, localizado cerca del SMA Nótese que un SMP que Obsérvese que tanto el Su ulo como et 
estuviese en el mismo cromosoma pero alejado del gen, a bien localizado en un cromosoma espermatozoide sólo contribuirán con in 
dHerente que el del gen de interés, sólo sería heredado conjuntamente un 50% de las veces. cromosoma de cada para la descendencia, 
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O — 115.006 del genoma humeno (200.008 pares de nudeótidos) AAA 
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oque DESCENDIENTE ACTUAL CON 
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estos SNP tazul) son diferentes y proceden de cromosomas de parejas emparentadas 


CONCLUSIÓN: LA ENFERMEDAD ESTÁ CAUSADA POR UNA MUTACIÓN EN El GEN + 


Una explicación detallada de los bloques haplotípicos puede determinar incluso si un 
alelo en particular ha sido favorecido por una selección natural. Como norma general, cuan- 
do un nuevo alelo de un gen no confere ninguna ventaja selectiva al individuo, tardará mu- 
cho tiempo en hacerse común en la población. Chbanto más común y, por lo tanto, más 
antiguo es un alelo, más pequeño debería ser el bloque haplotípico que lo rodea. Esto es así 
ya que tendría muchas probabilidades de estar separado de sus variaciones cercanas por su- 
cesos de recombinación que ocurren en la mejosis generación tras generación. 

Un nuevo alelo puede extenderse rápidamente por una población siempre que conflera, 
una gran ventaja al organismo. Por ejemplo, se pueden seleccionar mutaciones o variaciones 
que bagan que un organismo sea más resistente a una infección, ya que los organismos que 
presentan esta variación tienen más probabilidades de sobrevivir y pasar ta mutación a su 
descendencia. Trabajando con mapas haplotípicos de genes individuales se ha comprobado 
que esta selección positiva se ha detectado en dos genes humanos que confieren resistencia 
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Figura 8-59 El seguimiento de la herenda 
de los $NP con un bloque haplotípico revela 
la tocalización de un gen causante de una 
enferraedad. Un ancestro que adouiere una 
mutación en el gen 1 causante de una 
enfermedad pasará la rmatación a su1s 
descendientes. Parte de este gen está 
jaciuido en un bloque haplotípico 
isombreado en rojo) - un grupo de 
variaciones (unos 30 549) que se han 
heredado de su ancestro en un fragmento 
continuo. En las 400 generaciones que 
separan el ancestro del descendiente actual 
que padece la enfermedad, los SNP 
localizados en la región que se muestre del 
ancestro de más de 260.000 pares de 
nucleótidos han sido mezclados por 
recombinación melótica en el genoma del 
descendiente (azul. La superposición de 
amarillo y rojo se ve de color naranja, y la de 
amarillo y azul se ve de color verde. Los 30 
SNP del bloque heplotípico se han heredado 
como un grupo, ya que no se han separado 
aún por sucesos de entrecruzamiento. Para 
localizar un gen que causa una enfermedad 
hereditaria, los patrones de SNP enen que 
ser analizados en varias personas que 
padecen la enfermedad. Un individuo con la 
enfermedad retendrá el patrón ancestral de 
los SNP localizada en el bloque haplotipico 
tal como se muestra, indicando que la 
mutación que causa la enfermedad está 
situada dentro del bloque haplotípico en el 
gen 1. La elegancia de sar mapas 
haplotípicos para este tipo de análisis por 
asociación es que sólo necesita ser 
examinada una pequeña fracción del toral de 
SNP: se debería poder locatízar los genes 
después de la búsqueda de solamente un 
10% de los 3 millones de SNP Útiles que están 
presentes en el genoma humano. 


Figura 2-69 identificación de alelos que se 
han seleccionado en humanos durante la 
historia reciente, ya que estaban incluidos 
en bloques haplotípicos anormalmente 
grandes. Los SNP están indicados en este 
dlagrama por barras verticales, que se 
colorean en blanco y negro de acuerdo con su 
secuencia de DNA. Los bloques haplotípicos 
se sombrean en rojo, los genes en amarillo 

y el resto del cromosoma en azul Los datos 
sugieren que este alelo del gen 2 se expresa 
de forma reciente en humanos, 
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a la roaleria. Los elelos que coofleren resistencia están extendidos cu la población, perú se 
encuenteao incluidos en bloques haplotípicos inusuelmente grandes, lo que sugiere que su 
importancia aumentó de fora reciente en el genoroa miunano (Pigura 8-60). 

Al teveleros las vías por las cuales evolucionaron los humanos, el zaepa haplotípico 
proporclonará una mueva ventana sobre nuestro pasado y fecillters el descubrimiento de los 
genes que nos hacen susceptibles o resistentes a una enfermedad, El mapa también puede 
proporcionar una guía básica de nuestro futuro individual. 


Múltiples genes influencian los rasgos complejos 


Ya planista puede tener un tío que toca el vigiin, En ova famille, los padees y sus hijos pue- 
de que sean todos obesos. En una tercera fenillla, la abuela puede ser alcohólica y su nieto 
puede padecer una drogadicción. ¿Hasta qué punto estas características (habilidad rousical, 
abesidad y adicción) se heredan penéticarmente? Esta es una pregunta dificil de responder 
Blgunos rasgos o enfermedades se esocian a clertas familias, pero sólo aparecen en algunos 
parientes o lacluso lo hacer siguiendo am patrón dHícll de detectar, 

Las características que no siguen patrones simples de herencia (a veces denominados 
mendelianos), pero que tienen componentes beredados genéticamente, sou denominados 
rasgos coraplejos. Estos caracteres sou a menudo poligénicos, es decir, que están influen- 
ciados por varios genes, cada uno de los cuales contribuye al fenotipo en cuestión. El efecto 
de esos genes es aditivo, lo que significa que Juntos producen una variabilidad continua de 
ouracterísticas en la población. individualmente, los genes que contribuyen a un rasgo poll 
génico son distribuidos a la descendencia siguiendo patrones sencillos, sln embargo, dado 
que todos influencian el fenotipo, el patrón de los rasgos heredados porla descendencia es 
amenudo muy complejo. 

a ejeraplo sencillo de rasgo poligénico es el color de los ojos, determinado por enzl- 
mas que controlan la distribución y la producción del pigmento melanina, Cuanta más me- 
lanina se produce, más escura es el color de los ojos. Debido a que ntarnerosos genes 
contribuyen a la formación de la melanina, el color de los ojos en los humanos presenta y una 
extensa gama de tonalidades, desde el gris ás pálido al castaño más oscuro, 

Aunque las enfermedades basadas en mutaciones de genes individuales (p. ej, la ane- 
rala falciforme y la hemoflia) fueron unos de los primeros fenotipos humanos heredados 
identificados, sólo una pequeña fracción de los rasgos humanos está gobernada por genes 
hadividuales, Los fenatipos humanos más obvios (desde la altura, el peso, el color de los ojos 
y del pelo hasta la inteligencia, el temperamento, la sociabilidad y el bumod son generados 
par la interacción de muchos genes. Muchos genes conllevan una predisposición a las en- 
fermedades humanas más comunes: diabetes, cardiopatías, presión sanguínea elevada, 
alerglas, asma y vartas enfermedades mentales como la depresión severa y la esquizofrenia. 
Los científicos están explorando nuevas estrategias, que incluyen él uso de los mapas ha- 
plotípicos mencionados anteriormente, para entenderlas relaciones complejas entre los ge- 
nes que actúan juntos determinando la mayoría de nuestros rasgos más “hunanos”. 


La genética inversa empieza con un gen conocido y determina 
qué proceso celular necesita su función 


Como hemos visto, la genética clásica empleza con ua fenotipo mutante (o en el caso de los 
humanos, una serie de características) e identifica las rmutaciones (y consecuentemente sus 
genes) responsables. La tecnología del DINA recombinante, en combinación con la sectien- 
ciación genómica, han hecho posible ma aproximación genética diferente, En vez de em- 
pezar con un organismo mutante y usarlo para identificar un gen y su proteína, se parte de 
va gen determinado sobre el que se realizan las nantaciones, generando células u organis- 
mos en los que se estudiará la función del gen. Ésta nueva aproximación invierte el sentido 
tradicional del análisis genético (del gen a los mutantes, y no al revés), por lo que habitual- 
mente se le denomina genética iuversa. 

La genética inversa parte de un gen cionado, de una proteína aislada de una célula y 
que presente propiedades interesantes, o siroplemente de una secuencia genóraica. Si el 


punto de partida es una proteína, se identifica el gen que la codifica y en caso necesario, se 


determina su secuencia de nucleótidos, Posteriormente puede alterarse in vitro la secuencia 
génica para generar una versión mutante de la misma. El gen murante, junto a una región re- 
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guladora apropiada, se transfiere a ua célula donde puede integrarse a Un Crormosoraa y 
pasar a foreaar parte de la dotación permanente del genoma cehulaz. Todos los descendien- 
tes de la célula modificada tendrán ahora el gen imatado, 

Sióa célula original utilizada para la transferencia del gen es un óvulo fecundado, se po- 
drá obtener un organismo completo que contenga el gen mutado, a no ser que la mutación 


sea letal para el organismo. En alguno de estos organismos, el gen mutado $e incorporará a 


las células germinales una mutación de línea germinal- permitiendo que el gen alterado 
pase a su progenie. 


Los genes se modifican de diferentes maneras 


Los organismos mutantes que carecen de un determinado gen pueden revelar rápidamen- 
te la función de la proteína que este codífica. Por esta razón, un gen knociout-en el que las 
dos copias del gen han sido inactivadas o eliraiuadas en un organismo diploide-es un mao- 
delo pariculermente útil de mutación. Sin embargo, existen muchos más tipos de altera- 
ciories genéticas al alcance del investigador. Por ejemplo, alterando la región reguladora de 


tun gen, antes de su reintegración en el genoma, se puede generar un organiseno mutante 


en el que el producto génico se exprese en cantidades demasiado altas, en el tejido equivo- 
cado o en un momento equivocado del desarrollo (Figura 8-61). Situando el gen bajo el 
control de un promotor inducible, el gen se puede activar o inhibir a voluntad y observar 
sus efectos. Los promotores inducibles que funcionan de forma especifica en un tejido se 
utilizan para seguir los efectos del bloqueo del gen (o de su activación) en ese tejido. Por úl- 
timo, en aquellos organismos en los que resulta más sencillo añadir un gen alterado al 
genoma que reemplazar con este gen los genes endógenos, se utilizan a menudo las puta- 
ciones de dominancia negativa. La estrategia de los dominantes negativos aprovecha el he- 
cho de que la mayoría de proteínas actúan como partes de unos grandes complejos 
proteicos. La inclusión de tn solo componente no funcional puede inactivar todo el com- 
plejo. Por lo tanto, diseñando un pen que produzca grandes cantidades de una proteína 
mutante inaciiva, pero con capacidad de unión al complejo, es posible producir una célu- 
Ja en la que todos los complejos estén inactivados, a pésar de la presencia de la proteína 
normel (Figura 9-62). 

Como se ha tratado en la exposición anteñor sobre genética clásica, si una proteína es 
necesaria para la supervivencia de una célula (u organismo), un mutante de dominancia ne- 
gativa será buviable e impedirá el análisis de la función de la proteína. Para evitar este pro- 
blema, enla genética inversa se puede acoplar el gen mutante a 1 promotor inducible para 
provocar la carencia del producto génico a voluntad, por ejemplo, en respuesta a un incre- 
mento de la temperatura o a la presencia de una molécula señalizadora determinada. 

En el estudio de la acción de tan gen y de la proteína que codifica, no siempre deseamos 
realizar cambios drásticos, tales como Henar las células con enormes cantidades de protef- 
nas hiperactivas o eliminar por completo el producto de un ger, A veces es más útil realizar 
pequeños carnbilos en la estrucuura de la proteína, de mado que podamos empezar a vis- 
Iambrar qué porciones de la misma son importantes para su función. Por ejemplo, se pue- 
de estudiar la actividad de tma enzima cambiando un solo aminoácido de su centro activo. 
Para alterar los genes de esta forma sutil se requieren técnicas especiales. Por lo general el 
primer paso consiste en la síntesis química de una molécula corta de DNA que contenga la 
porción alterada de la secuencia de nucleótidos del gen de interés. Este oligonucieótido de 
DNA sintético se híbrida con un piásmido de cadena sencilla que contenga la secuencia de 


complejo complejo complejo 
de proteína de protetna de proteina 
normal mutante normal y mutante 


INACTIVO 


Figura 2-61 Expresión ectópica incorrecta 
de Wat, una proteina de señalización que 
afecta al desarrollo del eje corporal en el 
embrión temprano de Xenopus, En este 
experimento, el mAÑA que codifica Wínt 
fue inyectado en el biastómero vegetativo 
ventral, lo que indujo un segundo eje 
corporal (se describe en el Capítudo 22), 
De S, Sokol et al, Cell 67:741-752, 1992, 
Con la autorización de Elsevier.) 


Figura 8-62 Efecto dominante negativo. 

de una proteína. En el ejemplo, se modifica 
un gen para que produzca una proteina 
inutante que impida que las copias normales 
dela misma proteína realicen su función. * 

En este caso, la proteína normal iene que 
formar un complejo de varias subunidades 
para ser activo, y la proteina mutante 
bloquea la función, pues al unirse al complejo 
lo hace inactivo, De esta forma una sola copia 
de un gen mutante localizado en cualquier 
parte del genoma puede inactivar los 
productos normates producidos por 


"otras copias génicas. 
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DINA que se quiere alterar, utilizando condiciones que permitan la unión de cadenas que 
so son exactamente coraplementerdias entre sí El olgovucleótido sintético servirá de ce- 
bador para la síntesis de DINA por parte de la polimerasa del DNA, genecando tna doble 
hélice de DNA que iecorpora la secuencia alterada en usa de sus dos cadenas. Después de 
una transfección, se obtienen plásmidos que contienen la secuencia génica modificada por 
corapleto, ELDANA apropiado se inserta enun vector de expresión, de modo que la proteína 
rediseñada pueda ser producida en el tipo celular apropiado para el estudio detallado de su 
función. Al cambiar de esta manera los aminoácidos que hemos seleccionado de una pro» 
teína una técnica que se conoce como murgénesis divigida- podemos determinar con 
precisión qué partes de la cadena polipeptídica son importantes para procesos como el 
plegarmento de la proteína, la interacción con otras proteínas o la catálisis enzimática 
(Figura 8-63). 


Los genes modificados se pueden insertar en la línea germinal 
de muchos organismos 


Los genes modificados se introducen en las células de diferentes maneras. El DNA puede 
icroinyectarse en las células de mamífero con una tmicropipeta de vidrio o puede ser in- 
troducido utilizando un virus modificado capaz de transportar genes foráneos. Frecuente- 
mente los genes se introducen en las células vegetales mediante una técnica denominada 


bombardeo de partículas: las muestras de DINA se disponen sobre minúsculas cuentas de - 


oxo y son literalrnente disparadas sobre la pared vegetal con una pistola adaptada especial» 
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Figura E-63 Utilización de un cebador 
oligonudectido sintético para modificar 

la región codificante de un gen por 
tuutegénesis dirigida. (4) Un plásmido 
recombinante que contiene el inserto génica, 
sesepara en sus dos cadenas de DNA. Un 
cebador oligonucleótido sintético, que 
corresponde a parte de la secuencia del gen 
pero que contiene un nuciectido alterado en 
Un bumo predeterminado, se añade a la 
cadena sencilla de DNA bajo condiciones 
que permiten una hibridación imperfecta del 
DNA (véase Figura 2-36). (B) El cebador se 
hibrída con el DNA, quedando un par de 
nucleótidos desapareados. (O) El plásmido 
tecombinante se convierte 3 DNA de doble 
cadena mediante una reacción de sintesis 

in vitro de DNA que parte del cebador, y que 
concluye con fa unión del plésmmido por parte 
dela DNA figasa. (0) El DNA de doble cadena 
seintroduce en células, donde será replicado, 
La replicación de una de los cadenas del 
moide produce una molécula normal de 
DNA, mientras que la replicación de la otra 
cedena (la que contiene el cebador) produce 
una molécula de DNA que lleva la mutación 
deseada. Sólo la mitad de las células de la 
progenie tendrán un plásmido con el gen 
reutado. Sin embargo, las células que 
contengan este gen podrán ser identificadas, 
separadas del resto y cultivadas para producir 
una población pura en la que todas las 
células contengan el gen mutante. En este 
ejemplo se muestra sólo una de las múltiples 
aplicaciones experimentales de esta técnica. 


Con un oliganecieótido de secuencia 


apropiada, se puede resfizar más de una 
sustitución de aminoácido cada vez, o 

se puede añadir o eliminar uno o más 
artinoácidos. funque no se muestra en 

la figura, también es posible generar 

una seutación dirigida utilizando los 
oligorucieótidos apropiados y la técnica 
de PCR ten vez de utilizar la replicación del 
plésmido) para armplificar el gen mutado, 


an 
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GEN X NORMAL 


SUSTITUCIÓN ELIMINACIÓN ADICIÓN 
GÉNICA GÉNICA GÉNICA 


sólo es activo Go hay actividad arabos genes, el aormal y el mutado 
el gen mutante del gen - son activos 
(8 (a) o O 


sente. La electroporación es el método de elección utilizado para introducir DNA en bacte- 
rías y en algunas otras células; en esta técnica, un pulso eléctrico corto provoca que la a2rn- 
brana se vuelva transitonemente permeable y permite así que el DNA exógeno pase hasta el 
citoplasnia. o 

A diferencia de los eucariotas superiores (que son pluricelulares y diploides), las bacte» 
rías, las levaduras y el horigo filarmentoso Dietpostelium, generalmente, son células indivi 
duales hapioides. Ea estos organismos, una molécula de DINA introducida de forras artificial, 
que contenga un gen mutante, puede sustituir con una frecuencia relativamente elevada a la 
copia única del gen normal mediante recombinación homóloga, facilitando la obtención de 
células en las que el gen mutante ha sustituido al gen normal Figura 8-644). De esta farma es 
posible generar células que carezcan de una proteína específica o que produzcan una forma 
alterada de ésta. La posibilidad de realizar sustituciones génicas en eucariotas inferiores, uni- 
do ala potencia del análisis génica estándar en estos organismos haploides, son las razones 
que explican en gran parte por qué los estudios sobre estos organismos han sido tan impor- 
tanites para desentrañar los procesos comunes a todos los eucariotas, 


Los animales pueden ser alterados genéticamente 


Las adiciones o sustituciones génicas son posibles, pero más difíciles de realizar en animales 
y plantas. Los animales y las plantes genéticamente modificados por inserción génica, dele- 
ción o sustitución se denorainan organismos transgénicos y cualquier gen modificado o fo- 
ráneo que sea añadido se llama transgén. La exposición se centrará en los ratones 
transgénicos, ya que se han conseguido enormes progresos en esta área. Si en una célula de 
ratón se introduce tina molécula de DNA que contenga un gen mutado de ratón, por lo ge- 
neral esta molécula se insertará al azar en dos cromosomas, pero una vez de cada nal reem- 
plazará a una de las dos coplas del gen normal mediante recombinación homóloga. 


Aprovechando estos fenómenos infrecuentes de "direccionamiento génico” es posible - 


alterar o inactivar cualquier gen en una célula de ratón mediante sustitución directa del gen. 
En aquellos casos en los que el gen de interés queda inactivado o delecionado, el animal re- 
sultante se denornióa ratón nuto (nockoub 

La técnica funciona del Siguiente raodo: en primer lugar, el fragmento de DINA que con- 
tiene el gen mutado deseado (o un fragmento de DNA diseñado para iaterrumpir el gen día. 
na) se inserta en un vector y se introduce en células madre embrionarias en cultivo ES 
(véase Figura 8-5), que son capaces de producir células de diferentes tipos de tejido. Tras ua 
periodo de proliferación celular, se aíslan las escasas colonias de células en las que se ha pro- 
ducido una sustitución génica. De entre ellas se identifican las colonias correctas mediante 
PCR O transferencia de tipo Sottherr: contendrán secuencias de DINA recombinante en las 
que el fragmento insertado ha reemplazado todo o parte de una de las copias del gen norrnal. 
En la segunda etapa, se recogen las células ES de la colonia identificada una a una con una 
micropipeta y se inyectan en un ecnbrión temprano de ratón. Las células ES transfectadas co- 
laboran con las células del exobrión huésped formando un ratón de apariencia normal; un 
gran número de tejidos de estos animales quiméricos, incluyendo las células de la nea ger- 
minal en los casos favorables, proceden de las células ES transfectadas (Figura 8-65). 

Los animales con el transgén en su línea germinal se cruzan para obtener machos y 
hembras heterozigotos para la sustitución génica (es decir, denen una copla normal y una 


Figura 8-64 Sustitución, eliminación 

y adición de genes. Un gen normal puede 
ser alterado de diferentes formes en un 
orgarásiro modificado genéticamente, 

(A) El gen normal (verde) puede ser sustituido 
poruna copia mutada del gen roja). La 
modificación anterior proporciona 
información sobre la actividad del gen 
mutante sin interferencia por parte del gen 
normal y, por tanto, hace posible determinar 
los pequeños y sutiles efectos de las 
mutaciones. (B) El gen normal puede ser 
inactivado por completo, por ejemplo 
realizando en él una gran deleción, 

(O El gea mutante tembién puede . 
simplemenze añadirse al genorna. En algunas 
organismos esta es la manipulación genética 
más sencilla de realizar Esta aproximación 
puede proporcionar información úl cesado 
fa función del gen mutante introducido anula 
á ta del gen normal, ya que actúa corno una 
mutación con dormnancia negativa 

(véase Figura 8-62) 
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copia reutante del gen). Cuando se crazan estos dos ratones, una cuarta parte de su descen- 
dencia será homozigota para el gen modificado. El estudio de estos homozigotos permite 
exaroinar la función del gen modificado —o los efectos de la eliminación de la actividad del 
geo en ausencia de su correspondiente gen normal, 


La posibilidad de producir ratones transgénicos que carezcan de un gen normal cono- : 


cido ha supuesto un gran avance y en la actualidad esta técnica se está utilizando para di- 
seccionar las funciones de un gran número de genes de mamifero (Pígura 8-66). Para 
producir mutantes condicionales se pueden utilizar técnicas relacionadas con la anterior, 
en las que el gen seleccionado se encuentra alterado en un tejido determinado y en un mo- 
mento concrero del desarrollo, Esta estrategia aprovecha un sistema de recombinación es- 
pecífica para esciadir y por tanto inactivar- el gen diana en un lugar o en un momento 
concreto. Entre los diferentes sistemas de recombinación, el más habitual -denominado 
Cxellox- está siendo ampliamente utilizado para generar sustimuciones génicas en ratones y 
en plantas (véase Figura 5-79). En este caso concreto, el gen diana de las céhulas ES se susti- 


(4) células ES creciendo (8) ratón hembra 
en cultivo : > 
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células ES con una copla del gen diana 
sustituida por un gen mutada 


| NACIMIENTO 
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CÉLULAS SOMÁTICAS DE .. 
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Figura 8-65 Resuraen de los diversos 
procedimientos ttilizados para realizar 
sustituciones génicas en ratón. En primer 
fugar (A), se introduce ima versión alterada 


"del gen en células madre ernbrionarias (ES). 


Aunque de forma paco frecuente, algunas 
células ES presentarán la sustitución de uno 
de sus genes por el gen alterado, debida a 
un proceso de recombinación homóloga, A 
pesar de que generalmente el procedimiento 
es laborioso, estas células pueden ser 
identificadas y cultivadas, obteniéndose una 
descendencia en la que cada céluda portará, 


* enuna de las dos coplas del gen normal, una 


versión alterada del mismo. En el siguiente 
paso del procedimiento (8), las células ES 
alteradas se inyectan en un embrión 
temprano de ratón y son incorporadas al 
embrión en crecimiento. El ratón resultante 
contendrá algunas células somáticas 
fndicadas de color naranja) que llevarán 


el gen alterado. Algunos de estos rátones 


también presentarán células de ta nea 
germinal con el gen alterado; al cruzarlos 
con un ratón normal, parte de la progenia de 
estos ratones contendrá la versión alterada 
del gen en todas sus células. Si se cruzan dos 
de estos ratones (no mostrada en la figura), 
parte de la progenie contendrá en todas sus 
células dos copias del gen alterado funa en 
cada cromosoma). 

S la alteración original del gen inactiva por 
completo su función, los ratones resultantes 
se conocen como ratones knockout, Cuando 
en estos ratones se inactivan genes que 
actúan durante el proceso de desarrollo, 
fos individuos suelen morir antes de llegar 
a la madurez y presentan defectos 
característicos. Estos defectos se pueden 
analizar cuidadosamente para descifrar 


- fafunción normal del gen zusente. 
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tuye por una versión completamente funcional del gen que se encuentra flanqueado por un 
par de secuencias cortas de DINA, llamadas sitios lox, que son reconocidas por la proteína 
recombinasa Cre. Los ratones transgénicos resultantes son fenotípicamente normales y se 
crezan con ratones transgénicos que expresan el gen de la recombinasa Cre bajo el control 
de un promotor inducible, En aquellas células o tejidos determinados en los que Cre se en- 
cuentre activada, esta proteína catalizará la recombinación entre las secuencias lox, escin- 
diendo el gen diana y eliminando su actividad. Para generar mutantes condicionales en 
Drosophila se válizan sistemas de recorabinación sirnilares a éste (véase Pigura 22-49). 


Las plantas transgénicas son importantes tanto 
para la biología celular como para la agricultura 


Cuendo una planta sufre un daño, a menudo puede autoreparario mediante un proceso por 
el cual algunas células diferenciadas se “desdiferencian”, proliferan y se rediferencian en 
Otros tipos celulares, En algunos casos, las células desdiferenciadas pueden llegar a formar 
un meriístemo apical, capaz de generar una planta completamente nueva, incluyende los 
gametos. Esta notabie plasticidad de las células vegetales se puede utilizar para generar 
plantas transgénicas a partir de células cultivadas. * 

Cuando se cultiva un trozo de tejido de una planta en un medio estéril que contiene 
nutrientes y factores de crecimiento adecuados, muchas de las células son estimuladas a 
crecer indefinidamente de una forma desorganizada, produciendo una masa de células re- 
lativamente indiferenciadas denominada callo. Si se manipulan de forma adecuadalos nu- 
trientes y los factores reguladores del crecimiento, es posible inducir la formación de 
meristermos apicales y radiculares en el callo, pudiendo en muchas especies, regenerar la 
planta completa, 

Los cultivos de callos se pueden disociar también mecánicamente en células aisladas, 
que crecerán y se dividirán como un cuktivo en suspensión. En un gran número de plantas 
entre las que se incluyen el tabaco, la petunia, la zanahoria, la patata y Arabidopsis-se pue- 
de hacer crecer una sola célula de este tipo de cultivo hasta formar un pequeño grupo de 
células (un clon), a partir del cual se puede regenerar una planta completa. Este tipo de cé- 
jula se considera pluripotente, ya que es capaz de generar todas las partes del organismo. 
Del mismo modo que se puede obtener un ratón transgénico por manipulación genética de 
cébidas embrionarias en cultivo, pueden obtenerse plantas transgénicas a partir de cultivos 
de células vegetales pluripotentes transfectadas con DNA (Figura 8-67), 

La capacidad de producir plantas transgénicas ha acelerado el progreso en muchas 
áreas de la biología celular vegetal. Por ejemplo, ha desempeñado un papel importante en 
el aislamiento de receptores para los reguladores del crecimiento y en el análisis de los me- 
canismos de morfogénesis y de expresión génica en plantas, Ha abierto nuevas posibilida- 
des en la agricultura que pueden beneficiar tanto al agricultor como al consumidor. Por 
ejernplo, ha hecho posible modificar el contenido de lípidos, almidón y proteínas de reser- 
va almacenadas en las semillas, aumentar la resistencia de las plantas a plagas y a virus y 
generar plantas modificadas que toleran hábitats extremos como marismas o suelos en- 
charcados. 

Muchos de los avances realizados en la comprensión del desarrollo animal proceden de 
estudios sobre la mosca del vinagre Drosophila y del gusano nematodo C. elegans, en los que 
es fácil de abordar un análisis genético completo y la manipulación experimental no resulta 


" demasiado complicada: Los progresos en la biología del desarrollo de las plantas han sido 


comparativamente mucho más lentos. La mayor parte de las plantas que han demostrado 


ser adecuadas para el análisis genético —tales como el maíz y el tomate—, tienen ciclos vitales 


largos y genomas enormes, lo que hace que el estudio genético, tanto clásico como molecu- 


Figura 8-66 Ratón transgénico modificado 
para expresar un DMA helicasa metante 

y que presenta envejecimiento prematuro, 
La helicasa, codificada por el gen Xpd, está 
involucrada en los procesos de transcripción 
y reparación del DNA. Comparado con el 
ratón salvaje de la misrra edad (A, un 

ratón transgénico que exprese la versión 
defectuosa de Xpd (B) presenta muchos 
sintomas de ervejecimiento prematuro, 
induyendo osteoporosis, adelgazamiento 
estreno, decoloración capilar, infertilidad 

y reducción de la esperanza de vida, La 
mutación Xpd utilizada en este ejemplo 
bloquea la actividad de la helicasa y mimetiza 
una mutación que en humanos causa 
tricotiodistrofía, una enfermedad que se 
caracteriza por presentar el pelo quebradizo, 
anormalidades esqueléticas y una reducción 
de la esperanza de vida. Estos resultados 
indican que una acumulación de daños en 
el DNA puede contribuir el proceso del 
envejecimiento en humanos y ratones, 

(De 4 De Boer et al, Science 296:1276-1279, 
2002. Con la autorización de AAAS) 
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Figura 8-57 Procedimiento utilizado para 


ebtener une plante transgénica. 
discos de hoja incubados durante P 3 


SS 24 h con Agrobacterium modificada 3 Esquema del proceso. $ Se corta un disco 
una hoja de tabaco genéticamente de una hoja y se cultiva en presencia de 
Agrobacterism portadora de un plásmido que 
contiene tanto un marcador selectivo como 
el transgén deseado. Las células heridas de 
la peñíferia des disco secretan sustancias que 
atraen a Agrobacteríum, que irmecta el DNA 
A » en estas células. Sólo sobreviven, proliferan y 
GO el medio selectivo sólo 7 forman un callo las células que expresan el 
permite proliferar a tas 912% marcador selectivo, es decir, aquellas que han 
E sa recibido el DIVA adecuado. Maripulando los 
el DASS la factores de crecimiento que recibe el callo, 
bacteria se puede inducir la formación de tallos, que 
* enralzarán y se desarrollarán dando lugar a 
una planta adulta portadora del tránsgén. 
(B) Preparación del plásmido recombinante 
y su transferencia a la céltda de la plarrta. Un 
plásmido de Agrobacteriurn portador de la 
secuencia TDNA, se modifica para incluir 
ente los 25 pares de bases repetidos del 
T-ONA bn marcador selectivo (como, p. ej, 
el gen de resistencia a kenamicina) y el 
transgén deseado, Cuando Agrobacterhum 
planta aduíta que porta reconoce a una célula vegetal, es capaz de 
el transgén que estaba pasar de forma eficiente la cadena de DINA 
alcala ends que transporta estas secuencias, utilizando 
los mecanismos que transfieren la secuencia 
T-ONA del plásmido. 
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EL DNA 5E EXTRAE DEL PLÁSMIDO EN PORMA LINEAL 
Y SE TRANSFIERE DIRECTAMENTE A LA CÉLULA VEGETAL, 
(B) DONDE SE INTEGRARÁ EN El CROMOSOMA 


lar, requiera mucho tiempo. Por elló se ha dedicado especial atención a una planta pequeña 
de crecimiento rápido (4rabidopsis thaliana) que tiene grandes ventajas como “planta mo- 
delo” (véase Figuras 1-46 y 22-112). El genoma relativamente pequeño de Arabidopsis fue el 
primer genoma vegetal secuenciado de forma completa; en la actualidad, el avance de la in- 
vestigación de este organismo rivaliza con la de los modelos animales. 


Las grandes colecciones de animales nulos (knockouts) marcados 
proporcionan una herramienta para el análisis de la función 
de cada uno de los genes de un organismo 


Se están realizando grandes esfuerzos de colaboración con el objetivo de generar extensas 
bibliotecas de mutaciones en diferentes organismos modelo, incluyendo $. cerevisiae, . 
C. elegans, Drosophila, Arabidopsis y el ratón, En cualquier caso, la finalidad es produciruna 
“colección de cepas mutantes en las que cada gen del organismo haya sido eliminado siste- 
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S 5s en marcador secuencia ónica de elemento transponible en diana 
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ñ ] E , sy Producto de PCR detectable an el gel 
gen disnea x sustituido por un gen marcador selectivo, PES o dl el elemento transponible se ha 
y su secuencia de "código de barras” asociada EEE iasertado en el gen diena de interés 
(2) LEVADURA (B) ARABIDOPSES y DROSOPHILA 


Figura 8-68 Preparación de colecciones de organismos mutantes. (A) El casete de deleción utilizado en levaduras contiene secuencias homólogas a los 
extremos del gen diana x ten rojo), un gen marcador selectivo ten azuh) y una secuencia característica de “código de barras” de aproximadamente 20 pares 

de bases de longitud ten verde). Este DHA se introduce en la levadura, donde sustituye al gen diana por recombinación homóloga. Mediante el uso de una 
colección de casetes, cada tino específico para un gen, se puede construir una biblioteca de rautantes de levadura que contenga un riutante para cada gen. 
(8) Un procedimiento parecido puede utilizarse para preparar organismos iinockout marcados en Drosopbila y en Arabidopsis. Los metentes se generan en 
este caso mediante la inserción accidental de un elemento transpontole en el gen diana. Para comprobar la nterripción del gen de interés, se puede recoger 
el DNA total del organismo y analizarlo utilizando cebadores de PCR que se unan al elemento transponible y al gen diana. Sólo se detectará un producto de 
PCR en el gel, sí el elemento transponible se ha insertado en el gen diana (véase Figura 2-45). 


E máticamente o alterado de forma que pueda ser intermmnpido bajo determinadas condicio- 
dd nes. Las colecciones de este tipo proporcionarán una herramienta valiosa para la ionvestiga- 
| ción de la función génica a escala genómica. En algunos casos, cada uno de los rautantes de 
tua colección presentará una marca molecular diferente una secuencia única de DINA di- 
7% | señada para permitir una identificación rápida y rutinaria del gen alterado. 
: : | : En $. cerevisiae, la tarea de generar un conjunto de 6000 mutantes en los que cada uno 
¿ 


de ellos carece sólo de un gen, se ve facilitada en parte por la elevada Frecuencia del proceso 
de recombinación bomóloga en esta especie. En primer logar, para cada uno de los genes se 
prepara un "casete de deleción”. Este casete consiste en una molécula especial de DNA que 
contiene 50 nucleótidos cuya secuencia es idéntica a la de cada extremo del gen diana, si- 
tuadas flanqueando un marcador selectivo. En esta molécula de DNA se incluye adenás una 
» marca que consiste en una secuencia de “código de barras” especial, que facilita la rápida dl 
e identificación posterior de cada una de las cepas mutantes resultantes (Figura 8-68). 4 con- 
tinuación se puede hacer crecer una mezcia de estos mutantes bajo diferentes condiciones 
selectivas —tales como la privación nutricional, los cambios en la temperatura o la presencia 
de diferentes fármacos, que permiten idenbficar con rapidez las células que sobreviven gra- 
cias a sus marcas moleculares características. Estudiando el comportamiento de cada uno 
de los mutantes, podremos empezar a valorar qué genes son esenciales, útiles o irrelevantes 
paza el crecimiento bajo diferentes condiciones. 
Fl reto que supone la información obtenida del estudio de dichos mutantes estriba en 
deducir el papel biológico a la actividad de un gen basándose en un fenotipo mutante. Al- 
gunas deficiencias apuntan directamente a la función del gen salvaje, como por ejemplo ja 
incapacidad de la célula para vivir sin hisidina. Sin embargo, a veces las relaciones no resul- 
a tarán tan obvias: ¿qué indicaría una sensibilidad repentina a la temperatura respecto al pa- 
E pel que tiene un determinado gen en la célula de levadura? Estos problemas son aún 
mayores en organismos de mayor complejidad que la levadura. Por ejemplo, la pérdida de la 
funcionalidad de un gen en el ratón puede afectar a diversos tipos de tejido en diferentes 
momentos del desarrollo, mientras que la pérdida de otros genes no parece tener ningún 
efecto claro. Á menudo la apropiada caracterización de los ratones mutantes requiere un 
examen detallado, que debe lr acompañado de un amplio conocimiento de la anatomía, la 
histología, la patología, la fisiciogía y el coraplejo comportamiento del ratón. 

Sin embargo, los conocimientos generados por el análisis de las bibhiotecas de riutantes 
son cuantiosos. Por ejemplo, los estudios de tna extensa colección de mutantes de Myco- 
plasma genitaliuim-—el organismo con el genoma conocido de menor temaño-Hhan identu£- 
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cado el mínimo complemento de genes esenciales para la vida celular. El análisis del con- 
junto de mutantes sugiere que aproximadamente las tres cuartas partes de los 480 genes 
codificantes de M. genitellim son necesarios para el crecimiento bajo condiciones de labo- 
ratorío. Se desconoce la función de cerca de 100 de estos genes esenciales, lo que sugiere 
que todavía falten por descubdr un sorprendente número de mecanisroos moleculares bá- 
sicas que subyacen a la vida de las células. 


ELENA de interferencia es una manera sencilla y rápida de estudiar 
la función génica 


Aunque eliminar un gen de un organismo y estudiar sus consecuencias es quizás la aprox- 
pación más potente para entender la fanción de un gen, recientemente se ha descubierto 
tina manera más fácil de inactivar genes, El denominado BÑA de interferencia (abrevia- 
demente RNAD aprovecha un mecanismo natural que utilizan numerosas plantas, animales, 
hongos y protozgos para protegerse contra virus y elementos carabiantes fvéase la Figura 
7-115). Mediante esta técnica se introduce una molécula de ENA de doble cadena dentro de 
una célula u organismo y la secuencia de esta molécula reconoce uma parte del gen que se 
quiere inactivas. Una vez se procesa el RNA, se hibrida con el mENA producido por el gen 
diana y conduce a su degradación, A conminuación la célula usa los pequeños fragmentos de 
este RNA degradado para producir más RNA de doble cadena, los cuales dirigen la elimina- 
ción contínua del RNA diana. Debido a que estos fragmentos cortos de RNA pueden trans- 
ferirse a la población, el RNA puede causar cambios en la expresión génica que se pueden 
heredar. Sín embargo, como se ha descrito en el Capítulo 7, existe un segundo mecanismo 
por el cual el RNAÍ puede Ínactivar genes de una manera estable, Los fragmentos de ENA 
que se producen por degradación en el citoplasma pueden entrar en el núcleo e nteraccio- 
nar directamente con el gen diana, ditigiendo su empaquetamiento á na forma de croma- 
tine reprimida transcripcionalmente. Este modo dual de controlax la expresión génica hace 
que los RNA sean unas herramientes muy efectivas para la inactivación génica, ! 

El RNA es utilizado con frecuencia para inactivar genes en Drosophila y en líneas celta- 
lares de mamifero en cultivo. De hecho, en cuesdón de varios meses, juegos de 15.000 molé- 
culas de RNAI de Drosophila (una por cada gen) han permitido analizar el papel de cada gen 
de la mosca en cualquier proceso que pueda ser corrolado utilizando células en cultiva. En 
breve será posible realizar el mismo tipo de análisis con los 25.000 gentes de ratón, o de los 
bumanos. La técnica RMAJ ha sido muy utilizada para estudiar la función génica en el ne- 
matodo €. elegans, Resulta relativamente sencillo introducir RNA de doble cadena en gusa- 
nos: el RMA puede ser inyectado de forma directa en el intestino del animal o se puede 
alimentar al gusano con E coli que exprese el KNA del gen diana (figura 8-69). El RNA se 
distribuye por tode el cuerpo del gusano e inhibe la expresión del gen diana en diferentes U- 
pos de tejido. Dado que se ha secuenciado el genoma completo de €. efegans, la técnica de 
RANA está siendo de grea utilidad en la asignación de funciones de la dotación génica corm- 
pieta de este gusano. j 

Más recientemente, una técnica relacionada con ésta ha sido también aplicada al ra- 
tón. En este caso, el RNAi no se inyecta ni se le da de comer al ratón. Por el contrario, se utl- 


$  Ecoli, que expresan - 2 RNA de doble cadena 
el RNA de doble cadena, E inyectado en el intestino 
ingeridas por el gusano 


(A) 


Figura 2-69 Mutaciones negativas dominantes generadas por RNA de interferencia. (A) El RÍA de 
doble cadena (dsRNA: doublestranded RNA) puede ses introducido ea € elegars CU alimentando a 
los gusanos con E. colí que expresen el dsRNA, o bien (2) inyectando directamente el dsRMA en el 
intestino. (B) Embriones de gusano de fenotipo salvaje poco tiempo después de que el huevo ha sido 
fecundado, Los pronúdeos del óvulo y del espermatozoide (marcas rojas) migran juntos a la parte 
medía posterior del embrión. (() Embrión de gusano en el que se ha inactivado, mediante RNA de 
interferencia, un gen que está implicado en la división celular Los dos pronúcieos no migran. (B y €, 
de £ Gánezy et al, Nature 408:331-336, 2000. Con la autorización de Macmillan Magazines 11d.) 
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izan técnicas de DIVA recombinante para generar aráraeles traasgénicos que expresan FINAS 
bajo el control de promotores inducibles, A menudo, este RNA diseñado especialmente pue- 
de doblarse sobre sí mismo y, a través del aparesmniento de bases, produelr una región de 
doble cadena. Dependiendo del promotor inducible wtilizado, el FINÁi puede producirse 
únicamente en un tejido específico o en ua único momento durante el desarrollo, perná- 
tiendo que las funciones de los genes dianas pueden ser anelizadas en detalle. 

El RNAÍ ha hecho que la genética inversa sea simple y eficiente en muchos prganismos, 
aungue presenta varias Brnitaciones potenciales en comperación con los organisimos ve? 
dederamente deficientes en su genética, Por razones desconocidas, los HNAÍ no inactivan 
todos los genes, Además, en organismos enteros, ciertos tejidos pueden ser resistentes a la 
acción de los RAI (p. el, las neuronas de los nemetodos). Otro problema es el hecho de que 
muchos organismos tienen grandes fanállas génicas, cayos reierabros presentan homolo- 
glas en sus secuencias. En estos casos, los RNAÍ a veces producen efectos no deseados de 
inactivación en genes relacionados además de en el gen diana, Una estrategia para evitar es- 
tos problemas es el uso de varias moléculas de RNA pequeñas que reconozcan diferentes re- 
giones de un mismo gen, En última instancias, los restiltados de cualquier experimento de 
RNAI deben ser contemplados como una fuerte evidencia, pero no necesañlamente coro 
ana prueba de una función génica correcta. : 


Los genes marcadores y la hibridación in situ revelan 
dónde y cuándo se expresa un gen 


A menudo, el estudio del lugar y del momento en el gue un gen determinado se expresa en 
la célula o en el organdsmo proporciona pistas importantes sobre la función de este gen. La 
determinación del patrón y del momento de expresión de un gen puede realizarse reempla- 
zando la porción codificante del gen estudiado por un gen marcador. En la mayoría de los 
casos, la expresión del gen marcador Se estudia siguiendo la Buorescencia o la actividad en- 
zimática de su producto proteico (véase Figuras 9-28 y 9-27). 

Cameo se describió en detalle en el Capítulo 7, la expresión génica está controlada por 
secuencias de DINA reguladoras, situadas en sentido 5 o 9 dela región codificante, Estas se- 
cuenocias reguladoras, que determinan exactamente cuándo y dónde se expresa un pen, pue- 
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Figura 8-70 Utilización de ana proteína 
marcadora para determinar el patrón de 
expresión de un gen. (4) En este ejerplo, 
la secuencia codificante de la proteina X se 
reemplaza por la secuencia codificante de la 
proteína marcadora Y. El patrón de expresión 
de X y de Y es el mismo, (8) Para producir 
moléculas de DNA que codifiquen el 
gen marcador Y se añaden diferentes 
combinaciones de fragmentos de DNA 
que contienen secuencias candidatas a ser 
reguladoras, Después de ser transfectadas 
en una colección de células de rarnifero, 
se mide la capacidad de expresión de las 
moléculas recombinantes; los resultados 
se muestran en (0). 
En los estudios realizados en células 
eticariotas, se suelen utilizar dos genes 


marcadores: la engima B-galactosidata 


(Bob (véase Figura 7-558) y la proteina 


* verde fucrescente (GFP) (uénse Figura 9-26), 
"La Figura 7-558 muestra un ejemplo en el 


que se utiliza el gen del receptor de fgal 
para estudiar la actividad de la secuencia 


.. teguladora del gen Eve en un embrión. 


de Drosophifa, 
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den ser fáciimente estudiadas colocando un gen marcador bajo su contral e introduciendo 
estas moléculas de DINA recombinante en las células (Figura 8-70). 

También es posible la observación temporal y del sitio en el que se expresa el produe- 
to génico del mRNA. Aunque esta estrategia, a menudo proporciona la misma información. 
general que la del gen marcador descrita, hay situaciones en las que proporciona informa- 
ción adicional, como por ejemplo cuando un gen se transcribe pero su mANA no se tradu- 
ce de inmediato, o cuando el producto génico final es RNA y no una proteína. Este 
procedimiento, denominado hibridación in situ, se basa en los principios de hibridación 
de los ácidos nucleicos que se han descrito. Por lo general, los tejidos son fijados suave- 
mente hasta que su RINA es retenido y expuesto, de manera que puede ser hibridado y mar- 
cado con una sonda de DNA o de RNA complementaria. De esta forma, se pueden observar 
los patrones de expresión génica diferencial en los tejidos y determinar la localización de 
determinados RNA. en las células (Figura 8-71). Por ejemplo, en embriones de Drosophila 
estos patrones han proporcionado nuevos datos acerca del mecanismo que genera dife- 
rencias entre las células situadas en diferentes posiciones durante el desarrollo (se describe 

«en el Capitulo 22). 

Utilizando aproximaciones similares, también es posible visualizar secuencias específi- 
cas de DINA en las células. En este caso, las preparaciones de tejido, células e incluso crommo- 
soxas son expuestas de forma breve a pH elevados para disgregar los pares de nucleótidos y 
se añaden las sondas de ácidos nucleicos, permitiendo que se hibriden con el DNA celular 
y entonces son visualizadas (véase Figura 8-35). 


La expresión de genes individuales se puede medir 
utilizando RT-PCR cuantitativa 


Aunque los genes marcadores y la hibridación in situ revelan patrones de expresión génica, 
a menudo es imeresante cuantificar esta expresión mediante la medida directa de los nive- 
les de ANA en las células, Aunque los análisis de tipo northern (véase Figura 8-38) se pue- 
den adaptar a esta propuesta, existe un método mucho más preciso, basado en los 
principios de la PCR (Figuxa 8-72). Esta metodología, denominada REPOR cuantitativa (re- 
verse transcription-polymerase chain reaction), empieza con toda la población de moléculas 
de meNÑA que se han purificado a partir de un tejido o de células en cultivo. Es importante 
que el DNA no esté presente en la preparación; puede ser eliminado por purificación o me- 
diante degradación enzimática. Con la transcriptasa reversa se añaden dos cebadores de 
DNA que reconocen especificamente el gen de interés, la DNA polimerasa, y los cuatro de- 
soxinucieósidos trifosfato necesarios para la síntesis. En el primer ciclo de la síntesis se pro- 


“duce la transcripción reversa del mANA a DNA utilizando uno de los cebadores. A. 
continuación, una serie de ciclos de calentemiento y enfriamiento permiten la armplifica- 


ción de la cadena de DNA por PCR convencional (véase Figura 8-45). La parte cuantitativa 
de este método se basa en una relación directa entre la tasa de producción del producto de 
PCR y la concentración del mRNA de interés. Añadiendo colorantes químicos a la reacción 
de PCR, que sólo emiten fuorescencia cuando se unen a la doble cadena de DNA, se utiliza 
una sencilla medida de Muorescencia para seguir el proceso de la reacción y deducir de una 
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HFigera 2-71 Hibrndación in situ para 

ta locatización de RIMA endos tejidos, 

(A) Patrón de expresión de mANA de Deltal 
en el embrión termprano del pez cebra. 
Este gen codifica un ligando de la vía de 
señalización de Notch (descrito en el 
Capíttdo 15) el patrón mostrado refleja su 
papel en el desarrollo de los somitos dns 
futuros segmentos vertebrales del tronco y 
de la cola. (E) La localización ín situ de alta 
resolución de RNA muestra los lugares del 
interior del nucleolo de una cóltula de 
guisanze en los que se sintetiza el ANA 
ríbosomal. Las estructuras con forma de 
salchicha, de 0,5-1 yen de diámetro, 
corresponden a los bucies del DNA 
croroosómico que contienen genes que 
codifican el RINA. Cada pequeño punto de 
color blanco representa la transoripción 

de un gen de rRNA, [A, cortesía de YunJin 
Jiang; E, cortesía de Peter Shaw 


fluorescencia »u.ntr 


tiempo [número de ciclos de POR) ———te- 


Figura 8-72 Los niveles de RNA se pueden 


. medirutilizando RT-PCR cuantitativa. 


La fuorescencia medida se genera por un 
compuesto fuorescente Únicamente cuando 
se une al DNA de doble cadena producido en 
la reacción de RTFPER (véase Figura 8-46B). 


-- La muestra roja tiene una concentración más 


alta de mRNA que la muestra azul, ya que 
requiere menos ciclos de PCR para alcaprzar 
la misma concentración sernimáxima 

de DNA de doble cadena, Basándose en 


- esta diferencia, se puede determinar de una 


mañeta precisa las cantidades relativas de 
mRNA en los dos muestras. 
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¡ Figura 8-73 Utilización de microchips de DNA para estudis la expresión simultánea conjunto de moléculas E 
ñ de miles de gentes. Para preparar un microchip, los fragmentos de DNA —cada uno de ellos de DHA de genes concretos : 
f correspondiente a un ger se disponen sabre una lámina con la ayuda de un robot. Tembién 
Ñ existen eoicrochips ya preparados comercialmente, En este ejeraplo, el mENA se obtiene amplificación por PCR 
í ; de dos muestras celulares diferentes, con el objetivo de comparar directarnente sus niveles ) 


relativos de expresión génica. Por ejernpío, las dos muestras podran proceder de na 


La : Ñ ] “impresión” robática sobre lámina de vidric” 
población celular que ha sido tratada con una hormona mientras que a las cálutas control no = 


A 
: se les ha realizado el ratamiento. Entonces, estás muestras se coníerten a cONÁ y $8 marcan; : y 
í una de ellas cor: un fuoracrorao rojo y la otra con un fuorocrorno verde, £É mezxcian las aUgEnOO mxo 
, muestras y se deja que hibriden con el microchip. Tras la incubación, se lava el microchip y o Mi pS 

se determina la fuorescencia. En el fragmento mostrado, comespondiente a un microchip de . Ae 


DNA representativo de la expresión de 110 gentes de levadura, los puntos rojos indican que el 
gen an la muestra 1 se expresa a niveles mayores que el correspondiente gen en la muestra 2; 


í e los puntas verdes indican que la expresión del gen en la muestra 2 es superior que en la MESA 
a nuestra 1. Los puntos emaritos muestran genes que se expresan al rilsmo nivel en ambas RA 
muestras. Los puntos oscuras indican que en arabes muestras existe poca o nula expresión MERA 
del gen cuyo fragmento está localizado ed esa posición en el microchip. (Microchip cortesía de la muestra 1 3 
e de J1. Deñiisi et al, Science 273:680-486, 1997. Con la autorización de ABAS) marcado con un marcado cor; ur” 
A fluorocramo rojo fiuorocromo verde" 
MS HIBRIDAR 
Da manera precisa la concentración inicial del mANA que es amplificado fvéase Figura 8-72). LAVAR ÉS 
E a * y - 2 13 + de 
ú Aunque parece complicada, esta técnica de RT-PCR cuantitativa (a veces llamada PCR a j E 
Ñ tiempo real) es relativamente rápida y sencilla de realizar en el laboratorio y ha desplazado DETECTAR LAS SEÑALES ROJAS Y VERDES : 
Ñ al análisis de tipo Northecn coro el método de elección para cuantificar los niveles de 1B- Y COMBINAR LAS IMÁGENES 
NA de cualquier gen dado. 
¡ 
1 


Los microchips de DNA permiten estudiar simultáneamente 
Me la expresión de miles de genes 


Hasta el momento hemos descrito técnicas que se pueden utilizar para examinar la expre- 
e sión de un solo gen (o pocos genes) a la vez. Los microchips de DINA, desarrollados en la dé- 
bo cada de 1930, han revolucionado el análisis de la expresión génica al estudiar productos de 
RNA de miles de genes ala vez. Al poder analizar de forma simultánea la expresión de tantos 

genes, actualmente podernos empezar a identificar y estudiar los patrones de expresión gé- 

nica que subyacen á la fisiología celular: podemos ver qué genes se encuentran activados (a . 
intíbidos) durante el crecimiento o la diferenciación celular, o cuales responden a hormo- 
has 6 a toxinas. 


fragmento pequeño de microchip 


Los microchips de DNA no son más que portacbjetos de microscopía recubiertos coa representativo de la expresión 
e un gran número de fragmentos de DINA, cada uno de los cuales contiene una secuencia de de 119 genes de levadura Ñ 
boo aia z A y ] dba 
Ni nucleótidos que actúa corno sonda para un gen concreto. Los microchips más densos con- 


: tienen decenas de miles de estos fragmentos en un área inferior al tamaño de un sello de 
3% correos, y permiten desarro llar en paralelo miles de reacciones de hibridación (Figura 8-73). 
E Blgunos microchips se preparan a partir de fragrnentos de DNA grandes que han sido obte- 
nidos mediante PCR; un robot se encarga de disponer el DNA sobre los portaobjetos, Otros 
contienen oligonucleótidos cortos que se sirmetizan sobre la superficie de la lámina de vi- 
drio con técnicas similares a las utilizadas para grabarlos circuitos de los chips de los orde- 
Pr nadores. En cualquier casa, puesto que se conoce la secuencia y la posición exactas de cada 
se sonda en el microchip, cualquier fragraiento de nucleótidos que se hibride con una de las 
gos sondas podrá ser identificado como el producto de un gen concreto simplemente detectan- 
MN do la posición del microchip en la que se encuentra, 
Para estudiar la expresión de un gen utilizando un microchip de DNA, primero s se ex- 
- trae el RNA de las células bajo estudio y se transforma en cONA (véase Figura 8-43).El 
CONA se marca con un producto fluorescente, el micrachip se incuba con esta muestra 
de cCONA marcado y tiene lugas la reacción de hibridación (véase Figura 2-73). El micro- 
chip se lava para elieninar el cONA que no se ha unido y se identifican las posiciones del 
microchip a las que se han unido los fragmentos de DNA marcado utilizando un mieros- 
copio equipado con un escáner láser automatizado. Las posiciones detectadas por el es- 
cáner en el microchip se corresponden con el gen concreto dispuesto al inicio en esa 
posición. ¡AN 
Habitualmente el DNA fBuzorescente de las muestras experimentales (marcado, p. el, 
con un pigmento rojo fluorescente) se mezcla con una muestra de fragmenzos de CDINA de 
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genes de le reparación 
de daños ádo celular 


genes del genes de la biosintesis 


del colesterol 


referencia marcados con tu plermento Huorescente de otro color (p. ej., de color verde). Por 
tanto, silla cantidad de RNA expresada por un gen determinado de las células de interés se 
encuenta incrementada respecto a la de la muestra de referencia, la mancha resultante es 
roja. Por el contrario, sila expresión del gen es menor en relación a la muestra de referencia, 
la mancha resultante será verde. Sino existe variación con respecto a la muestra de referen- 
cía, la mancha es amarilla. La utilización de este tipo de referencia interna permite tabular 
los patrones de expresión de los genes con gran precisión. 

Hasta ahora los microchips de DNA se han utilizado para estudiar casí todo: desde los 
cambios en la expresión génica responsables de la maduración de las fresas, hasta las “fr- 
mas” de expresión génica de diferentes pos de células cancerígenas humanas (véase Figu- 
ta 7-3) desde los cambios que ocurren durante el ciclo celular hasta los acontecidos por 
cambios de temperatura. De hecho, dado que los microchips permiten estudiar simuitá- 
neamente una gran cantidad de genes, es posible detectar carnbios sutiles en una célula, 
cambios que pueden no manifestarse en su apariencia o cormportemiento externos. 

Los estudios de la expresión conjunta de genes también proporcionan información útil 
para la predicción de la función de un gen. Ya hemos comentado de qué forma la identifica- 
ción de dianas de interacción de una proteína puede proporcionar pistas sobre la función de 
esta proteína. Un principio similar a éste es aplicable a los genes: la información sabre la 
función de un gea puede deducirse identificando genes que comparten su patrón de expre- 
sión. Utilizando una técnica denominada análisis de grupos, se pueden identificar conjuntos 
de genes regulados de forma coordinada. Los genes que son activados o desactivados a la 
vez, bajo diferentes circunstancias, podrían trabajar de forma concertada en la célula: po- 
drían codificar proteínas que forman parte de la misma maguinaria proteica, o proteínas 
implicadas en una actividad coordinada compleja como la replicación del DNA o la madu- 
ración del RENA. La caracterización de un gen, cuya hanción es desconocida, mediante 
agrupación con genes conocidos con los que comparte su comportamiento branseripcional, 
se denomúna a veces “culpabilidad por complicidad”. Los análisis de grupos se han utilizado 
para analizar los patrones de expresión de genes subyacentes a numerosos procesos bioló- 
gicos de interés, incluyendo la curación de heridas en humanos (Figura 8-74). 

Además de analizar el nivel de mANA correspondiente a cada gen en el genoma, los mi- 
crochips de DNA tienen muchas más aplicaciones. Por ejemplo, se pueden utilizar para se- 
guir la progresión de la replicación del DNA en una célula (véase Figura 5-32) y, cuando se 
combina con la inmunoprecipitación, permiten localizar la posición que ocupa una protel- 
da reguladora de un gen en el genoma (véase Figura 7-32). Los microchips también se utili 
zan para identificar rápidamente los microbios causantes de una enfermedad mediante la 
hibridación del DINA de tejidos infectados a un chip que contenga secuencias de pa ad 
múcas de una gran colección de patógenos. 


El análisis de la expresión génica de una célula revela 
“ruido biológico” 


Los métodos descritos para el estudio de los mRNA proporcionan tun valor medio de los ni-" 


veles de expresión de cada mANA en una gran población celular. Utilizando como marcador 
una proteína fuorescente, cuya expresión está controlada por un promotor de interés, tam- 
bién es posible medir de una forma precisa los niveles de expresión de una célula individual. 
Estas nuevas aproximaciones han revelado un preocupante nivel de variabilidad, que a me- 
nudo se denomina ruido biológico, entre las células individuales y una población hormmogé- 


EQUINA 
peace 
3 


Figura 2-74 Utilización del análisis de 
grepos en la identificación de conjuntos 
de genes regulados de forma coordinada. 
Los genes que pertenecen a un mismo grupo 
pueden estar implicados en procesos O vias 
de señalización comunes. Para reallzar un 
análisis de grupos, se obtienen datos de 
microchips de DNA de muestras de cétulas 
expuestas a varias condiciones diferentes 

y 38 agrupan aquellos genes que muestran 
cambios coordinados en sus patronés de 
expresión. En este experimento se privó 

de suero durante 48 horas a fibroblastos 
humanos en cuitivo; el suero fue añadido 
de nuevo alos cultivos a tiempo Q, y $e 
recolectaron las células a diferentes tiempos 
para su análisis con microchips de DNA, 

De los 8600 genes analizados en e) microchip 
de DNA, poco más de 300 mostraron na 
variación del triple o mayor en su patrán de 
expresión en respuesta a la reintroducción 
del sijero. En la figura, el color rojo indica un 
Incremento y el color verde tuna disminución 
de la expresión génica. Sobre la base de los 
resultados de riuimerosos análisis con 
microchips, los 8600 genes se han agrupado 
en función de patrones de expresión 
similares, Los resultados de estos análisis 
muestran que los genes implicados en 

la reparación de daños se ven activados 

en respuesta al suero, mientras que los 
implicados en la regulación de la progresión 
enel ciclo celular o en la biosíntesis del 
colesterol tienden a ser desactivados. 

(De H4.8. Elsen et al, Proc. Mató Acad, Sc, USA, 
95-14863-14868, 1998. Con la autorización 
de National Academy of Sciences 
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nea. Estos estudios también han revelado la presencia de distintas subpoblaciones celulares 
cuya existencia quedaría enmascarada si únicamente se hubieran considerado los valores 
medios de la población entera. Por ejemplo, una distribución bimedal de los niveles de ex- 
presión indicaría que las células pueden existir en dos estados distintos (Figura 8-75), con 
un valor medio del nivel de expresión en la población situado entre ellos. El comportamien- 
to de las células individuales tiene implicaciones importantes para el conocimiento de la 
biología, ya que revela que algunas células están cambiando de un estado a otro de manera 
constante y rápida. 

Actualmente existen dos metodologías que permiten analizar la expresión génica en cé- 
iulas individuales. En la aproximación por la imagen, las células vivas se montan en un por- 
taobjetos y se visualizan con un microscopio fluorescente. Este método tiene la ventaja de 
que se puede seguir una célula concreta durante un tempo dado, permitiendo medir los 
cambios temporales de expresión. La segunda aproximación, la citometría de Hujo, trabaja 
haciendo pasar una corriente de células en suspensión a través de un iluminador y midien- 
do la Huorescencia de las células individuales mientras pasan a través del detector (véase 
Figura 8-2). Aunque presenta la ventaja de que se pueden medir con precisión los nivetes de 
expresión de un número elevado de cétulas, la citometría de flujo no permite seguir una cé- 
lula concreta en hueción del tiempo. Por lo tanto, esta aproximación es compleraentaría a la 
metodología por la imagen. 


Figura 8-75 Diferentes niveles de expresión 
génica en células individuales de una 
población de la bacteria E cofí. En este 
experimento, se han introducido en todas las 
bacterias, dos genes marcadores diferentes 
la Huorescencia de uno es verde y la del otro 
roja) controlados por una copia del mismo 
promotor. Cuando son buminadas, mientras 
que algunas células expresan solamente una 
copia génica y, porto tartto, aparecen en rojo 
o verde, otras expresan arnbos genes y 
aparecen en amarillo, Este experimenta 
también revela niveles variables de 
fluorescencia lo que indica niveles también 
variables de expresión génica en una 
población aparentemente uniforme de 
células. (De M.B, Elowitz, A). Levine, EQ. 
Siggla y PS, Sweain, Selence 297:1183-1186, 
2002. Con la autorización de AAAS.) 


Resumen 


La genética y la ingeniería genética proporcionan potentes herramientas para el estudio de la fur- 
ción génica tanto en células como en organismos. En la aproximación genética clásica, la muta- 
génesis aleatoria se combina con el examen de identificación de mutantes deficientes en un deter- 
minado proceso biológico. Estos mutantes se utilizan para localizar y estudiar los genes responsables 
de dicho proceso. 

La función génica también puede estudiarse mediante técnicas de genérica inversa. Los méto- 
dos de ingenieria de DIVA permiten alterar cualquier gen y reinsertario en el cromosoma de una cé- 
lula, de modo que se convierta en una parte permanente del genoma. Cuando la céluta utilizada 
para esto transferencia génica es un óvulo fecundado (en animales) o una célula vegetal pluripo- 
tente en cultivo, se pueden producir organismos transgénicos que expresen el gen mutante y lo pasen 
asu descendencia. La capacidad de modificar celulas y organismos, de formas muy específicas, es es- 
pecialmente importante para la biología celular ya que permite comprender el efecto sobre la célu- 
la o sobre el organismo de un cambio diseñado en una sola proteína o molécula de RNA. 

Muchos de estos métodos están siendo ampliados para investigar la función génica a escala 
genómica, La generación de bibliotecas de mutantes, en los que cada gen del organismo ha sido de- 
lecionado o internempido de forma sistemática, proporcionará una valiosa herramienta para la ex- 
ploración del papel de cada uno de los genes en la elaborada cooperación molecular que da lugar a 
la vida. Tecnologías tales como los microchips de DNA pueden examinar simultáneamente la 
expresión de miles de genes y praporcionar instantáneas panorámicas detalladas de los patrones 
dinámicos de expresión génica que subyacen a procesos celulares complejos. 


a tiempo real utilizando pequeñas cantidades de moléculas no 
marcadas, pero no proporciona información que permita deter- 
minar la constante de unión (0. 


PROBLEMAS 


¿Qué afirmaciones son ciertas? Explicar por qué sí o por 


qué no 8-4  Siencada ciclo de PCR se duplica la cantidad de DINA sin- 
tetizado en el ciclo anterior, entonces 10 ciclos amplificarán 10% 


8-1 — Debido a que un anticuerpo monoclonal reconoce una , 20 ciclos 10% veces y 30 ciclos 10? veces. 


zona antigénica específica (epftopo), sólo se une a la proteína es- 


poa qee e e raDa. Resolver los problemas siguientes 


2-2 Dado el inexorable progreso de la tecnología, parece ine- 


vitable que la sensibilidad en la detección de moléculas vaya més - 


añá del nivel yoctomolar 0 molar). 


8-3 — Laresonencia de plasmón de superficie (SPR) mide las 
constantes de asociación (Lap) y disociación (ag) entre moléculas 


35 Un paso común en los aislamientos de células a partir de 
una muestra de tejido animal es el tratamiento con tipsina, cola- 
genasa y EDTA. ¿Por qué se necesita este tratamiento y qué se 
consigue con cada componente? ¿Por qué este tratamiento no 
mata las células? 


PROBLEMAS 


8-6 — ¿Sería posible generar un anticuerpo contra un anticuer- 
po? Explicar la respuesta. 


22 Distinguir entre la velocidad de sedimentación y el 
equilibrio de sedimentación, ¿Para qué se iwiliza cada técnica? 
¿Cuál es mejor para la separación de dos proteínas de tamaño 
diferente? 


2-8 — La tropomiosina, cuya masa es de 93 Da, sedimenta a 
268, mientras que la hemoglobina (665 kDa) sedimenta a 4,3 8, (El 
coeficiente de sedimentación $ es una medida lineal de la tasa de 
sedimentación: ambos incrementan o descienden en paralelo.) 
La Figura P0-1 muestra un modelo del esqueleto de carbonos al- 
fa de estas dos proteínas. ¿Por qué la proteína más prande sedi- 
menta més lentamente que la proteína pequeña? ¿Es posible 
proponeruna analogía de la experiencia diaria que pueda ayudar 
2 la resolución de este problerna? 


tropomiosina 


, hemogiobína 


Figura PB-1 Modetos del esqueleto de carbonos aífa de la tropomiosina y 
de la hemogiobina (Problerna 8-8). 


8-9 . Enel clásico trabajo en el que se dernostró la replicación 
semiconservativa del DINA, Meselson y Stahl mostraban que el 
DNA forma una banda cuando se somete a sedimentación en 
equilibrio, Los autores mezclaban al azar fragmentos de DINA de 
E. coli con una solución de CsCl hasta conseguirima densidad E- 
nal de 1,71 g/mL. Tal como se muestra en la Figura P8-2, incre- 
mentando la duración de la centrifigación a 70.000 veces la 
gravedad, el DINA, que se encuentra inicialmente disperso por to- 
do el tubo de centrifugadora, se va concentrando con el tiempo 
en una banda discreta a la mitad del tubo. 

A. Describir qué ocurre con el tiempo y explicar por qué elDNA 
forma wa banda discreta. 


horas carápo centrifugado ———e- 


Figura P2-2 Fotografías de 
absorción uluavioleta que 
muestran diferentes estados 
de las bandas de DNA de 

E coli (Problema 2-9) El ONA, 
que absorbe la luz ultravioleta, 
se muestra en las fotografías 
COMO regiones Oscuras. 

La base del tubo de la 
centifugadora quedaría 

ala derecha de la imagen. 
¡De Mi Meselson y FM. Stahl, 
Proc. Mati Acad. Sa ISA, 
44:671-687, 1958, 

Con permiso de National 
Academy of Sciences.) 


sn 


8. ¿Cual es la densidad de flotación del DNA? (La densidad de 
la sotución a la que el DMA Hota en el equilibrio define la densidad 
de Botación del DNA.) 

C. Incluso si el DNA se centifogara el doble de tiempo -o inch4- 
soraás-Ja anchura de la banda seguiría siendo igual a la que se 
inuestra en la parte loferior de la Figura P8-2, ¿Por queé la banda 
no se comprime más? Sugerir sigunas posibles razones para ex- 
plicar la anchura de la banda de DINA en el equilibrio, 


2-10 Latecnología de hibridoroas percalte la generación de antb- 
cuerpos monoclonales contra casi cualquier proteína. ¿Éntonices, 
por qué el uso de las proteínas marcadas con epftopos es uña técná- 
ca habitual si el epftopo que actía de marca puede interferir potes- 
ciafmente con la función de la protefna? 


241 Enuna célula, ¿cuántas coplas de una proteína se necest 
tan para que sea detectada como una banda en un gel? Asumiendo 
que er un gel se pueden cargar 100 ig de extractos celulares y que 
por tinción de plate se pueden detectar 10 ng en una cada barda. 
La concentración proteica celular es de unos 200 m/m; una célo- 
la típica de mamifero fiene un volumen de 1000 40 y una bacteria 
típica ene un volumen de l pun”. Dados estos parámetos, calcular 
el mero de copias de una proteína de 120 kDa que haría falta gue 
hubiera en una célula de meraffero y en una bactería para dar lugar 
á oa banda detectable. Se puede intentar una estima del orden de 
magoitud antes de realizar los cálculos, 


8-12 Se quiere areplificar an DINA entre los dos fragmentos de 
secuencia que $e muestan en la Figura PG-3, Escoger, de entre 
los que se muestran, el par de cebadores que permita esta ampli- 
ficación por POR. 


ONA para amplificar 


SMGACOTGTGGRAGCE 
Y COPGRACACOTECG 


CATECOGOGATYEGA3" 
GTATSCCCTAACT-5* 


cebadores 
(5) 5 -GACCTGTCCAAOO-3" (5) 5 * -CATACGOGRETGA-3* 
1) SS -CTGBACALCCOPTOG-3" 16) 3 -GTATGUCCTAROT 3" 
Q) 5 -CGABGOTGPOCAG-3" 1) 5? IGTTAGCGOCADAC 3" 
0 E <OTTICCACACGOTO-3' (8) 5* FCOCAATOCCOGTADG-3" 


Figura P3-3 Fragmentos de DNA a amplificar y los cad potenciales 
(Problerna 2-12). 


8-13 Usando DNA genómico, en la primera ronda de PCR los 
cebadores inician la síntesis que acaba Únicamente cuando el ci- 
clo finaliza (o cuando se encuentra una tenninación del DINA al 
azaó. En una amplificación nocoial de 20 0 30 ciclos, el único pro- 
ducto visible está definido por las terminaciones de los cebadores 
de DNA. ¿En qué ciclo se genera por primera vez un fragmento de 
doble cadena con el tamaño conecto? 


3-14 Explicar las diferencias entre una mutación que genera 
ganancia de función y una mutación que presenta dominancia 
negativa, ¿Por qué estos dos tipos de rmitaciones suelen ser do- 
minantes? 


8-15 Comentar la siguiente afirmación: “En la actualidad, no 


- teodifamos ai idea de la importancia de la insulina como hormo- 


ná reguladora si su ausencia no se asociara con la devastadora en- 


fermedad de la diabetes. Las drarmáticas consecuencias, debidas a 


su ausencia, centraron los esfuerzos iniciales en la identificación 
de la iosulina y el estudio de su papel en la Estología”, 
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Observar las células 


Dado que las células son pequeñas y complejas, resulta dificá observar su estructura, descu- 
beir su composición molecular y todavía más difícil dilucidar cómo fimcionan sus cot- 
ponentes. Lo que podemos aprender sobre las células depende delas herramientas que 
tengamos a nuestra disposición para estidiadas; de hecho, los mayores avances de la biolo- 
gía celular son con frecuencia fruto de la introducción de nuevas técnicas de estudio. Por 
consiguiente, para entender la biología celular contemporánea es necesario conocer estos 
métodos de estudio. 

En este capítulo vamos a describir brevemente algunos de los principales métodos mi- 
croscópicos utilizados para estudiar las células. Comprender la organización estructural de 
las células es un requisico previo esencial para aprender su fiancionaraiento. El punto de par- 
tida será la microscopía óptica, ya que la biología celular comenzó con el microscopio ópti- 
co y todavía es una herramienta esencial. En los últimos años, la microscopía ¿ptica ha 
ganado izmporrancia día a día, debido al desarrollo de métodos de marcaje específico, la ob- 
servación de constituyentes celulares individuales y la reconstrucción de su arquitectura bel 
dimensional. Una ventaja importante que ofrece la microscopía óptica es que la luz es 
relativamente poco destructiva, Ási en células vivas y en organismos podemos “etiquetar” 
determinados componentes de la celula con sondas fluorescentes, como por ejemplo pro- 
teínas intrínsecamente fluorescentes, y observar sus desplazamientos, dinámicas e interac- 
ciones en las células vivas. La roicroscopía óptica tiene una resolución limitada debido a la 
longitud de onda de la huz visible. La utilización alternativa de un haz de electrones permite 
que el microscopio (electrónico) pueda resolver complejos macromoleculares de las células, 
a resolución casi atómica y en tres dimensiones. 

A. pesar de que tanto la microscopía óptica como la microscopía electrónica son 
métodos importantes, lo que resulta realmente irmeresante es lo que estos métodos han per- 
mitido descubrir. La idea es que este capítulo se utilice como referencia y se lea de forma 
conjunta con los últimos capítulos del libro, más que como una introducción a ellos. 


ESTUDIAR LA ESTRUCTURA DE LAS CÉLULAS 
CON EL MICROSCOPIO ÓPTICO 


Una célula animal convencional mide entre 10 y 20 pun. de diámetro, es decir, unas cinco ve- 
ces menos que la menor partícula visible a sirople vista. Por ello, hasta que no se dispuso de 
buenos microscopios ópticos, a principios del siglo xx, Schleiden y Schwann no propusieron 
que todos los tejidos vegetales y animales son agregados de células. Este descubrimiento en 
1838, bautizado como teoría celular, marca el nacimiento formal de la biología celular. 

Las células animales no sólo son diminutas, sino que también son iucoloras y translúci- 
das; por ello, el descubrimiento de las principales características internas de las células de- 
pendió del desarrollo, a finales del siglo xx, de diversos colorantes que proporcionaron el 
contraste suficiente para hacerlas visibles. A principios de la década de 1940, se desarrolló el 
microscopio electrónico, mucho más potente que el óptico. Sin embargo, antes de que su 
utilización permitiera el conocimiento detallado de las complejidades de la estructura in- 
terna de la célula, fue necesario el desarrollo de nuevas técnicas para la conservación y con- 
trastado de las células. Por ahora la microscopía depende tanto de las técnicas para la 
preparación de las muestras como del rendimiento del propio microscopio. En las secciones 
posteriores se traterá tanto de los instrumentos como de la preparación de las muestras y 
empezaremos por el micrascopio óptico. 


En este capítulo 
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Dado que las células son pequeñas y complejas, resulta dificá observar su estructura, descu- 
beir su composición molecular y todavía más difícil dilucidar cómo fimcionan sus cot- 
ponentes. Lo que podemos aprender sobre las células depende delas herramientas que 
tengamos a nuestra disposición para estidiadas; de hecho, los mayores avances de la biolo- 
gía celular son con frecuencia fruto de la introducción de nuevas técnicas de estudio. Por 
consiguiente, para entender la biología celular contemporánea es necesario conocer estos 
métodos de estudio. 

En este capítulo vamos a describir brevemente algunos de los principales métodos mi- 
croscópicos utilizados para estudiar las células. Comprender la organización estructural de 
las células es un requisico previo esencial para aprender su fiancionaraiento. El punto de par- 
tida será la microscopía óptica, ya que la biología celular comenzó con el microscopio ópti- 
co y todavía es una herramienta esencial. En los últimos años, la microscopía ¿ptica ha 
ganado izmporrancia día a día, debido al desarrollo de métodos de marcaje específico, la ob- 
servación de constituyentes celulares individuales y la reconstrucción de su arquitectura bel 
dimensional. Una ventaja importante que ofrece la microscopía óptica es que la luz es 
relativamente poco destructiva, Ási en células vivas y en organismos podemos “etiquetar” 
determinados componentes de la celula con sondas fluorescentes, como por ejemplo pro- 
teínas intrínsecamente fluorescentes, y observar sus desplazamientos, dinámicas e interac- 
ciones en las células vivas. La roicroscopía óptica tiene una resolución limitada debido a la 
longitud de onda de la huz visible. La utilización alternativa de un haz de electrones permite 
que el microscopio (electrónico) pueda resolver complejos macromoleculares de las células, 
a resolución casi atómica y en tres dimensiones. 

A. pesar de que tanto la microscopía óptica como la microscopía electrónica son 
métodos importantes, lo que resulta realmente irmeresante es lo que estos métodos han per- 
mitido descubrir. La idea es que este capítulo se utilice como referencia y se lea de forma 
conjunta con los últimos capítulos del libro, más que como una introducción a ellos. 


ESTUDIAR LA ESTRUCTURA DE LAS CÉLULAS 
CON EL MICROSCOPIO ÓPTICO 


Una célula animal convencional mide entre 10 y 20 pun. de diámetro, es decir, unas cinco ve- 
ces menos que la menor partícula visible a sirople vista. Por ello, hasta que no se dispuso de 
buenos microscopios ópticos, a principios del siglo xx, Schleiden y Schwann no propusieron 
que todos los tejidos vegetales y animales son agregados de células. Este descubrimiento en 
1838, bautizado como teoría celular, marca el nacimiento formal de la biología celular. 

Las células animales no sólo son diminutas, sino que también son iucoloras y translúci- 
das; por ello, el descubrimiento de las principales características internas de las células de- 
pendió del desarrollo, a finales del siglo xx, de diversos colorantes que proporcionaron el 
contraste suficiente para hacerlas visibles. A principios de la década de 1940, se desarrolló el 
microscopio electrónico, mucho más potente que el óptico. Sin embargo, antes de que su 
utilización permitiera el conocimiento detallado de las complejidades de la estructura in- 
terna de la célula, fue necesario el desarrollo de nuevas técnicas para la conservación y con- 
trastado de las células. Por ahora la microscopía depende tanto de las técnicas para la 
preparación de las muestras como del rendimiento del propio microscopio. En las secciones 
posteriores se traterá tanto de los instrumentos como de la preparación de las muestras y 
empezaremos por el micrascopio óptico. 
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La Figura 9-1 muestra una serie de imágenes que ilustran una progresión imaginaria 
desde un dedo pulgar hasta un conjunto de átomos. Cada imagen representa una zona de la 
imagen anterior diez veces aumentada. El ojo humano puede distinguir detalles de las dos 
primeras imágenes, la resolución del microscopio óptico Hega hasta el cuarto panel y el mi- 
, croscopio electrónico hasta el séptimo o el octavo. La Figura 9-2 muestra el tamaño de al- 
gunas estructuras celulares y subcelulares y el rango de medidas que se observa con cada 
tipo de microscopio. 


El microscopio óptico puede resolver detalles situados 
a 0,2 um de distancia 


Una lrnitación fundamental de todos los microscopios es que un tipo de radiación determi- 


propia longitud de onda. Este fenómeno supone una limiración fundamental para todos los 
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nada no puede utilizarse para examinar detalles estructurales mucho más pequeños que su - 


Figura 9-1 Visión a escala desde células 
vivas hasta los átomos. Cada esquema 
muestra una imagen sumentada 10 veces 

en una progresión imaginaria desde un dedo 
pulgar, a través de las células de la piel, hasta 
un ibosoma y un agregado de átomos que 
forman parte de tna de las muchas protefnas 
del cuerpo, Los detalles Gtómicos de las 
macromoléculas, tal como se muestran 

en los dos últimos paneles, normalmente 
están más allá del poder de resolución | 


del microscopio electrónico. 
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microscopios. Así pues, el lEnite máximo de resolución de un microscopio óptico está de- 
terainado porla longitud de onda de la luz visible, que abarca desde 0,4 jon (para el violeta) 
hasta 0,7 pra (para el rojo lejano), En la práctica, los bactedas y las mitocondrias, que tenen 
alrededor de 500 non (0,5 uan) de diámetro, son las estructuras más pequeñas que podemos 
observar nítidamente con el ricroscopia óptico; los detalles más pequeños que estas di- 
mensiones quedan borrosos por los efectos de la naturaleza casí ondulatoría de la luz, Para 
comprender por qué ocurre esto, debemos seguir lo que le sucede a un haz de ondas humi- 
nosas cuando atraviesa las lentes de un microscopio (Figura 9-3). 

Dada su naturaleza ondelatoria, la luz no sigue exactamente la línea recta ideal de sus 
rayos que predice la óptica geométrica. Por el contrario, cueado las ondas luminosas viajan. 
a través de un sisterna óptico lo hacen por varias putas ligeramente diferentes, de maneta 
que interfieren entre ellas generando efectos ópticos de difracción. Si dos trenes de ondas que 
alcanzan el mástiao punto por diferentes caminos están exactamente en fase, con coinciden- 
cía de las crestas y de los senos, se refuerzan el uno al otro aumentado la lurninosidad. Por el 
contrario, si los trenes de ondas están desfasados, interfieren uno con otro anulándose total 
o parcialmente (Pigura 9-4), La incidencia de la luz sobre un objeto altera las relaciones 
de fase de las ondas luminosas y produce complejos efectos de interferencia. A gran 
aumento la sombra de un borde recto, por ejemplo, Huminado con una luz de longitad de 
onda uniforme, aparece como un conjunto de líneas paralelas (Figura 9-5), mientras que la 
de una mancha circular aparece corso un conjunto de anillos concéntricos, Por la misma 
razón, un punto observado a través del microscopio aparece como un disco borroso, mien- 
tres que dos objetos puntuales próximos entre sí ofrecen imágenes superpuestas y pueden. 
llegar a confundirse en una sola imagen. La perfección de las lentes, por alta que sea, no pue- 
de superar esta limitación impuesta por la naturaleza ondulatoria de la haz, 

La distancia lírnite a la que dos objetos pueden verse separados conocida como límite 
de resolución depende tanto de la longitud de onda de la luz como de la apertura numéri- 
ca de las lentes del sistema utilizado. La apertura numérica es una medida de la profundidad 
del ocular del microscopio, escalada en función a su distancia del objeto; expresándolo gráñ- 
camente, cuanto más abre su ojo el microscopio urayor es su agudeza visual (Figura 9-6). En. 
las mejores condiciones posibles, con luz violeta (l0ngimud de onda = 0,4 100) y una apertura, 
aumética de 1,4, en teoría el microscopio óptico puede conseguir un límite de resolución 
de tan sólo 0,2 jun. Esta resohución ya fue alcanzada por los fabricantes de microscopios a f- 
nales del siglo xx y cob los microscopios contemporáneos producidas en serie pocas veces 
se alcanza. Aunque es posible agrandar una imagen tanto comio se desee por ejemplo pro- 
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Figura 9-2 Poder de resolución, Tamaño 

de las células y de sus componentes, 
dibujados a escale togariímica, indicando 

el rango de resolución del ojo humano 

y de los microscopios óptico y electrónico. 
Las siguientes unidades de longitud son las 
que se utilizan normalmente en microscopía: 
jam (micrómetro) = 10 m. 

nm (nanómetro) = 107% my 

Á (unidad Ángstróm)] = 10 mu 


Figura 9-3 Microscopio óptico, (4) Esquema 
que muestra la trayectoria de la luz en un 
microscopio compuesto. La luz se enfoca 
sobre la muestra mediante lentes situadas 
en el condensador. Para formar una imagen 
de la muestra lluminada en nuestro ojo se 
deben combinar de forma adecuada las 
lentes del objetivo y las lentes del ocular. 

(8) Un moderno microscopio óptico para 
investigación, (B, contesta de Andrew Dowles) 
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2 ONDAS Ei FASE 2 ONDAS DESFASADAS 


OSCURO 
LUMINOSO 


Figura 9-4 interferencia entre ondas luminosas. Cuando dos ondas de luz se 
combinan en fase, la amplitud de la onda resultante es mayor y la luminosidad 
aumenta. Dos ondas de luz fuera de fase se anulan de forma pardlal una a otra, 
produciendo una onda de menor amplitud y, por consiguiente, de menor 
intensidad luminosa. 


yectándola sobre ima pantalla— nunca resulta posible resolver al microscopio óptico dos ob- 
jetos que estén separados menos de 0,2 na: dichos objetos aparecerán como uno solo. 
Atención con la diferencia entre el concepto de resolución (expuesto hasta ahora) y el de 
detección. Nosotros podemos ver e detectar un objeto pequeño, de tamaño inferior al límite 
de resolución, si emite huz, Así, podemos ver un solo microtúbulo marcado con fluorescen- 
cía aunque sea diez veces más fino que el límite de resolución del microscopio óptico. Sin 
embargo, los efectos de la difracción harán que aparezca borroso y de un diámetro de al me- 
nos 0,2 un (véase Figura 9-17). Podemos detectar o ver las estrellas en el cielo, debido a la luz 
que exmilten aunque están muy por debajo de la resolución angular de nuestra vista. Todas 
aparecen como puntos de luz similares, que se dHerencian únicamente en su color e en su ín- 
tensidad de brillo. Utilizando el microscopio óptico y métodos de detección sensibles, pode- 
mos detectar y seguir el comportamiento incluso de una sola proteína Huorescente. 

Más adelante se describirá cómo aprovechar la interferencia y la difracción para estu- 
diar células vivas sin teñir. 


| LENTES | RESOLUCIÓN: el poder de resolución 

de un microscopio depende de la amplitud 
del cono de liuminación y, por la tanto, de 
tas lentes objetivo y condensador. Se calcula 
con la fórmula 


IMAGEN 


la lente del 

objetivo recoge 
un cono de luz, 
generando una 


8,51A 
send 


resolución = 


donde: 


agan 9 == mitad de la anchura anguiar del cono 
Lo de rayos recogidas por la lente objetivo 
la lente del. desde un punto típico de la muestra 
condensador ¿la máxima anchura es de 130”, por lo 


enfoca un cono 

de rayos fuminosos 
en cade uno de los 
puntos de la - 
muestra 


que el valor de sen 6 tiene un valor 

méximo de 1) si 
n= indica de refracción del medio [normalmente 
 aíre o aceite) que separa la muestra de 

las lentes objetivo y condensador 
A= longitud de onda de la luz utilizada 

(para luz blanca se utiliza por lo general 

el valor de 9,53 pr) E 


APERTURA NUMÉRICA: en la ecuación 
antertar, el valor n sen 8 se denomina apertura 
numérica de las lentes (AN) y es una función 
de su capacidad de recoger la luz. Para lentes 
secas este valor no puede ser mayor de 1 pero 
para lentes de inmersión en acelte puede 
llegar a ser de 1,8. Cuanto mayor sea la 


y la brillantez de la imagen la brillantez es 
importante en rmicroscopia de fluorescencia). 
Sin embargo, esta ventaja se obtiene a 
expensas de distancias de trabajo muy 
cortas y de profundidades de campo 

muy pequeñas. . 


2pertera numérica mayor es la resolución | 
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Figura 9-5 Imágenes del borde y del centro - 
de un punto de luz. (A) Los efectos de 
interferencia, o stureola, vistos a gran 
aumento cuendo la luz de una longitud de 
onda determinada pasa por el borde de un 
objeto sólido situado entre la fuente de luz 
y el observador. (8) La imagen del centro 
de la fuénte de tuz La difracción la difunde 
formando un comalejo patrón circular 

cuyo ancho depende de la apertura numérica 
del sistema óptico: a menor apertura, más 
difractada (más korrosa) queda la imagen. 
Dos fuentes de luz se pueden resolver 
cuando el centro de la imagen de una 

de ellas cae en el peer anillo negro de 

la imagen de la otra: esto define el límite 

de resolución. 


mo. 


pero 


Figura 9-6 Apertura numérica. La trayectoda 
de los rayos de luz cuando atraviesan una 
muestra tansperente en un microscopio 
Hustra el concepto de apertura numérica 

y su relación con el Himite de resolución. 
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Las células vivas se pueden observar con nitidez con un microscopio 
de contraste de fases o de contraste de fases interferencial 


La posibilidad de que algimos componentes de la célula puedan perderse o distorsionarse 
durante la preparación de las muestras no ha dejado de preocepar nunca a los especialistas 
en microscopía. La mica solución a este problema consiste en examinar las cébalas rolentras 
aún están vivas, sa ningún dpo de Ejación ni de congetación. Para este propósito son útiles 
microscopios con sistemas ópticos especiales. 

Cuando la luz pasa a través de una célula viva, la fese de la onda heninose varía con 1e- 
lación al ndice de refracción de la célula: la luz que pasa a través de una zona relativamente 
gruesa o densa de la célula, coro por ejemplo el núcleo, se retrasa; como consecuencia de 
ello, la fase de la hiz queda desplazada respecto a la de la luz que ha pasado a través de una 
región adyacente de citoplasma, más fina. El ralcroscopio de contraste de fases y, de una 
forma roás compleja, el microscopio de contraste de fases interferencial aprovechan los 
efectos de interferencia que se producen cuando se combinan estos dos grupos de ondas, 
generando de esta forma una imagen de la estructura celular (Figura 9-7). Ambos pos de 
cvicroscopios ópticos se utilizan para visualizar células vivas. <CAA> 

Una manera más sencilla de observar algunas de las características de uma célula no 1e- 


ñida consiste en utilizar la luz dispersada por sus diversos componentes. En el microscopio - 


de campo oscuro, los rayos luminosos del sisterna de iluminación son dicigidos desde la par- 
te lateral, por lo que sólo penetra en las lentes del microscopio la luz dispersada. Por 
consiguiente, la célula aparece como un objeto brillante sobre un fondo negro. Con un mi- 
croscopio de campo claro convencional, la imagen se obtiene por la simple transraisión de 
la luz através de las células en cultivo. La Pigrera 9-4 compara imágenes de una misma célu- 
la obtenidas mediante cuatro tipos diferentes de microscopios Ópticos, 

Una de las grandes ventajas del microscopio de contraste de fases, del microscopio de 
contraste de fases interferencial y del microscopio de carnpo oscuro estriba en que los tres 
permiten observar las células en acción y estudiar los desplazamientos implicados en pro- 
cesos como la mitosis o la roigración celijar Puesto que muchos de estos desplazamientos 
sou demasiado lentos para poder ser observados a tiempo real, resulta útil fimar películas 
o vídeos por el sistema de aceleración de movimiento. En este caso, la cámara toma fotogra- 
ffas sucesivas, separadas por breves intervalos de tiempo, de modo que cuando la película o 
el vídeo registrados se proyectan a la velocidad normal los acontecimientos aparecen muy 
acelerados. 


Mediante técnicas digitales las imágenes pueden ser 
amplificadas y analizadas 


Recientemente, los sistemas electrónicos, o digitales, de imágenes y la tecnología asociada 
de procesamiento de imágenes han tenido un impacto importante en la microscopía óptica. 
No sólo han permitido superar ciertas limitaciones prácticas de los microscopios (debidas a 
imperfecciones en el sisteraa óptico), sino que también han superado dos limitaciones fun- 
dameatales del ojo humano: el ajo no puede ver bien bajo una luz extremadamente débil y 
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Figura 9-7 Dos sistemas que permiten 
incrernentar el contraste en el microscopio 
áptico. (A) La zona teñida de la célula podrá 
absorber, dependiendo de la tinción, la luz de 
una longitud de onda determinada que pase 
através de ella, pero permitirá el paso de 
otra longitud de onda, De este forma se 
obtiene una imagen en color de la célula, 
visible mediante ua microscopio áptico 
convencional. (8) La luz que pasa a través de 
le céluda viva, no teñida, experimenta ligeros 
cambios de amplitud y, por consiguiente, 


«muchos de sus detalles no se pueden 


observar directamente, aunque se armplifique 
en sumo grado la imagen. Sin embargo, 

se producen cambios de fase en las ondas 
luminosas cuando éstas pasan a través de 
partes gruesas o densas de la céluta; estas 
alteraciones pueden hacerse visibles 
aprovechando efectos de interferencia 
mediante un microscopio de contraste de 
fases o de contraste de fases interferencial, 


A A 


A A A e 


no puede percibir pequeñas diferencias de intensidad de huz sobre un fondo brillante. Para - 
iacrementar nuestra capacidad de observación de células a bajas intensidades de huz se 
adapta a un microscopio una cámara digital sensible, Estas cámaras contienen un dispositi- 
vo de cargas interconectadas (CCD: charge coupled device) similar al de las cámaras digitales 
convencionales. Á mentido estas cámaras se enfrían para reducir el ruido de la imagen. De 
este modo, es posible observar células durante largos periodos de tiempo y con muy baja 
intensidad de haz, evitando los efectos dañinos de la luz intensa prolongada (y el calor que 
ésta produce). Estas cámaras de baja intensidad luminosa son en especial importantes para 
visualizar moléculas fluorescentes en las células vivas, como se explicará más adelante, 
Dado que las imágenes producidas por CCD son electrónicas, pueden ser digitalizadas, 
introducidas en un ordenador y procesadas para extraer la información latente. Este proce- 


«Sarmiento de la imagen hace posible la compensación de los fallos ópticos de los microsco- 


pios, pudiendo alcanzar el límite teórico de resolución del microscopio óptico. Por otra 
parte, mediante el procesamiento digital de imágenes puede incrementarse el contraste y 
superar las limitaciones del ojo en la detección de pequeñas diferencias de intensidad de la 
luz. A pesar de que este procesamiento también incrementa los efectos aleatorios de las ixre- 
gularidades del sistema óptico, estos defectos pueden eliminarse restando digitalmente una 
imagen de un área blanca del campo de observación. Este procedimiento permite visualizar 
pequeños objetos transparentes que antes eran imposibles de distinguir del fondo, 

El elevado contraste alcanzable con la microscopía de interferencia asistida por orde- 
nador hace posible la visualización de pequeños objetos como microtúbulos figura 2-9), 
que tienen un diámetro de 0,025 jon, menor de una décima parte de la longitud de onda de 
la luz. Los microtúbulos también se pueden ver con un microscopio de Huorescencia si han 
sido marcados con fluorocromos (véase la Figura 2-15). En arnbos casos, sin embargo, los 
inevitables efectos de difracción dan una imagen altamente borrosa, de forma que estos 
raicrotíbulos aparecen con un diámetro de al menos 0,2 uzn y es imposible distinguir un 
iicrotábulo individual de un haz de muchos microtúbulos, 


Para ser observados al microscopio, los tejidos 
intactos son fijados y seccionados 


Dado que la mayoría de muestras de tejidos son demasiado gruesas para poder ser examni- 
nadas de forma directa a gran resolución, deben ser cortadas en láminas muy finas y trans- 
parentes, llamadas secciones, Para inmovilizaz, mater y preservar las células en el interior de 


Figura 9-9 Procesamiento de imágenes. (4) Microtóbulos no teñidos en una imagen sisy 

procesamiento digital, visualizados con microscopía de contraste de fases interferencial. 

(8) La imagen ha sido procesada, eliminando digitalmente el exceso de brillo del fondo 

e incrementando digitalmente el contraste. El resultado es una imagen más fácil de 
“interpréter. Obsériese que los microtúbulos son dinámicos y algunos han cambiado su 

medida o se-posición entre una imagen y la otra. (Por cortesia de Vid Allan) 
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Figura 9-8 Cuatro tipos de microscopios 
ápticos. Cuatro imágenes del mismo 
fibroblasto en cuítivo. Con los microscopios 
más modernos se pueden obtener todas 
estas imágenes cambiando algunos de los 
sisternas ópticos. (A) Microscopia de campo 
daro. (Bj Microscopía de contraste de fases. 
(C) Microscopía de contraste de fases 
interferencial de Nomarski. 1D) Microscopla 
de campo oscuro. 
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ESTUDIAR LA ESTRUCTURA DE LAS CÉLULAS CON EL MICROSCOPIO ÓPTICO 


los tejidos, deben ser tratadas conun fijador. Enure los Bjadoves más habituales se encuen- 


tran el formaldehído y el glutaraldehído, los cuales forman enlaces covalentes con los grupos 


líbres de los arnbacácidos de las proteínas, uniéndolos entre sí y, por tanto, estabilizándolos 


e inmnovilizándolos en su posición. 


Poxlo general, los tejidos son muy blandos y frágiles, incluso después de la fijación, de 


- forma que antes de la obtención de los cortes, es necesario incluirlos en un medio de sopor- 


te, Los medios más utilizados son ceras o resinas, En estado líquido, estos medios penetrar 
y rodean todo el tejido: entonces, pueden ser endurecidos (por enfriamiento o por polime- 
zación) para que formen un bloque sólido que pueda ser cortado fácilocepte con un ral- 
erótoroo. Se trata de un aparsto dotado de una cuchilla que actós como mm “corteflambres" 
(Figura 9-10). Las secciones (picamente de 1-10 un de grosor) secolocán, a continuación, 
sobre la superficie de un portaobjetos, 

Muy pocas cosas del contenido de la mayoría de las células das cuales tenen un 70% de 
agua) impiden el paso de los rayos de hez. Pox eso, la mayoría de las céhules en su estado na- 
tural, aungue hayan sido Ejadas y seccionadas, son prácticamente invisibles para un ral- 
croscopío Óptico normal. Existen tres aproximaciones principales para trabajar con 
secciones finas de tejidos que permiten observar las propias células o determinados coma- 
ponentes. 

En primer lugar, y tradicionalmente, las secciones pueden ser teñidas con colorantes 
orgánicos que tengan alguna afinidad específica por algún componente subcelular. Por 
ejemplo, el colorante hemnatoxilina tiene afinidad por moléculas cargadas negativamente, 
por lo que revela la disuibución del DNA, el RNA y las proteínas ácidas de una célula (Figura 
9-11). Sia embargo, las bases químicas de la especificidad de la mayoría de colorantes son 
desconocidas. 

En segundo bugar. los tejidos seccionados se pueden utilizar para visualizar patrones es- 
pecíbicos de expresión diferencial de genes. La hibridación in síru tya se ha descrito antes, en 
la y. 573) revela la distribución celular y la abundancia de determinadas moléculas de FINA. 
en material seccionado o en pequeños organismos completos u órganos (Figura 9-12). Una 
tercera aproximación, muy sensible, aplicable ue forma general para localizar proteínas de 
interés, se basa en la utdización de sondas y marcadores fluorescentes, como se explica a 
continuación. 


Mediante la microscopía de fluorescencia se pueden localizar 
moléculas determinadas en las células 


Las moléculas fluorescentes absorben la loz de una determinada longitud de onda y emiten 
luz de otra longitud de onda más larga. Si iuminamos un componente de este tipo con luz 
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Figura 9-10 Obtención de secciones de un 
tejido. La ilustración muestra cómo se corta 
con un bicrótomo un tejido prevlamente 
inchado, como paso previo pera su 
observación al microscopio óptico, 


Figura 2-11 Tinción de 
componentes celulares, 
[A) Esta sección de céjutas de los 
conductos colectores urinarios 
del riñón, se ha teñido con una 

- combinación de colorantes, 
hematoxdilina y eosina, que se 
utilizan habitualmente en 
histología, Cada conducto está 
formado por células intimarnente 
tnidas (con el núdieo teñido de 
rojo) que forman un anóllo. El anillo 
está rodeado de matriz extracelular 
léárnina basal) teñida de púrpura, 
(8) Esta sección de una raiz de 
planta joven está teñida con dos 
colorantes, safranina y verde 
britlante. El verde brillante úñe la 
celulosa de la pared celular mientras 
que la safranina tiñe la pared celular 
Hignificada del xilerna de un rojo 
brillante. (A, de BR. Wheater et al,, 
«Functional Histology, 22 ed. 
Londres: Churchill Livingstone, 
1987; B, cortesia de Stephen Grace.) 
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de la longitud de onda que absorbe y lo visualizamos a ravés de un flora que sólo permita 
Da pasar Ía luz de longitud de onda igual a la de la huz emitida, el componente aparecerá bri- 
Ñ llante sobre un fondo oscuro. Dado que el fondo es oscuro, se puede detectar cualquier señal 
A del colorante por pequeña que ésta sea. El mismo número de moléculas de un colorante or- 

a dinario observado de forma convencional sería prácticamente ¡ovisible porque daría un ma- 
e tiíz apenas visible a la luz que atraviesa esa parte de la muestra. 
Ñ . Los colorantes Buorescentes utilizados para la tinción celular son visualizados con la ayu- 
Ne E da del denominado microscopio de Buorescencia. Este microscopio es similar al microscopio 
] óptico convencional, a excepción de que la luz incidente, procedente de una potente fuente, 
boo atraviesa dos series de filtros -uno para interceptar la luz antes de que llegue a la muestra y 
otro para Blerar la luz que se obtiene a partir de la muestra. El primer Bltro se selecciona de ma- 
o nera que sólo permita el paso de las longitudes de onda que excitan al colorante Huorescente 
concreto que se ha utilizado, mientras que el segundo Éiltro bloquea esta luz y sólo permite el 
paso de las longitudes de onda que emite el colorante una vez excitado (Figura 9-13). 

La microscopía de fluorescencia se utiliza por lo general para detectar específicamente 

HE proteínas u otras moléculas en células y tejidos. Una técnica muy utilizada y potente consis- 
ds A te en acoplar de forma covalente un colorante Buorescente a moléculas de un anticuerpo, el 
] cual $6 puede utilizar entonces corao un reactiva muy específico y versátil que se une de for- 
ira wa selectiva a las macromoléculas que reconoce en las célolas o en la matriz extracelular. 
Hay dos colorantes fluorescentes que se han utilizado con frecuencia para con este propósi- 
to:la fluoresceína, que cuando es excitada por luz azul emite una fuorescencia de color ver- 
de intenso, y la redamina, que cuando es excitada con una luz verde-amarilla emite una 
Huorescencia de color rajo intenso (Figura 9-14). Acoplando una molécula a la Huoresceína 
y otra a la rodamina, se puede comparar la distribución de diferentes moléculas en la misma 
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e célula; ambas moléculas son detectadas separadamente en el microscopio cambiando las 


Figura 9-12 Hibridación de REÍA in site. 
Como se explica en el capítulo 8 (vésse ta 
Figura 83-711, es posible visualizar 

ía distríbución de los diferentes RINA en los 
tejidos, utilizando la técnica de hibridación 
ín sito. En este caso, se observa el patrón de 
transcripción de cinco genes diferentes, 
relacionados con el desarrollo temprano 
del embrión de mesca, eo un Único erpobdón. 
Cada sonda de RNA ha sido marcada con 
una fluorescencia diferente, bien directa o 
indirectamente, el resultado son imágenes 
falsamente coloreadas, que combinadas 
permiten ver con más daridad cada uno de 
los transoritos indhaduales. Los genes, Guyo 
patrón de expresión se muestra, son sitalas 
feiingless, amarillas, engrolled (azul, 
gastrulación corta (rojo), neuroblastos 
intermedios defectuosos (verde) y homeobox 
específica de másculo (pórpure). 

(De O. Kosman et al, Sclence 305:246, 2004. 
Con la autorización de ARAS) 


Figura 9-43 Sistema óptico de un 
microscopio de fluorescencia, El juego 

de filtros consta de dos filtros de corte 

(y 3) y de un espejo dicroico (de ranuras 
ordenadas] (2). Este ejemplo muestra un 
juego de filtros adecuado para la detección 
de la fuorescencia de la fuoresceína. 

En este tipo de microscopios es 
espectalmente importante que la lente 
objetivo tenga na elevada apertura 
numérica, ya que para una amplificación 
dada, la brillantez de la imagen fluorescente 
es proporcional a la cuarta potencia 

de la apertura numérica (vésse también 

la Figura 9-61 
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dos series de flltros, tuno especifico para cada colorante. De la misma manera, tal coro se 


muestra en la Figura 9-45, se utilizan tres colorantes uorescentes para distinguir ves tipos 

de moléculas distintas en la misrna célula. Muchos colorantes Buorescentes aparecidas más 
recienternente, como Oya, Cyá y los colorantes Alexa se han desarrollado para serutilizados 
enta roicroscopía de Huorescencia (Pigura 9-14), Estos fuorocromos orgánicos tenen sigu-. 
nas desventajas. Sdlo se excitan por una luz. de longitud de onda may precisa peto diferente. 
y, adernás, la luz decae con rapidez cuando son iluminados de formáscontimaa. Para solu-: 


donar este problema se han desarrollado Huorocroraos inorgánicos más estables. Pinos cris- 
tales de inmaterial serniconductor, lemados nanopartículas O puntos cuánticos tarabién se 
pueden excitar por un amplio espectro de luz azul y emiteo fluorescencia. La luz que enolten, 
tiene un color que depende del tamaño exacto del nanocristal, de entre 2 y 10 orn de diáme- 
tro y, además, la Muorescencía decae lentamente (Figura 9-16). Por lo tarito, estas panopar- 
tículas, que se pueden acoplar con otras sondas como anticuerpos, resultan ideales para 
seguir moléculas en el dempo. Si se introducen en una célula viva, por ejexoplo en un enn- 
brión, $e puede seguir la progenie de esta célula durante varios días debido a su finorescen- 
cia, lo cual permite wrazar Bnajes celulares. 

Métodos de microscopía de fluorescencia, que se describen ruás adelante en este capí- 
tulo, se pueden utilizar para seguir cambios en la concentración y localización de moléculas 
especificas en células vivas (vésse página 5923, 


Se pueden utilizar anticuerpos para detectar 
determinadas moléculas 


Los anticuerpos son proteínas producidas por el sisternna inmunológico de los vertebrados 
como defensa contra las infecciones (véase Capítulo 24). Tienen una cualidad ínica entre 
las proteínas: se producen en miles de millones de formas diferentes, cada tuna de las cuales 
tiene un lugar de unión diferente que reconoce de forma específica a una molécula diana (o 
entígeno) La exacta especificidad de los antícuerpos frente a los antígenos los convierte en 
poderosas herramientas para la biología celular. Marcados con colorantes fluorescentes, los 
anticuerpos resultan muy útiles para localizar de forma específica determinadas moléculas 
en las células, mediante microscopía de fivorescencia (Figura 9-17); marcados con partícu- 
las densas en electrones, como pueden ser las esferas de oro coloidal, se utilizan con un pro- 
púsito sirmilar en la microscopía electrónica (se trata más adelante). 

Cuando ublizamos anticuerpos como sondas para detectar y acalizar moléculas deter- 
minadas en las células, mediante métodos químicos se amplifica la señal Buorescente que 
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EXCITACIÓN E 
Figura 2-34 Sondas fluorescentes. 

Se muestran las longitudes de onda de 
máxima excitación y de emisión de las 
sondas fuorescentes más utiiizadas en 
relación: a los colores correspondientes del 
espectro, El fotén emitido por una molécula 
fluorescente ene necesariamente una ! 
energía menor longitud de onda más ferga) 
que el fotón absorbido y esto de lugar a la 
diferencia entre los picos de excitación y de 
ernisión. La GFP la YFP y la REP son proteínas 
fluorescentes azul, verde y arnarilla, 
respectivamente, No son colorantes, tal como 
se explica más adelante, AP Les muy 
utilizada como un compuesto Huotescente 
general que tiñe sondas de DNA, absorie Huz 
UV y emite luz azul brillante. FiTCes la 
abreviación de isotioclanato fluorescente 
(Puorescence isothiocyanate), an derivado de 
la figorescelna de amplio uso que emite luz 
verde brillante. El resto de sondas se utilizan 
para marcar anticuerpos y otras proteínas. 


Figura 9-15 Ensayo de microscopía fluorescente con sonda múltiple. 
En esta microgaafía de una céluda en mitosis, se han utilizado tres sondas 
fuorescentes diferentes para teñirtes compuestos celulares diferentes, 
<GTCT> Los mícrotiibutos se han revelado con un anticuerpo verde 
fluorescente, los centómeros con tino rojo y el ONA de los cromosomas 
condensados con el colorante fluorescente azul DAPL (Por cortesía de 
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producen. Por ejemplo, aunque una molécula marcadora como tán colorante fivorescente se 
puede unir directamente aun anticuerpo que será utilizado para el reconocimiento especió. 
co-el anticuerpo primario-, $e coosigue una señal mayor utilizando el anticuerpo primario 
sia mexrcar y después detectándolo con un grupo de anticuerpos secundarios mercados que se 
unan 4. él (Figura 9-48). Este proceso se denornina inrmunocitoquímica indirecta. 

Los métodos de amplificación más sensibles utilizan una enzima como molécula mar- 
cadora, unida al anticuerpo secundario. Por ejeraplo, la fosfatasa alcalina es una enzima que 
en presencia de los reactivos adecuados produce fosfato inorgánico que, a su vez, genera la 
formación localizada de un precipitado coloreado. Este precipitado revela la presencia del 
anticuerpo secundario y, por lo tanto, la localización del complejo antígeno-anticuerpo. 
Puesto que cada molécula de enzima actúa catalíticamente generando varios cientos de 
moléculas de producto, este sisterna permite la detección de cantidades ínfimas de antíge- 
no. Sobre este priacipio se ha desarrollado el test ELISA (enzyme-linked immunosorben: as- 
$4y), Que se utiliza en medicina y en la práctica clínica como un test de alta sensibilidad —por 
ejemplo como prueba de embarazo o para detectar varios tipos de infecciones, La amplifi- 
cación enziraática hace que los métodos que utilizan una enzima unida al anticuerpo se- 
cundario sean muy sensibles, pero la difusión del precipitado de color que produce la 
enzima lirpita la resolución espacial de este método para la microscopía, por lo que cuando 
se desea conseguir la localización óptica más precisa posible se utilizan más a menudo los 
marcadores Auorescentes. 


La manera más sencilla de preparar anticuerpos consiste en inyectar varias veces a un | 


animal, como un conejo o una cabra, una muestra de un antígeno y luego extraer el suero ri- 
coenanticuerpo. Este antísuero contiene una mezcla heterogénea de anticuerpos, cada uno 
de los cuales ha sido producido por una céhila secretora de anticuerpos diferente (un linto- 
cito B), Los diferentes anticuerpos reconocen diferentes zonas de la molécida de antígeno 
(denominadas determinantes anúgénicos o eptftopos) y también impurezas de la prepara- 
ción de antígeno que se inyectó. Eliminando las moléculas de anticuerpo que se unen a 
otras moléculas se puede aumentar la especificidad de un antisuero por una proteína deter- 


Figura 0-16 Manopartéculas Nuorescentes 
o puntos cuánticos. Los puntos cuánticos 
son diminutas nanoparticidas de selenito 
de cadmio, un semiconductor, con un 
revestimiento que les hace solubles en aqua 
(A).Se pueden unár a sondas proteicas. como 
antícuerpos o estreptoavidina y, cuando se 
introducen en la célula, se pueden unit a 
proteínas de interés. Los puntos cuánticos 
de diferentes tamaños emiten luz de colores 
diferentes puntos más grandes emiten 
longitudes de onda más targas- pero todos 
ellas son excttados por la misraa luz az, 

(8) Los puntos cuánticos pueden brillar 
durante semanas, a diterencia de la mayoría 
delos colorantes orgánicos fluorescentes. 
En esta céluta, uns proteína nuclear está 
marcada (verde) con un colorante orgánico 
fluorescente (Alexa 488), mientras que los 
microtúbulos están teñidos (rojo) con puntos 


. cuámicos unidos a estreptoavidina. En una 


exposición continuada a luz azul, el marcaje 
fluorescente se pierde rápidamente, mientras 
que los puntos cuánticos prolongan la 
fuorescencia. (B, de X. Wu et al, 

Nat. Blotechnol, 21:43-46, 2063. Con la 
autorización de Macmillan Publishers Ltd.) 


— Figura 9-17 inmunofluorescencia. “0007 


(A) Electromicrografía de fa zona cortical de 
una célula epitelial en cultivo, que muestra la 
distribución de los microtúbulos y de otros 
microfilamentos. (8) La misma área pera 
teñida con un anticuerpo fluorescente 
antitubulina, la proteína quese ne > 
formando los microtúbulos, utilizando la 
técnica de la nmunocitoquímica indirecta . 
(véase Figura 9-18), Las flechas rojas indican 
microtúbulos individuales fácilmente 
reconocibles en'ambas fíguras. Nótese .” 
que debido a los efectos de difracción, en ... 
el microscopio óptico los microtúbulos 
“aparecen 0,2 um más gruesos que sutamaño 


' real de 0,025 fm. (De M, Osborn, R. Webster 


y K Weber, J. Cell, Biol. 77R27-834, 1978, ' 
Repróducido con la autorización de The 
Rockefeller University Press.) 
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enticuerpo pronario: anticuerpo secundario: prticuerpo 
anticuerpo de conejo dirigido contra el anticuerpo 
dirigido contra de conejo, acoplado con 

el setígeno A tna molécula 


y marcadora $7 marcador 
a F 


anúgeno A : 
inmovilizado 


iminsda Por ejemplo, un antísuero producido contra una proteína X, cuando se hace pasar 
a través de ua coluranea de afinidad de antígenos X, se undrá a estos antígenos mientras que 
otros anticuerpos atravesarán la coluzona. Posteriormente, los anticuerpos anti-X punibica- 
dos se pueden eluir de la cokumaz. lacluso así, a menudo la heterogeneidad de estos and- 
sueros limita su usilidad. La utilización de anticuerpos monoclonales ha solucionado este 
problema (Figura 8-8). Sin embargo, su uso también presenta algunos inconvenientes. 
Puesto que son anticuerpos contra un único tipo de proteína, presentan una especificidad 
casi perfecta por un soto epítopo del antígeno, pero la accesibilidad del epltopo y, por tanto, 
la utilidad del anticuerpo, dependerá del proceso de preparación de la muestra. Por ejemplo, 
algunos anticuerpos monecdionales sólo reaccionan contra antígenos que no han sido Eja- 
dos, otros si se han utilizado unos Ejadores determinados, e incluso otros sólo reconocen 
proteínas previamente desnacuralizadas en un gel de SDS pollacrilamida y no reconocen. 
la proteína en su conformación nativa. 


Es posible obtener imágenes de objetos tridimensionales 
complejos mediante la microscopía óptica 


Como ya hersos visto, para poder observar un tejido al microscopio Óptico convencional se 
Liene que cortar en finas secciones; cuanto más finas sean las secciones mejor definidas re- 
sultarán las imágenes. Sin erbargo, el proceso de obtención de las secciones bace perder 
información respecto ala tercera dimensión. ¿Entonces cómo podemos obtener una imagen 
de la arquitectura tridimensional de une cébila o de un tejido? ¿Cómo podernos ver la es- 
tructura microscópica de una muestra que por una u otra razón no pueda ser cortada en 
secciones? Aunque un microscopio óptico enfoque concretamente un plano determinado 
dentro de la compleja estructura tridimensional de la muestra, el resto de la muestra, situa- 
das por encima y por debajo del plano focal, también está Humninada y la luz originada a par- 
tiz de estas regiones contribuye a la formación de una imagen fuera de foco, degradada y 
borrosa, Esto puede hacer que la imagen sea difícd de interpretar en detalle, perdiéndose 
la nitidez de la estructura de la imagen. 
Para solucionar este problema se han desarrollado dos métodos diferentes pero cor 
+ plernentarios: uno es informático y el otro óptico. Estos métodos de imagen microscópica 
tridimensional hacen posible el enfoque de un plano determinado en una muestra fina a la 
vez que es eliminada la luz que proviene de las zortas fuera de foco, por encima y por deba- 
jo del plano focal. De esta manera se consigue une bmagen nítida de una fina sección óprica, 
4, partir de una serie de estas secciones ópticas tomadas a diferentes niveles y almacenadas 
en un ordenedor, resulta sencillo reconstruir una imagen tidimensional. Estos métodos $u- 
ponen para el microscopista lo que la TAC (tomografía axial computerizada) de barrido 
supuso (por diferentes razones) para los radiólogos que estudiaban el cuerpo humano: am- 
bos sistemas proporcionan imágenes e detalladas de secciones del interior de una. estructura 
" intacta, 7 
El método informático utilizado para clarificar una imagen tridimensional se denomina 
deconvolución. Para entender córo funciona, es necesario recordar que la naturaleza 
casi ondulatoria de la huz hace que los sistemas de lentes del microscopio reproduzcan como 
un disco borroso la imagen de un punto (véase la Figura 9-5), que aún resulta más borroso si 
se encuentra por encima o por debajo del plano focal. Esta imagen borrosa de un punto se 
llama función de dispersión de un punto. Se puede imaginar que una imagen de un objeto 
complejo se ha formado sustituyendo cada punto de la muestra por un disco borroso, dan- 
do como resultado una imagen que está, toda ella, desenfocada, Para realizar le deconvolu- 
ción primero se obtiene una serie de imágenes fdesenfocadas), por lo general con una 
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Figura 9-18 tornunoditoquímica indirecta, 
Este método de detección es muy sensible 
debido a que cada anticuerpo púmardo es 


- reconocido por muchas moléculas del 


anticuerpo secundario. El anticoerpo 


- secundaro está unido covalentemente a una 


molécula marcadora que lo hace detectable 
con fadlidad. Entre las moléculas marcadoras 
inás utilizadas se entuentrar los colorantes 
Nuoresteína y odamina (para microscopla 
de fuorescenda), la enzima peroxidasa de 
rábano (anto para microscopía épica 
cormendcional corno para microscopía 
electrónica), esferas de oro coloidal 

para ralcrascopía electrónica) y las 
enzimas fosfatasa alcalina o peroxídasa 
ipara su detección bioquímica). 
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cámara CCD enfriada), enfocando el microscopio alrededor de una serie de planos focales; 
de hecho, se obtiene una imagen tridimensional borrosa. Después, el conjunto de imágenes 
digitales es procesado por un ordenador que elimina en la medida de lo posible el desenfo- 
que. Básicamente, el programa informático utlliza la función de dispersión de un punto del 
micrastopio, para determinar qué nivel de desenfoque se ha dado en la imagen, y después 
aplica una inversión equivalente de este desenfoque (deconvolución), convirtiendo la ima- 
gen tridimensional borrosa en tna serie de secciones ópticas claras. El sistema informático 
que se requiere es bastante cornpiejo, la cual suele suponer una limitación importante. Sin 
embargo, con ordenadores más rápidos y más baratos este método está ganando populari- 
dad. En la Figura 9-19 se muestra un ejemplo. 


El microscopio confocal produce secciones ópticas, 
eliminando la luz que queda fuera de foco 


El microscopio confocal consigue un resultado similar al de la deconvolución, pero lo hace 
manipulando la luz antes de que ésta seá medida; por tanto no es una técnica digital sino 
analógica. Los detalles ópticos del microscopia confocal son complejos, pero la idea básica 
es sencilla, como se ilustra en la Figura 9-28, y los resultados son muy superiores a los obte- 
nidos por la microscopia óptica convencional (Figura 92-21). 

El microscopio utiliza una óptica fluorescente (véase Figura 9-13), pero en lugar de ilu- 
minar toda la muestra a la vez, como se hace habitualmente, en cada instante el sistema óp- 
tico enfoca un pequeño punto haminoso en una profundidad determinada de la muestra. Se 
necesita una fuente de luz que produzca puntos luminosos muy brillantes; habitualmente se 
utilizan fuentes láser cuya luz haya pasado a través de un diafragma. La fluorescencia emiti- 
da por el material iluminado se recoge y produce una imagen a la entrada de un detector de 
haz adecuado, Se coloca un diafragma en el detector, en el lugar que es confocal con el pun- 
to luminoso -que es precisamente donde los rayos luminosos emitidos por el punto ihumi- 
nado de la muestra están enfocados. Así, la luz de este punto de la muestra converge sabre 
esta apertura y entra en el detector. 

Por la contrario, la luz que procede de las regiones situadas fuera del plano focal del 
punto luminoso también están fuera de foco en el diafragmna, por lo que resulta en gran ma- 
nera excluida del detector (véase Figura 9-20). Para obtener una imagen bidimensional se 
recoge de forma secuencial la información de cada punto luminoso del plano focal median- 
te un barrido por todo el campo a observar (corno ocurre en una pantalla de televisión) y se 
proyecta en una pantalla de vídeo, A pesar de que no se presenta en la Figura 9-20, el barri- 
do se obtiene por reflexión del haz huminoso en un espejo oscilante situado entre el espejo 
dicroico y las lentes del objetiva de tal forría que el punto luminoso tá el diafragma confocal 
del detector permanezcan en registra, 

El microscopio de barrido confocal se ha utilizado para resolver estructuras de nu- 
merasos objetos tridimensionales complejos (Pigura 9-22), incluyendo las redes de fibras 
del citoesqueleto del citoplasma y la disposición de los cromosomas y de los genes en el 
vúcleo. 


Figura 9-19 imagen por deconvolución. 


(A) Mleragrafía óptica de los grandes 
cromosomas politénicos de Orosophita, 
teñidos con un colorante fluorescente 
que se une a la molécula de DINA. 

(8) El mismo campo después de limpiar 
la imagen, de manera que ahora se ve 
darariente el patrón de bandas del 
cromosoma. Cada banda tiene 
aprodimadamente 0,25 mn de 

grosor, cercano al límnite de resolución 
del microscopio óptico. (Por cortesía 
del teboratorio de john: Sedat.] 
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0 1 1 Es (O ES Figura 9-20 El microscopio confocal 
3 | ES 3 k ' 
$ E de fluorescencia. Este sencillo esquema 
3 ¿ muestra que la disposición básica de los: 


componentes ópticos es similar a la del 
microscopio de fuorescencia estáñdar 
mostrado en la Figura 9-13, excepto. ' 

en que en éste se utiliza un láser para 
ituminar una pequeña mancha de luz 
cuya imagen se enfoca en un solo punto 
de la muestra (Aj, La flrorescencia emitida 
por este punto de la muestra se enfoca 

en un segundo diafragma fconfocal). 
(83. La luz esnitida por el resto de la 
emuestra no se enfoca en el diafragana, por 


diafragmas __ 
confocales 


espejo 
dicroico 


7 Objectivo lo que no cantribuirá a formarla imagen 
muestra 30 final (9). Mediante un barrido dela 
reancha de luz por toda ta muestra se 
punto obtiene una imagen bidimensional muy 


fina exactamente del piano de foco, que 


? E E 0 : no está degradada de forma significativa 
una muestra fuorescente se fumina la luz fivorescente le luz que procede del resto por la luz procedente de otras regiones 


| con un punto enfocado de luz emitida par el punto de puntos de la muestra está de la muestra 
h procedente de un diafragma de la muestra que está fuera de foco del diafragma, " 
: en faco, se enfoca en el por lo que será excluida 
| diafragma y alcanza casi completamente 

el detector del detector 


Los méritos relativos de los métodos de la deconvolución y de la microscopía confocal 
respecto a la microscopía óptica tridimensional todavía son objeto de debate. El microsco- 
pio confocal es, en general, más sencillo de manejar que los sisternas de deconvolución y las 
secciones ópticas finales se pueden ver rápidamente. Por el contrario, las cámaras CCD 
(charge-coupled device) que se utilizan en los sistemas de deconvolución son extremada- 
mente eficientes captando pequeñas cantidades de luz y se pueden utilizar para tomar bue- 
nás imágenes tridimensionales de muestras que están muy débilmente teñidas O que se 
i dañan muy fácilmente con la luz brillante utilizada en la microscopía confocal. 

Sin embargo, ambos métodos Henen otro inconveniente: no son eficientes para trabajar 
con muestras finas. Los métodos de deconvolución enseguida se vuelven ineficientes a pro- 
fundidades de unos 40 ¡um dentro de una muestra, mientras que los microscopios confoca- 
les únicamente pueden obtener imágenes hasta profundidades de unos 159 tm. En la 
actualidad, los microscopios confocales especiales pueden aprovechar la manera en la que 
se excitan las moléculas finorescentes, para sumergirse todavía más en las muestras. Las mo- 
léculas fluorescentes se excitan por un solo fotón de alta energía, de longitud de onda menor 
que la de la luz emirida, pero también pueden ser excitados por la absorción de dos o más fo- 

E rones de energía menor, siempre y cuando lleguen a una distancia temporal de cómo máxi- 
mo un femtoseguado uno del otro. La utilización de esta excitación por longitud de onda j ; 
larga tiene algunas ventajas importantes. Además de reducir el ruido de fondo, la huz roja o 


Figura 9-21 Comparación entre la 
microscopía convencional y la confocal, 
Estas dos micrografías proceden del mismo 
erbrión intacto de Drosophila en estado de 
gástrula, teñido con una sonda fivorescente 
para filamentos de actina. La imagen 
convencional no procesada (A) resulta 
borrosa debido a la presencia de estructuras: 
fluorescentes situsdas por encima y por 
debajo del plano focal En la imagen confocal 
(B) esta información fuera de foco se ha 
eliminado, resultando tina sección óptica 

de la céfula del embrión bien definida: 

(Por cortesía de Richard Warn y Peter Shaw.) 


| 
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roja cercana puede penetrar más profundamente en las muestras. Los microscopios conto- 
cales multifotón, construidos para aprovechar la ventaja de este efecto de “des fotones”, 
pueden obtener imágenes a una profundidad de la muestra de nos 0,5 non. Esto resulta en 
especial valioso para realizar estudios en tejidos vivos, como la actividad dinámica de las si- 
napsis y las neuronas que se hallan justo por debajo de la superficie de los cerebros vivos 
(Figura 9-23). 


Las proteínas fluorescentes se pueden utilizar para marcar 
proteínas individuales en células y organismos vivos 


Durante el ciclo celular de una célula, incluso la estructura celular más estable puede ser en- 
samblada, desensambiada y reorganizada. Otras estructuras, a menudo enormes a escala 
molecular, rápidamente cambian, se desplazan y se reorganizan cuando la célula realiza sus 
tareas internas y responde a su ambiente. Elementos complejos muy organizados de ma- 
quinarias moleculares desplazan sus componentes alrededor de la céhula controlando el trá» 
co hacia dentro y hacia fuera del núcleo, entre un orgánulo y otro y hacia dentro o hacia 
fuera de la propia célula. 

Se han desarrollado varias técnicas para hacer visibles al microscopio determinados 
componentes de las células vivas. La mayoría de estos métodos utilizan proteínas fhuores- 
centes y requieren un compromiso entre la preservación de la estructura y la eficiencia del 
marcaje. Todas las moléculas fluorescentes de las que hemos tratado hasta ahora, se han sin- 
tetizado fuera de la célula y luego se han introducido de forma artificial dentro de ella. Ahora 
se han abierto nuevas oportunidades con el descubrimiento de genes que codifican molé- 
culas de proteína que tienen fuorescencia imherente. La ingeniería genética permite la 
generación de líneas celulares u organismos que fabrican sus propias marcas sin la intro- 
ducción de moléculas exirañas. Estas células exhibicionistas muestran se maquinaría inte- 
rior en colores brillantes fhuorescentes. 

El primero entre las proteínas fluorescentes utilizadas con esta Enalidad por los bióla- 
gos celulares es la proteína finorescente verde (GRP: green fluorescent protein), aistada a 
partir de la medusa Aeguoria vicroría. Esta proteína está codificada de forma normal por un 
solo gen que se puede clonar e introducir en células de otras especies. La proteína acabada 
de traducir no es fluorescente, pero al cabo de aproximadamente una hora (según los alejos 
de que 3e trate) inicia una modificación postraduccional autocatalizada que da lugar a un 
centro eficiente y de un Auorescente brillante, situado en el interior de una proteína con for- 
ma de bará (Figura 9-24). La mutagénesis dirigida extensiva realizada sobre la secuencia 
original del gen ba dado lugar a fluorescencia útil en organismos tan variados como anima- 
des, plantas, hongos y microbios, La eficiencia de la fuorescencia también se ha mejorado y 
se han generado variantes con espectros de absorción y de emisión modificados en el rango 
del azul-verde-amarillo, Recientemente se ha descubierto en corales una familia de proteí- 


Figuera 9-22 Reconstrucción tridimensional 
a partir de imágenes del microscopio de 
barrido confocal. Los granos de polen, en 
este caso de la flor de fla pasionana, tienen 
una pared celular estructurada de forma 
rauy compleja que contiene compuestos 
fivorescentes. Las imágenes obtenidas 

a diferentes profundidades del grana 
utilizando un microscopio de barrido 
confocal, se pueden combinar obteniéndose 
una imagen tridimensional del grano de 
polen completo, como se muestra a la 
derecha. Ala izquierda se presentan algunas 
secciones ópticas individuales de la serie 
compíeta de 30, cada una de las cuales 
contribuye ligeramente a la imagen final, 
(Por cortesía de Brad Amos.) 


Figura 9-23 imágenes multifotán. 

La lez láser infrarroja produce daños leves 
en fas células vivas y tiene un elevado 
poder de penetración, lo que permite a los 
microscopistas profundizar en los tejidos 
vivos. El efecto de dos fotones, por el que 
un fuoracromto puede ser excítado por dos 
fotones infrarrojos coincidentes en vez de 
un soto fotón de alta energía, nos permite 


"ver casi 0,5 rin del interior del córtex 


cerebral de un ratón vivo. Un colorante, cuya 


-fuorescencia cambia con fa concentración 


de calcio, reveta sinapsis activas lemarillo) en 
las dendritas espinales frojo) que cambian en. 
función del tienpo. (Por cortesía de Karel 
Svobodaj 
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nas fluorescentes relacionadas, que ha aumentado el rango a la región roja del espectro 
(véase Figura 9-14). A 

Una de las utilizaciones más sencillas de la GFP es como molécula indicadora, una s0n- 
da Buorescente que indica la expresión génica. Se puede generar un organdspro transgénico 
con la secuencia que codifica GFP situada bajo el control transcripcional de un promotor 
que pertenece a un gen de interés, con lo que se obtendrá un patrén visible de la expresión 
de este gen en un organismo vivo (Figura 8-25). En otra aplicación, se puede añadir una se- 
fal de localización peptídica a la GEP para dirigida a un compartimiento celular particular, 
como el retículo endoplasmático o la mitocondria, “iluminando” así estos compartimientos 
Ge forma que se pueden observar en su estado vivo (véase Pigura 12-358). A 

La secuencia de DINA que codifica GFP tarobién se puede insertar al principio o al Énal 
del gen de otra proteína para generar un producto quimera formado por la proteína de inte- 
tés con un domino GEP unido a ella, En muchos casos esta proteína de fusión con GEP se 
coraporta de la raisma foraa que la proteína original, revelándonos de forma directa su lo- 
calización y sus actividades mediante su contraste codificado genéticamente (Figura 9-26). 
<TAST> A menudo es posible demostrar que la proteína de fusión con GEP tiene una fun- 
ción equivalente a de la proteína no marcada, por ejemplo utilizándola para rescatar un 
mutante que carece de esta proteína. El marcaje con GFP es la vía más clara y más ine- 
quívoca de mostrar la distribución y la dinámica de una proteína en un organismo vivo 
GEiguera 9-27), <TTCT> 


La dinámica de las proteínas se puede seguir en células vivas 


Las proteínas fiuorescentes se utilizan no sólo para ver en qué hugar de la célula se localiza 
una proteína determinada sino también para descubrir sus propiedades cinéticas y si puede 
interaccionar con otras proteínas. A continuación, se describen tres técnicas en las que se 
utilizan las GFP y proteínas sergejantes en este sentido. 

La primera de ellas es el seguimiento de interacciones exlte dos proteínas mediante 
transferencia de energía fluorescente por resonancia (FRET. fluorescence resonance 
energy transfen En esta técnica, cuyos principios ya hemos descrito (véase Figura 8-28), las 
dos moléculas de interés son mercadas, cada vna con un fuorocrormo diferente y el espectro 
de emisión de uno de elos se solapa con el espectro de absorción del otro. Si las dos protef- 
nas se unen de forma que sus fuorocromos queden may próximos (a unos 5 nm), uno de 
ellos transfiere directamente al otro la energía de la uz absorbida. Así, cuando el complejo es 
iluminado con la longitud de onda de excitación del primer Huorocromo, se produce luz de 
la longitud de onda de emisión del segundo fiuvoracromo. Este método se puede utilizar con 
dos variantes espectrales de GFP utilizándolas coro fuorocromos para seguir procesos co- 
mo la interacción de molécalas señal con sus receptores o para visualizar proteínas en cont- 
plejos macromoleculares (Figura 9-28), 

La complejidad y rapidez de muchos procesos intracelulares, como las acciones de las 
moléculas señal o los desplazamientos de las proteínas del citoesqueteto, hace que resulten 
difíciles de estudiar a un único nivel celular. Idealmente, deberfamos ser capaces de intro- 
ducir en una célula viva cualquier molécula de interés, en un momento y en una localización 
determánadas, y seguir su comportamiento posterior, así como la respuesta de la célula a es- 
ta molécula. La microlnyección está limitada por la dificultad del control del lugar y del mo- 
mento de la administración. Una aproximación más poderosa consiste en sintetizar una 
forma inactiva de la molécula fuorescente de interés, introducirla en la céhda y activarla 
bruscamente en un lugar determinado de la cébula enfocando un punto de luz sobre ella. 
Este proceso se denomina fotoactivación. Se han sintetizado precursores fotosensibles de 
este bpo, a veces denominados moléculas enjauladas, a partár de muchas moléculas Duo- 
rescentes. Se puede utilizar un microscopio para enfocar un intenso pulso de luz proceden- 


. Figura 9-25 La proteina fluorescente verde (GFP) como reportera. Para este experimento, +- 
realizado en la mosca de la fruta, se ha unido (mediante técnicas de DNA recombinante) el gen de 
la proteina Huorescente verde (GFPP) con un promotor que es activo sólo en un grupo especializado 
de neuronas de la mosca. Esta imagen de un embrión vivo de mosca se ha captado mediante 
microscopía fluorescente y muestra aproximadamente 20 neuronas, cade una de las cuales tiene 
largas proyecciones (axones y dendritas) que se comunican con otras células (ho fluorescentes). * 
Estas neuronas se localizan bejo la superficie del aoimnal y le permiten percibir su entomo 
inmediato. (DeWLB, Grueber et al, Curr. Blof, 13:618-626, 2003. Con la autorización de Elsevier.) 


503 


Figura 9-24 La proteína fluorescente verde 
(GFP) La estructura de la GEP ihustrada de 
forma esquemática, subraya las once 


támiras $ que forman las paredes del barri, 


Encerrado dentro del barii se encuentra el 
cromóforo activo (en verde oscuro) que se 
forma después de la traducción a partir del 
lado protuberante de las cadenas de tres 
residuos de aminoácidos. (Adaptado 

die (Mi. Ormó etal, Science 273113972-1305, 
1996. Con la sutorización de AAAS,) 
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te de un láser sobre una fina región de la célula, de forma que el experimentador controla 
exactamente dónde y cuándo se fotoactiva la molécula fiorescente. 

Se consigue una clase de proteínas fluorescentes enjauladas uniendo una marca fluo- 
rescente fotoactivable a una proteína purificada. Es importante que la proteína modificada 
siga siendo activa biológicarnente: el marcaje con un colorante fluorescente enjaulado aña- 
de un enorme grupo sobre la superficie de una proteína, lo cual es fácil que cambie las pro- 
piedades de la proteína. Por lo general, mediante el método de ensayo y error se puede 
conseguir un protocolo satisfactorio de marcaje. Cuando se ha producido una proteína mar- 
cada biológicamente activa, hay que introducirla en la célula viva (véase Figura 9-34) en la 
Gue se va a seguir su comportamiento. Por ejemplo, la tubulina marcada con fluoresceína 
enjáulada, cuando se inyecta en una célula en división se puede incorporar a los microuú- 
bulos del huso mitótico. Cuando se umina una pequeña región del huso con una luz láser, 
la tubulina marcada se vuelve fluorescente, de forma que se puede seguir con facilidad su 


“desplazamiento alo largo de los microtúbulos del huso (Figura 9-29). 


Un desarrollo más reciente de la fotoactivación es el descubrimiento de que los genes 
que codifican GE? y otras proteínas relacionadas se pueden murtar para producir proteínas 
variantes, habitualmente con un cambio de un solo aminoácido, que bajo una excitación 
normal emiten muy poca fluorescencia pero que sí se iluminan con un fuerte pulso de luz de 
una determinada longitad de onda emiten una gran fuorescencia. En principio, el micros- 
copista puede así seguir el comportamiento in vivo de cualquier proteína que pueda ser 
expresada como fusión con una de estas variantes de GFR Por tanto, estas proteínas fluores- 
centes fotoactivables, codificadas genéticamente, evitan la necesidad de introducir la sonda 
en la cétula y permite estudiar la vida media y el comportamiento de cualquier proteína con 
independencia de otra proteína acabada de sintetizar (Figura 9-30). 

Un tercer sistema que permite aprovechar la fusión de GFP a una proteína de interés 
consiste en utilizar un potente haz de luz láser para eliminar la Suorescencia de GEP de una 
determinada región de la célula. Analízando cómo se desplazan en función del tiempo las 
rmoléculas proteicas fluorescentes que quedan en el área blanqueada, podemos obtener in- 


Figura 9-26 Marcaje de proteínas con GER 
(Aj La superficie superior de las hojas de la 
planta Arabidopsis están cublertas de unos 
enormes pelos unicelulares que sobresalen 
de la epiderenis, Estos palos o tricortas, se 
pueden ver con el microscopio electrónico 
de barrido. (B) Si una planta de Arabídopsís es 
transformada con una secuencia de DONA que 
codifica la talina (una protefha de unión a la 
actina), fusionada con una secuencia de DNA 
que codifica la GFP la talina fuorescente que 
se genera se ne a los filamentos de actina 
de todas las células vivas de la planta 
transgénica, La microscopía confocal puede 
revelar la dinámica de todo el citoesqueleto 
de actina del tricoma (de color verdel. 

La fluorescencia rola procede de la clorofita 
de las células de la epidermis de la cara 
inferior de las hojas. (A, por cortesía de Part 
Linstead; 8, por dortesta de laideep Mathur) 


Figura 9-27 Dinámica del marcaje con GFP, 
Esta secuencia de micrograflas muestra un 
conjunto de imágenes tridimensionales de 
un núcleo de una célula viva, tomadas en el 
transcurso de una hora. Las células del tabaco 
han sido transformadas de forma estable can 
la proteína GFP fusionada con tuna proteina 
del espliceosoma que se concentra en los 
pequeños cuerpos nuclesres denominadas 
cuerpos accesorios de Cajal (véase 

Figura 6-48). Los cuerpos accesorios de Cajal 
fluorescentes, visibles en una célula viva con 
un microscopio confocal, son estructuras di- 
nárnicas que se desplazan alrededor de la 
parte interior del núcleo. [Por cortesía de Kurt 
Botudonck, Liam Dolan y Peter Shaw) 
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Figuea 9-28 iroagen por transferencia de energía fluorescente por resonancia 
(FREF) Este experimento muestra que la proteína Mal p puede interaccionar 
fuertemente con otra proteína llamada Abp1p, relacionada con la unión de la actina 
cortical ala superficie de tina célula de levadura en desarrollo, Slap se expresa en 
céltas de levadura (8) corro una proteína de fusión, varlaníe amarilla, dela proteóna 
fuorescente verde (FP: pellow fuorescent proteiró, eienteas que Abpip lo hace como 
na proteina de fusión (B) en una variante azulada (ciar) de la GFP (EFE: ecyon 
Huvorescent proteina. La señal PRET (vézse tarnbién fa Figura 8-26), mostrada aquí en 
rojo (0), se ha obtenido por excitación de CFP pera grabando sólo la funrescencia 
emitida por la YFR lo que tendrá lugar cuando laz dos molécutas estén intirmamente 
asociadas (2 0,5 nen). Las tres manchas en el córtex (DÍ, que se pueden ver 
seperpaniendo (8), (BJ y (O), cuando Slatp se encuentra sofa flechas en Aj, cuando 
Abole se encuentra sola (flechas en B), y cuando están asociadas con fuerza y 
generan la señal FRET, mostradas en una imagen corregida y faleemnente coloreada (E). 
Desde que se sabe que Slap forma parte de la maquinaria de endocitosis, este 
experimento asocia físicamente estos procesos comal proceso de unión desciina adas — = 
células del córtex, (De D.T. Warren et aL, £ Cell 3d. 1153 7/03-1719, 2007. Conde: cs 
autorización de "he Company of Biologiste) y 


forrnación sobre parámetros cinéticos de la proteína. Esta técnica, que se realiza con un nal- ] E 
croscopio confocal, se conoce como recuperación de Huorescencia tras fotoblanqueado 
(ERAP: fluorescente recovery after photobleaching) y, como la fotoactivación, puede propor- 
2 cionar una información cuantitativa ray valiosa sobre una proteína de interés, corno los 
coeficientes de difusión <ATGT>, velocidades de transporte activo o tasas de unión y diso- 
ciación a Otras proteínas (Figura 9-31). 


indicadores que emiten luz pueden medir concentraciones 
intracelulares de ianes que cambian con rapidez 


Una vía para estudiar los procesos químicos de una sola célula viva consiste en insertar la fi- 
ha punta de un relcrselectrodo de cristal, sensible a lones, directamente en el interior de la 
célula y a través de la mernbrana plasmánea. Esta técnica se utiliza para medir las concen- 
traciones intracelulares de iones inorgánicos muy comunes, tales como H*, Nat, K*, Cr y 
Ca?*. Sin embargo, los mícroslectrodos sensibles a lones sólo revelan la concentración ióni- 
ca de un punto de la célula, Además, su respuesta es lerica y en ocasiones irregular para lonés 
que se hallan presentes a concentraciones muy bajas, como es el caso del Ca?*. Por ello, es 
tos electrodos no son adecuados para medir los cambios intracelulares rápidos y tvansitorios 
de la concentración de Ca?*, que tan importantes son para permitir a las células responder. 
a señales extracelulares. Estos cambios pueden ser analizados mediante la utilización de 
indicadores sensibles a iones, cuya emisión de luz refleja la concentración local del ion, 
" Algunos de estos indicadores son luminiscentes (emiten buz de forma espontánea) mientras 
que otros son fuorescentes (emiten Juz cuando son expuestos a la luz). . 7 


ES 
AS 
DR 


S 


? 
ces 


Figura 2-29 Determinación del flujo de microtúbulos del huso mitótico utilizando fiuoresceína enjay- 
laca mida a tubilina. (A) Un huso en metafase formado ín vitro a partir de un extracto de huevos de 
XAenopus ha incorporado tres marcadores fkorescentes: tubulñina unida a rodariina rojo) para marcar Lo- 
2os los microtóbulos, en colorante azul unido al ONÁ que marca los cromosornas, y fuoresceina enfarila- 
da Grida a tubulina, que también se incorpora a todos los microtúbulos pero que resulta invisible 
“¿debido a que no es fluvorescente- hasta que no se active con luz ultravioleta. En (B) se utiliza un haz de 
luz ultravioleta para liberar de forma focal la fluoresceína enfaulada unida a tubulina principalmente en el 
lado izquierdo de la placa metafásica. Durante los minutos siguientes (después de un minuto y medio en 
Cy de dos minutos y medio en DJ, la señal de tubufina unida a Ruoresceiña iberadase desplaza hacia el 
palo izquierdo del huso; lo cual indica que la tubulina se desplaza continuarnente hacia los polos a pesar 
de que el huso (visualizado a través de la fluorescencia de la tubulina marcada con rodamina roja) perma- 
nece casi inalterado. (De KE. Sawin y TS. Mitchison, 4 Cel[ Biol 112-341-954, 1991. Con la autorización de 
The Rockefeller University Press) 
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fotoactivación tivorescenda en la 
región teleoconada 
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La aecuorina es una protefas luniniscente, aislada 2 partir de medusas marivas, que 


emite luz en presencia de Ca?* y responde a los cambios de concentración de Ca?* enel ran- 


go de 0,5 a 10 yM. Si se raicrolnyecta por ejeraplo en tn óvulo, la aecuorina exaite un deste- 
llo de luz en respuesta a la súbita y localizada ihberación de Ca?* que se produce en el interior 
del citoplasma cuando el óvulo es lecundado (Figura 9-32). La aecuorina también ha sido 
expresada de forma transgénica en plantes y en otros organismos con lo que se ha conse- 
guido un método de seguir la concentración de Ca?* en todas les células de estos organis- 
mos, sin necesidad de utilízar la microinyección, que sería un proceso dificil. 

Las moléculas biohuminiscentes como la aecuorina emiten cantidades de luz muy pe- 
queñas como mucho unos cuantos fotones por cada molécula indicadora que resulta 
difícil de medir. Los indicadores fuorescentes erniten muchos más fotones por molécula y, 
por tanto, son más fáciles de medir y dan mejox resolución espacial. Se han sintetizado la" 
dicadores fuorescentes de Ca?* que se unen con Fuerza al Ca?* y que cuando están libres 
son excitados a longitudes de onda ligeramente más largas que cuando están unidos a El 
Midiendo la proporción de intensidad fluorescente a las dos longitudes de onda de excita- 
ción, puede determinarse la proporción de concentraciones entre el jadicador unido a 
Car y el indicador Mares Esta. jelación proporciona una medida precisa de la concen- 
tración de Ca?* libre. ¿CGTOS Indicadores de este tipo se utilizan para el seguimiento, 
segundo a segundo, de las variaciones de la concentración intracelular de Ca?t en dite- 
rentes zonas de la célula, visualizándolas mediante un nucroscopio de fluorescencia 
(Figura 9-33). <AGGA> 


posblanqueado 20 min 


10 pun 


forablanqueado selección de la recuperación de Huorescenda 
E región blanqueado en la región seleccionada 


células control 
(8) no tratadas 


Figura 9-30 Fotoactivación. 


La fotoactivación es la acuvoción inducida 
por la luz, que incide sobre una molécula. 
inerte, hacia un estado activo, En este 
experimento, se expresa una vallante 


Jotoactivable de la GFP en una célula animal 
«en culiivo, Artes de la activación (dermpo 0), 


enta región seleccionada (circulo rojo) 


- sedetecta poca o nose detecta GFP 


Ruerescente cuando es excitada con luz azul 
de 488 nm. Sin ernbargo, después de la 
activación, aplicando un pulso de luz láser UN 
de 433 nen, aparece una flunrescencia 
brillarite en la región seleccionada (uerde). 

Se puede medir el desplazarráento de la GF2 


-. difundiendo fuera de esca región. Dado que 


únicamente pueden ser fluorescentes las 


«proteinas fotoactivadas dentro de la célula, 
- se han podido seguir las vías de tráfico, 


recambio y degradación de las proteínas. 

(B, de Y Lippincott-Schwrartz y GH, Patterson, 
Sdenze 3008791, 2003. Con la autorización 
de ABRAS.) 


Figura 9-31 Recuperación de fluorescencia 
tras fotoblanqueado (FRAP). Un fuerte pulso 
de kuz láser puede extinguir, o blanquear, la 
fuerescencia de la GF? Mediante el blanque- 
ado selectivo de una serte de moléculas de 
proteina marcadas en una región, el micros" 
copista puede seguir alo largo del tiempo la 
recuperación, a medida que las moléculas 
que siguen sendo fuorescentes entran en la 
región decolorada. En el experimento mos- 
trado en (A), se utilizan células de mono en 
cultivo que expresan galactosiltransferasa, 
una enzima que se recicta de forma constante 
entre el complejo de Golgi y el retículo endo- 
plasmático. El complejo de Golgi se ha blan- 
gGueado selectivarnmente en una delas dos 
células, mientras que la producción de nueva 
proteína fiuorescente es bloqueada mediante 
tratamiento de las cétulas con cidoeximida. 
La recuperación, tras un periodo de segut- 


séento, indica que les moléculas de proteína 


se desplazan desde el ER hacta el complejo 
de Golal (8) El esquema del experimento se 
muestra en (A) (A, de 3. Lippincott- Schwartz 
etal, Histáchera. Cell Biof, Y 1627107 2001. 
Con la autorización de Springer Verlag.) 
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Figura 9-32 Aecuorina, una proteína luminiscente, La proteína lurniniscente aecuorina 
esnite uz en presencia de caicio libre. En esta figura se ha inyectado secuoriha a un huevo 
de pez medaka, la cual ha difundido por el citosol A contibuación, el éwslo se ha fecundado 
con tin espermatozoide y se ha eseminado con la ayuda de una cámara mery sensible. 

Las cuatro fotografías que se presentan fueron tomadas a intervalos de 10 segundos 
roirando hacia abajo el punto donde entró el espermatozoide. Las inágenes revelan una 
onda de liberación de caído libre en el citosol a partir de reservorios mtracelulares justo 

por debajo del lugar donde entró el espermatozoide, tal como se indica en el diagrama de 
la izquierda. (Fovografias reproducidas de 1. Giikey LE Safe, EE. Ridgueray y GT. Reynolds, 
3,CeB Biol, 70:448-266, 1978. Con la autorización de The Rockefeller University Press 


Existen indicadores fluorescentes semejantes a éstos que son útiles para medir otros 
jones; por ejemplo, algunos de ellos se utilizan pera medir B* y, porlo tanto, el pH intracelu- 
lar. Algunos de estos indicadores pueden entrar en las células por difusión, por lo que no es 
necesario microbayectarlos, lo que permite controlar al microscopio de Hluorescencia un 
gran número de células simultáneamente. Los nuevos tipos de indicadores y su usilización 
conjunta con los modernos métodos de análisis de imagen posibilitan el desarrollo de mé- 
todos rápidos y precisos similares a éstos que permiten analizar las variaciones de las con- 
centraciones intracelulares de muchas otras pequeñas moléculas. 


Existen diferentes sistemas que permiten introducir en tuna célula 
moléculas para las que la membrana celular sea impermeable 


A menudo resulta útil poder introductr en la célula moléculas que no pueden atravesar la 
membrana, como anticuerpos que reconocen determinadas proteínas intracelulares, pro- 
teínas celulares normales que han sido marcadas con un compuesto fluorescente o molécu- 
las que afectan la conducta de la célula. Une aproximación consiste en miecroinyectar estos 
compuestos a la célula mediante una micropipeta de vidrio. 

Cuando se microinyectan en una célula, los anticuerpos pueden bloquear la función de 
la molécula que reconocen. Por ejemplo, la inyección de anticuerpos antiruiosina-I en un 
óvulo fecundado de erizo de mar impide que el óvulo se divida en dos, a pesar de que la di- 
visión nuclear se produce normalmente. Esta observación demuestra que la miosina 
desempeña 11 papel crucial en el proceso contráctil que divide el citoplasma durante la di- 
visión celular, pero que no es necesaria para la división nuclear. 

A pesar de que la microinyección es una técnica muy utilizada, supone la inyección de 
cada célula, una por una; por esta razón solamente resulta posible estudiar a la vez como 
mucho varios cientos de células. Otras aproximaciones permiten permeabilizar de forma si- 
multánea grandes poblaciones de células. Por ejemplo, utilizando potentes choques elécui- 
cos o agentes químicos coro bajas concentraciones de detergentes, se rompe parcialmente 
la estructara de la membrana plesmática de la célula para permeabilizarla. La técnica eléc- 
trica tiene la ventaja de generar grandes poros en la membrana plasmática sin dañar las 
membranas intracelulares. Dependiendo del tipo celular utilizado y del úpo de choque eléc- 
trico que se aplique, los poros se mantienen abiertos durante intervalos de tiempo que pue- 
den oscilar desde minutos hasta horas, y permiten incluso que las macromoléculas entren [y 
salgan) del citosol rápidamente. Este proceso de eleciroporación también es útil en genética 
molecular, ya que permite introducir moléculas de DNA en el interior de la célula. Si el tra- 
tamiento ha sido suave, un elevado porcentaje de las células tratadas consigue reparar sus 
membranas plasmáticas y sobrevive. 


Figura 9-33 Visualización de la concentración de Ca%* intracelular utilizando up 
indicador fluorescente. El rarnificado árbol de dendritas de una célula de Purkinje del cere- 
belo recibe más de 100.000 sinapsis de otras neuronas. La señal de salida de la célula se 
transporta por un solo axón, que se ve safiendo del soma celular en fa parte inferior de la f- ' 
gura. Esta imagen de la concentración intracelular de calcio de una célula de Purkinje (del 


cerebelo de un cobaya) se obtuvo utilizando Una cámara de gran sensibilidad y el ind Ícador 
fivorescente sensible al Ca?*, fura-2. La concentración de Ca? libre está representada por 


diferentes cotores, siendo la mayor concentración el color rojo y la menor azul, Las mayores 
concentraciones de Ca%* se presentan en los centenares de ramas dendríticas. (Por cortesía 
de Df Tank, 14. Connor, NL Sugimori y EUR. Ulinas) 
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Un tercer método para introducir grandes moléculas en las células consiste en provocar 
la fusión con la membrana plasmática de vesículas membranosas que contengan en su in- 
terior estas moléculas. Este método se utiliza habitualmente para aportar ácidos nucleicos a 
células de mamifero: DINA para estudios de transfección o RNA para experimentos de RNAÍ 
(se describe en el Capíndo 8). En el carpo de la medicina tarmbién se ha utilizado como mé- 
todo para la administración guiada de nuevos compuestos farmacéuticos. 

Por últimao, las moléculas de DINA y de RNA tarmbién pueden ser introducidas física- 
mente en determinadas células disparándolas a una elevada velocidad, acopladas a particu- 
las de oro coloidal. Las células vivas a las que hemos disparado estas partículas de oro 
coloidal acopladas a ácidas nucleicos (por lo general de menos de 1 pm de diémetnro) pue- 
den incorporar con éxito el RNA (p. ej. utilizándolo para estudios de expresión transitoria o 
de RNAD o el DNA fpara transfección estable) introducidos. Estos chatro métodos se utilizan 
ampliamente en biología celular y se llustran en la Figura 9-34, : 


La luz se puede utilizar tanto para ver objetos microscópicos 
como para manipularlos 


Los fotones tienen un pequeño momento cinético. Esto significa que un objeto que absorbe 


a refracta un haz de luz experimenta una pequeña fuerza. Con fuentes de luz normal esta 
presión de radiación es dernasizdo pequeña como para ser significativa. Sín embargo, a es- 


cala cósmica esta fuerza sí que es importante fayuda a evitar el colapso gravitacional de las 
estrellas). Aunque más modestamente, también lo es en el laboratorio de biología celular, 
ya que un potente láser puede ejercer fuerzas suficientes para empujar pequeños objetos 
dentro de una célula, Si el rayo láser se dirige sobre un objeto que tenga un índice de re- 
fracción más alto que los objetos que le rodean, el rayo será refractado haciendo que un 
gran número de fotones cambien de dirección. El parón de deflexión de los fotones man- 
tiene el objeto en el foco del rayo; sí comienza a desplazarse de esta posición, la presión de 
radiación del láser, al actuar con más fuerza en un lado que en el otro del objeto, lo empu- 
jería de nuevo al foco. Ásí, mediante un láser, normalmente un infrarrojo, que sea absorbi- 
de de forma minima por los constituyentes celulares, es posible crear una pinza óptica que 
permite desplazar objetos subcelulares, como orgánulos y cromosomas. Este métedo, al 
que a veces se le denomina pinza de láser <CGCG><CACA> se ha utilizado para medir la 
fuerza que ejerce una molécula de acúna-miosina, un microtúbulo y la ENA polimerasa 
(Figura 9-35), 


fusión de membranas inducida, 
entre las vesicutas y la membrana 
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Figura 9-34 Métodos utilizados para 
introducis en una cólala tina sustancia 


para la cual la membrana es impermeable, 


EnfA)a sustancia es inyectada mediante 
una micropipeta, aplicando una presión o, 
sila sustancia está cargada eléctricamente, 
áplicando un voltaje que obligue a la 
sustancia a pasar al interior de la céluta 
como Una corriente iónica técnica 
denominada jontoforesis). En (B) la 
membrana celular se hace transitoriamente 
permesbie a la sustancia que querernos 
introducir rompiendo la estructura de la 
membrana medianze un breve pero imenso % 
shock eléctrico (p. el. de 2000 voltios por. 
centímetro durante 200 piseg). En (CU) se 
utiliza un sisterna de fusión de membranas, 
Se pueden cargar vesículas rodeadas de 
membrana con una sustancia deseada y 
luego inducidas a fusionarse con la célula 
diana. En (D) se ttilizan partículas de oro 


introdudr un nuevo gen en el núcleo. 
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Un láser más potente que sea absorbido más fuerternente por el material biológico se 
puede utilizar como “cuchilla óptica” —para matar una célula, cortada o hacer agujeros que- 
imándola, o para separar un componente intracelular de otro. En este senádo, los recursos 
úpticos proporcionan una herramienta básica para la miccocinigía celular 


Se pueden visualizar moléculas individuales utilizando 
microscopía fluorescente de reflexión interna total 


Se pueden utilizar pequeñas bolitas corno marcadores para seguir Jas huellas de ios despta- 
zarnientos de las proteínas, pero es claramente preferible ser capaces de visualizar las 
propias proteínas. Eu principio, esto se puede conseguir marcando la proteína con una mo- 
lécula Suorescente mediante la unión química de una pequeña molécula fluorescente a 
moléculas aisladas de la proteína de interés o expresando constmcciones de fusión de pro- 
teínas fluorescentes (véase p. 593). Sin embargo, en los microscopios normales, las molécu- 
las fíuorescentes individuales no pueden ser detectadas. La limitación no tiene que ver con 
el ímite de resolución, sino que procede de la interferencia de la luz emitida por las molé- 
culas fuera de foca que anula la fluorescencia que procede de la molécula particular de inte- 
vés. Este problema se puede resolver con la utilización de una técnica óptica especializa- 
da denorcinada microscopía fluorescente de reflexión interaa total (TIRE: toral internal 
reflectance fluorescence). Ec. un microscopio TIRE una luz láser ilumina la superficie del 
cubreobjetos con el ángulo crítico a1 que se produce la reflexión intema total (Figura 9-384), 
Dada esta reflexión interna total, la luz no entra en la muestra y, por tanto, la mayoría de las 
eoléculas Buorescentes no sou luminadas. Sin embargo, la energía electromagnética se ex- 
tiende, como un campo evanescente, a una distancia neuy corta más allá de la superficie del 
cubreobietos y hacía adentro de la muestra, permitiendo que se exciten (nicamente estas 
moléculas cercanas al haz y a la superficie, Cuando estas moléculas emiten fuorescencia, la 
luz que desprenden po compite con la hoz de las moléculas cercanas situadas fuera de foco, 
por lo que puede ser detectada, La microscopía TIRE ha permitido realizar experimentos ex- 


* traordinarios, como imaginar una proteína motor desplazándose a lo largo de 11m microtú- 


bulo a detectar un filamento de actina polimerizando y despolimerizando. Sin embargo, par 
aborala técnica está restringida a una fina capa de sólo 100-200 no de la superficie celular 
(Figura 9-36 B y O). , : 


Las moléculas individuales se pueden tocar y desplazar 
utilizando la microscopía de fuerza atómica 


La roicroscopía de TIRF permite visualizar las moléculas de forma individual, pero es un mé- 
todo de observación pasivo, Para estudiar las funciones de las mojécelas resultaría rauy 461 
ser capaz de manipular las moléculas una a una, y esto es precisamente lo que se puede con- 
seguir con la microscopía de fuerza atómica (AFM: atomic force microscopa). En un disposi- 
tivo AFM se fabrica una punta muy pequeña y fina, de silicona o nitruro de silicona, 
utilizando métodos de nanofabricación similares a los que se utilizan en la industda de los 
serniconductores, Esta punta del AFM, se une a un brazo voladizo Mexible montado sobre 
un sistema de posicionamiento extremadamente preciso que permite que se desplace a dis- 
tancias muy pequeñas. Además de esta capacidad de movimiento tan precisa, eL AFM es ca- 
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Figura 9-38 Pinzas ópticos. Se puede utilizar 
un haz de luz láser erfocado para atrapar 
particulas microscópicas y maverlas 2 
vollintad. <CGO6> En este experimento, se 
utilizaron una pinzas ópticas para ordenar 
pequeñas holas de sílice (0,2 nn, fecha), 
recubiertas con algunas moléculas de 
quinesina (0 seg, y situadas en un axonema 
dillar sistado formado por microtóbulos 

(20 seg). El halo brillante es la reflexión 

del láser enla interfase de agua y el 
cubreobjetos. La quinesina situada sobre 

la bola loerada ( mini acopla la hidrólisis 
de ATP al desplazamiento e lo largo del 
microtúbuto del axorterna y potencia 

del desplazamiento de la bala (A min, 

(De S.A, Blocker al, Nature 348:348-352, 
1990, Con la autorización de Macraillan 
Publishers Lid.) 
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paz de medir ia fuerza mecánica realizada por su punta cando se desplaza sobre la super- 
ficie (Figura 9-374). Cuando se desarrolló el AFP se pretendía obtener una tecnología de 
imagen que permitiera medir características a escala molecular sobre una superficie. 
Cuando se uliza de esta forma, la sorda se escanea sobre la superficie desplazándola arri- 
ba y abajo lo que sea necesario para mantener una fuerza de interacción constante con la 
superficie, revelando asila presencia de cualquier objeto, como una proteina, que pueda es- 
ter presente en la superficie plana (véase Piguras 10-14 y 10-22). Sin embargo, la AEM no se 
Éimita a obtener imágenes de superficies, sino que también se puede utilizar para tomar y 
desplazar moléculas individuales, a una escala molecular semejante a las pinzas ópticas des- 
critas. Utilizando esta tecnología, se pueden medir con detalle las propiedades mecánicas de 
las ranoléculas individuales de proteína. Por ejemplo, la AFM se ha utilizado para desplegar 
una sola molécula de proteína para medir la energía implicada en el plegado de un dominio 
(Figura 92-378). En la actualidad, se está empezando explorar todo el potencial que tiene la 
AFM para sondear mecánicamente las proteínas, así como para ensamblar proteinas indivi- 
duales formando complejos definidos, pero parece probable que esta herramienta irá ga- 
nando importancia en el futuro, 


Las moléculas se pueden marcar con radioisótopos 


En biología celular a menudo resulta importante cuantificar una molécula determinada y 
saber dónde se encuentra en la célula y cómo cambian sus niveles o su localización en res- 
puesta a señales extracelulares. Las moléculas de interés van desde pegueños iones inorgá- 
nicos como Ca?* o H*, hasta grandes macromoléculas, como determinadas proteínas o 
secuencias de DINA o de RNA. Hasta ahora hemos descrito cómo se pueden utilizar los mé- 
todos sensibles ala fluorescencia para estudiar este tipo de moléculas y para seguir su com- 
portamiento dinámico en muchas de las células vivas. Para terminar esta sección vamos a 
describir cómo se utilizan los radioisótopos para marcar el camino que siguen moléculas 
concretas a través de la célula. . 

La mayoría de los elementos que se presentan en la neturaleza son una mezcla de isó- 


topos ligeramente diferentes. Estos isótopos se diferencian entre sí por la masa de sus nú- . 


cleos atómicos, pero dado que tienen el mismo número de protones y de electrones, tienen 
las mismas propiedades químicas. Los núcleos de los isótopos radiactivos, o radioisótepos, 
son inestables y sufren desintegraciones de forma alearoría en el tiempo, dando lugar a 
átomos diferentes. En el curso de estas desintegraciones se emiten partículas energéticas 
subatómicas como electrones, o radiaciones como los rayos garma. Utilizando sistemas de 
síntesis química para incorporar uno o más átomos radiactivos a pequeñas moléculas 
de interés, como un azúcar o un aminoácido, se puede seguir el destino de esta molécu- 
la durante cualquier reacción biológica. o. - 


Los radioisótopos petmales son poco frecuentes (a causa de su inestabilidad), pero se .. . 


pueden producir en grandes cantidades en reactores nucleares, bombardeando diferentes 
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Figura 9-36 La microscopía TIRE permite 

la detección de una molécula fluorescente, 
(5) La rmricroscopta TRE utiliza la luz láser 
excitedora paca llurninar la superficie del 
cubreobjetos en un ángulo crítico, en el 
quetoda la luz es reflejada por la interfase 
crístal-agua. Parte de la energía 
electromagnética se extiende, a pequeña 
distancia, a través de la interfase corno una 


. Onda evanescente que sólo excita aquellas 


Imoléculas que están muy cerca de la 
superficie. (8) En esta imagen se ha utilizado 
la microscopía IRE para representar 
moléculas de miíosina-GFP (puntos verdes] 
unidas a filamentos de actina no 
fluorescentes (0), que no son visibles 

pero que están unidos a la superficie del 
cubreobjetos, (Cortesta de Dmitry Cherry 

y Clive KR Bagshave) 
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Figura 9-37 $e pueden manipular moléculas individuales de 

proteína mediante microscopía de fuerzas atómicas. (A) Esquema 200 
delos componentes fundamentales de un microscopio de fuerzas 

atómicas (AFM: atomic force microscope) que muestra la punta sensora 

de fuerzas Unida al extrerno de una mafécula de proteína en el 

experimento descrito en (B). (8) La titina es una molécula de proteína E ' 
que proporciona al músculo su elasticidad (véase la Figura 16-76), La 0 109 209 300 
capacidad de extensión de esta proteína se puede examinar (2) extensión (nm) 

directamente utilizando una proteina generada de forma artificia? que 

contiene ocho repeticiones de dominio lg de una región de la proteína 

títina. En este experímento, la punta del AFM se usa para levantar y 

estirar progresivamente una motécula hasta que se rompe. Cuando se 

aplica la fuerza, el dominio tg comienza a desplegarse bruscamente 

y puede medirse en cada caso (alrededor de 200 pN). La región de 

fa curva fuerza-extensión muests en verde los desplegamientos 

secuenciales ocurridos en cada uno de los ocho dominios. (Adaptado 

de W.A. Linke etal,, J Struct. Blof, 137:194-205, 2002. Con fa autorización 

de Elsevier) 


“átomos con partículas de alta energía. Como resultado este avance, hoy disponemos de las 


formas marcadas radioisotópicamente de muchos compuestos importantes desde el puato 
de vista biológico (Tabla 9-1). La radiación que emiten se puede detectar de diferentes ma- 
neras. Los electrones (partículas B) pueden ser detectados en un contador Geiger por la 
lonización que producen en un gas o se pueden cuantificar con un contador de centelleo 
gracias a las pequeñas chispas de luz que generan en un líquido de centelleo. Estos métodos 
hacen posible medir cuidadosamente la cantidad de un radioisótopo determinado que 
existe en una muestra biológica. También es posible determinar la localización de un radioi- 
sótopo en una muesta utilizando una autorradiografía, como describiremos más adelante, 


Todos estos métodos de detección son muy sensibles: en condiciones favorables pueden de- Tabia 9-1 Algunos radioisótopos 
tectar casí todas las desintegraciones que se producen y, porlo tanto, casi tados los átormos de uso habitual en investigación 


radiactivos que se desintegran. 


Los radioisótopos se utilizan para seguir la pista de moléculas a 
tanto en las células como en los organismos 


j Mo a : y “5570 óños 
Una de las primeras aplicaciones de la radiactividad en la biología consistió en seguir la ru- e 164 días 
ta química del carbono durante la fotosíntesis. $e mantuvieron algas verdes unicelulares en e Ma E "123 años 
una atmósfera que contenía COz marcado radiactivamente (14C0,) y, tras periodos variables "7 7 - A 
de tiempo después de haber sido expuestos a la huz solar, se separaron sus contenidos solu- Los isótopos estár, ordenados en orden 
a E A decreciente de energía de radiación $ 
bles mediante cromatografía sobre papel. Colocando una hoja de película fotográfica sobre 


telecrones) que emiten. A Pl huarmbiéa 
.. ernite radiación y. La vida media es el ierngo -. 
“ requerddo para que se desintegre el 50% 

de los átomos de un isótopo, 


el cromatograraa seco se detectaron jas pequeñas moléculas que contenían MC derivado del 
COz. De esta manera, se identificaron los principales componentes de la vía fotosintética, 
desde el CO; hasta el azúcar, 
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Las moléculas radiactivas se utilizan para seguir el curso de casi todos los procesos ce- 
lulares. Un experimento típico puede coosisdr en añadir a las células in precursor en su for- 
ma rediactiva. Las moléculas radiactivas se mezctarán con las moléculas preexistentes no 
marcadas; ambos tipos de moléculas serán tratados de forma idéntica por la célula, ya que 
sólo se diferencian en el peso de su núcleo atómico. Se podrán seguir los cambios dela loca- 
tización o de la forma química de las moléculas radiactivas en fanción del dermpo. Á rmenu- 
do, se puede aumentar la resolución de estos experimentos utílizando un protocolo de 
marcaje denominado de pulso y caza, en el que el material radiactivo (el pulso) se añade 
durasite un periodo de tempo muy corto y después es eliminado mediente lavado y susti- 
tuido por moléculas no radiactivas. Á intervalos regulares de tíermpo, se tomen muestras y en 
cada una de ellas se identifica la forma química o se localiza la radiactividad (a caza) (Figura 
9-28) Los experimentos de pulso y caza combinados con la autorradiografía (véase más 
adelante) han sido importantes por ejemplo para diiucidar el carino seguido por las prote- 
ínas de secreción desde el retículo endoplasmático hasta el exterior celular 

El mercaje radicisotópico es un sisterna inigualable para diferenciar moléculas que son. 
químicamente idénticas pero que tienen historias dNerentes moléculas que se diferencian 
en su momento de síntesis. De esta manera, por ejeraplo, se demostró que casi todas las 20- 
léculas de una célula viva son degradadas de forma continua y reemplezadas por otras, in- 
chuso cuando la célula no está creciendo y parece que se encuentra en estado estacionario. 
Estos procesos de “recarabio” que algunas veces tiene lugar rauy lentamente, serían imposi- 
bles de detectar sin el uso de radioisótopos, 

En la actualidad, casi todas las pequeñas moléculas cormunes están disponibles comer- 
cialmente en forma radiactdva y casi cuslquier molécula biológica, por muy complicada que 
sea, puede marcarse con radiactividad, Los compuestos se pueden marcar con radiactivi- 
dad incorporando átomos radiactivos en posiciones determinadas de su estructura, lo cual 
permite seguir los diferentes destinos de distintas zonas de una misma molécula durante las 
reacciones biológicas (Figura 9-39). 

Corno hemos mencionado anteriormente, una de las aplicaciones importantes de la 
radiactividad a la biología cefular consiste en la localización por autorradiograñía de corn- 
puestos radiactivos en secciones de células enteras o de tejidos. En este procedimiento, las 
células vivas son expuestas brevemente a un pulso de un compuesto radiactivo determinado 
y se incuban durante un periodo variable de tiempo -paza permitir que el compuesto se n- 
corpore— antes de fijarlas y tratarlas para rnicroscopía óptica o electrónica. Posteriormente, 
cada preparación es recubierta con una na película de una emulsión fotográfica y se colo- 
ca en la oscuridad durante varios días, durante los cuales parte del radioisótopo se desinte- 
gra. Entonces la enmusión se revela y se determina la posición de la radiactividad en cada 
célula mediante la posición de los granos oscuros de plata generados (véase Figura 3-29), 
Asi por ejemplo, la incubación de células con un precursor radiactivo del DNA (timidina $4), 
muestra que el DNA se sintetiza en el núcleo y que permanece allí (Figura 9-40). En cambio 
el marcaje de la células con un precursor radiactivo de RNA (uridina*H) revela que el RNA se 
sintetiza inicialmente en el núcleo de la célula (véase Figura 4-62), pero que luego se des- 
plaza con rapidez hacia el citoplasma. Las moléculas marcadas con radiactividad también 
pueden ser detectadas por autorradiografía después de haber sido separadas de otras molé- 
culas mediante electroforesis en gel de esta manera se detecta la posición tanto de las pro- 
teínas (véase Figura 8-23) corno de los ácidos nucleicos (véase Figura 8-33A). 


Figura 9-38 Lógica de un experimento 
típico de pulso y caza ttilizando 
radiocisótopeos. Los recipientes marcados con 
A,8,Cy O representan compartimientos 
diferentes de la célula (detectados mediante 
técnicas de autoradiografía o de 
fraccionamiento subcelular) o compuestos 
químicos distíntos (detectados mediante cro- 
metografía u otros métodos químicos), 
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Resumen 


Existen muchas técnicas de microscopía óptica que permiten obseruar las células. Las célt- 
las que han sido fijadas y teñidas se pueden estudiar en ton microscopio óptico convencional, 
o se pueden utilizar anticuerpos acoplados con marcadores fluorescentes para localizar de- 
terminadas moléculas en las células, ucilizando tin microscopio de fluorescencia. Las células 
vivas se pueden obseruar con microscopios de contraste de fases, de contraste de interferencia 


diferencial, de campo oscuro o de campo claro. Las técnicas de procesamiento digital de imá- 


genes facilitan todas las formas de microscopía óptica, ya que incrementan la sensibilidad y 
refinan la imagen. La microscopía confocal y la deconvotución de imagen permiten obtener 
delgadas secciones ópticas y pueden ser utilizadas cds la reconstrucción toa de 
las imágenes. 

En lá acuualidad disponemos de un gran número de técnicas que permiten tecla me- 


dir y seguir casi cualquier molécula de interés en el interior de una célula. Por ejeriplo, los. 


indicadores fluorescentes se pueden introducir en la célula para medir las concentraciones de 
deverminados iones en células individuales o incluso en diferentes partes de una célula. El 
comportamiento dinámico de muchas moléculas se puede seguir en una célula viva constru- 


yendo un precursor inactivo empaquetado, que puede ser irtroducido en ta célula y posterior- 


mente ser activado de forma instantánea en una región selecciónada de la célula mediante 
una reacción de estimulación por luz. La GFP (green fhuorescent protein) es una sonda espe- 
cialmente versátil que se puede unir a otras proteínas por manipulación genética. Casi cual- 
quier proteína de interés se puede generar por ingeniería genética en forma de una proteína de 
fusión con GPP; entonces se puede observar en el interior de la célula viva mediante microsco- 
pla de fluorescencia, Tembién se pueden utilizar isótopos radiactivos de varios elementos pa- 
ra seguir el destino de determinadas moléculas, tanto desde un as de vista bioquímico 
como microscópico. 
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Figura 9-29 Moléculas marcadas 

con isdtopos radiactivos. Tres 

formas radiactivas del ATP, disponibles 
comercialmente, Los átomos radiactivos 

se muestran en rojo, Ternibién se indica 

la nomenclatura unilizada para identificar la 
posición y el tipo de los átomos radlactivos, 
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Figura 9-49 Autorradiografía. Este tejido ha 
sido expuesto durante un corto periodo de 
tierpo a úrnidina 3H. Las células que están 
replicando ste DNA incorporan en el nóciao 
este precursor marcado rediactivamente y 
posteriormente se pueden visualizar por 
autorradiografía, Los granos de plata, que 
aparecen como puntos negros de la ermuisión 
fotográfica sobre la sección, revelan qué 
célula está sintetizando DNA nueva. Los 
núdeos mostrados corresponden al epitelio 
sensitivo del oído interno de pollo. (Cortesta 
de Mari Alarchol y jefírey Corera) 
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OBSERVACIÓN DE CÉLULAS Y MOLÉCULAS 
CON EL MICROSCOPIO ELECTRÓNICO 


La huz visible es linitante en cuanto el grado de detalle que puede revelar. Utilizando otros ti- 
pos de radiación en especial en los microscopios electrónicos-, los microscopístas pueden 
resolver estructuras mucho más pequeñas de las que es posible resolver con luz visible. Esta 
mayor resolución tiene uu coste: la preparación de las muestras para microscopía electróni- 
ca es mucho roás compleja y resulta mucho más difícil de asegurar que lo que veros en la 
imagen corresponde de forma precisa a la estructura real que estarnos examinando. Sin enmn- 
bargo, ahora es posible utilizar la congelación muy rápida para preservar fielmente las es- 
tructuras para microscopía electrónica. Se puede utilizar el análisis digital de las imágenes 
para reconstruir objetos tridimensionales combinando información procedente de muchas 
partículas individuales o de muchas imágenes de un mismo objeto. En conjunto, estas 
aproximaciones incrementan la resolución y las aplicaciones de la microscopía electrónica 
hasta el punto en que podemos empezar a obtener imágenes fieles de las estructuras de las 
macromoléculas individuales y de los complejos que forman. 


El microscopio electrónico resuelve la estructura fina de la célula 


La relación entre el límite de resolución y la longitud de onda de la huz que se utiliza para hu- 
minar la muestra (véase la Figura 9-6) es válida para cualquier forma de radiación, con in- 
dependencia de que sea un haz de luz o un haz de electrones. Sin embargo, en el caso de los 
electrones el límite de resolución puede llegar a hacerse muy pequeño. La longitud de onda 
de un electrón disminuye a medida que aumenta su velocidad, En un microscopio electró- 
nico que tenga un voltaje de aceleración de 100,000 voltios, la longitud de onda de un elec- 
trón es de 0,004 nra. Así, en teoría, la resolución de un microscopio de este tipo sería de 
aproximadamente 0,002 nrn, lo cual es tinas 100.000 veces mayor que la de un microscopio 
Óptico. Sin embargo, debido a que las aberraciones de las lentes electrónicas sori mucho más 
difíciles de corregir que las de las lentes de cristal, el poder de resolución real de la mayoría 
delos microscopios electrónicos actuales es, en el mejor de los casos, de 0,1 nun (1 A) (Figura 
9-41). Esto es debido a que en las lentes electrónicas, solamente es válido su centro exacto y, 
por tanto, su apertura numérica real es muy pequeña. Ademés, los problemas de prepara- 
ción de la muestra, de contrastado y de lesión por la radiación, limitan clezamente la resohu- 
ción normal para los materiales biológicos a unos 1 nm (10 A), unas 200 veces mayor a la 
resolución de un microscopio óptico. Además, en los últimos años la fabricación de micros- 
copios electrónicos se ha mejorado gracias al desarrollo de fuentes de uminación electró- 
nica Hamadas pistolas de emisión de campo. Estas fuentes, muy brillantes y uniformes, 
pueden mejorar sustancialmente la resolución que se consigue, 

Elmicroscopio electrónico de transmisión (TEM: transmission electron microscope) es 
parecido a grandes rasgos a un microscopio óptico, aunque es de mayor tamaño e invertido 
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Figura 9-41 Lirnite de resolución del 
microscopio electrónico. Electromicrografía 
de una fina capa de oro, en la que cada uno 
de los átomos aparece como manchas 
britlantes. La distancia entre los átomos de 
oro adyacentes es de unos 0,2 nr (2 A). 

[Por cortesía de Graham Hills) 


Figura 9-42 Características priticipeles de 
up microscopio óptico y de tin microscopio . 


electrónico de transmisión. El esquema 


pone de relieve las simifitudes generales del 
diseño de estos dos tipos de microscopios. 
Las lentes del microscopio óptico son de 


«vidrio mientras que las del microscopio 
- electrónico son bobinas magnéticas. 


El microscopio electrónica requiere que 
la muestra se coloque en el vacio, La 
fotografía de la derecha muestra un 


_ microscopio electrónico de transmisión 


en funcionamiento. (Por cortesía 
de la FE] Company Ltd.) 


OBSERVACIÓN DE CÉLULAS Y MOLÉCULAS CON El MICROSCOPIO ELECTRÓNICO 


(Figura 9-42), La fuente de iluminación es un filamento o cátodo situado, en la parte supe- 
rior de una columna cilíndrica de unos dos metros de altura, que emite electrones. Puesto 
que los electrones son dispersados al colisionar con las moléculas del aire, se debe extraer el 
aive de la colurnra para producir el vacío, A continuación, los electrones son acelerados des- 
de el flamento mediante un ánodo y pueden pasar a través de un diminuto orificio y formar 
un haz de electrones que se dirige hacia la parte inferior de la columna. Unas bobinas mag- 
néticas situadas a intervalos a lo largo de la columna enfocan el haz de electrones, como 
las lentes enfocan la luz en un microscopio óptico. La muestra se coloca en el vacío de la 
colurana a través de una antecámare de compresión de manera que se sitúa en el camino 
del haz de electrones. Como en el caso del microscopio óptico, habitualmente la muestra se 
contrasta; en este caso, se hace mediante un material electroderso, como veremos en la sec- 
ción siguiente, Algunos de los electrones que atraviesan la muestra son dispersados por es- 
trecturas contestadas con el material electrodenso; el resto de electrones son enfocados 
formando una imagen de manera análoga a como se forma la imagen en el microscopio 
Óptico. La imagen se puede observar sobre una pantalla fosforescente o se puede grabar so- 
bre una placa fotográfica o con una cámera digital de alta resolución. Puesto que los elec- 
trones que han sido dispersados han desaparecido del haz, las regiones densas de la muestra 
aparecen como áreas de un flujo bajo de electrones y se ven negras. 


Para poder ser estudiadas con el microscopio electrónico, 
las muestras biológicas requieren una preparación especial 


En los primeros tiempos de su aplicación a materiales biológicos, el microscopio electróni- 
co reveló la existencia en las células de una gran cantidad de estructuras inimaginables. Sin 
embargo, antes de que estos descubrimientos se pudieran llevar a cabo, tos especialistas en 
microscopía electrónica tuvieron que desarrollar nuevos procedimientos de inclusión, cor- 
te y tinción de los tejidos. 

Las muestras para microscopía electrónica deben ser expuestas a un vacío muy intenso, 
por lo que normalmente los tejidos vivos se matan y son protegidos por fijación -primero con 
¿luraraldehído, que une de forma covalente las moléculas proteicas a sus vecinas, y después 
con tetraóxido de osmio, que se une y estabiliza tanto las biícapas lipídicas como las proteinas 
(Figura 9-43). Los electrones tienen un poder penetrante muy lrmitado, y para poder obser- 
var los tejidos fijados se tienen que cortar en secciones muy delgadas (de 50 a 100 nm de es- 
pesor; aproximadamente 1 /200 del espesor de una célula). Esto se consigue deshidratando la 


muestra e inbltrándola con una resina monomérica que polímeriza formando un bloque só- : 


lido de plástico; el bloque se puede cortar mediante una cuchilla de vidrio o de diamante, en 
un micrótorno especial (ultranmicrótomo). Estas secciones ultrafínas, bres de agua y de otros 
disolventes volátiles, se fecogen sobre tuna pequeña rejilla metálica circular y son observadas 
con el microscopio (Figura 9-44). cAACA> 

Desde sus inicios, las etapas necesarias para preparar el material biológico para su pos- 


terior observación con el microscopio electrónico han supuesto un reto para los microsco- . 


pistas. ¿Cómo podemos estar seguros de que la imagen que finalmente vemos de la muestra 
después de fijarla, deshidratarla e incluirla en una resina, tiene algo que ver con el delicado 
«tisterna biológico acuoso que estaba presente en la célula viva? La mejor de las aproxima- 
ciones actuales a este problema reside en una congelación rápida. Si un sistema acuoso es 
enfriado lo bastante rápidamente a una temperatura bastante baja, el agua y el resto de com- 
ponentes no úenen tiempo de reorganizarse o de formar cristales de hielo. En lugar de ello, 
el agua pasa a un estado rígido pero no cristalino —un “vidrio”— denominado gel vítreo. Este 
estado se puede conseguir utilizando, por ejemplo, un dispositivo especial para colocar la 
muestra contra un bloque de cobre congelado con helio líquida, sumergiéndola o vaporizán- 
dola con un refrigerante coro propano líquido, o enfriándola a alta presión. 

Algunas muestras congeladas se pueden examinar directamente con el microscopio 
elecoónico utilizando un soporte especial para muestras congeladas. En otros casos, el blo- 
que helado se puede frachurar para revelar superficies internas o el hielo que rodea la mues- 
tra se puede sublimar para dejar expuestas las superficies externas, Sin embargo, lo más 
habitual es observar cortes ulrafinos teñidos previamente para conseguir un contraste ade- 
cuado en la imagen que nos proporciona el microscopio electrónico [se describe más 
adelante). Por tanto, es necesario un compromiso para conseguir congelar rápidamente el 
tejido, después reemplazar el agua que debe mantenerse en estado vítreo— por disolventes 

 exgánicos y por último incluir el tejido en la tesina, corter las secciones y contrastar. Aunque 
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giutaraldehido tetróxido de osmio 


Figura 9-43 Dos fifadores quimicos que se 
utilizar habitualmente en microscopía 
electrónica. Los dos grupos reactivos 
aldehido del glutaraldehído le permiten 
establecer enfeces cruzadós entre diversos 
tipos de moléculas y formar uniones 
covalentes entre ellos. El tetróxido de osmio 
forma complejos mediante puentes cruzados 
con numerosos compuestos orgúnicos y en 
este'proceso se reduce, Esta reacción resulta” 
especialmente útil para la fijación de las ' 
membranas celulares, ya que los dobles 
entaces C=C existentes en muchos ácldos 
grasos reaccionar con el tetróxido de osrmla, 


rejilla de cobre recubierta con una 
película de carbono y/o de plástico 


¿nta de cortes serlados 
ultrafinos de una muestra 
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Figura 9-44 Rejilla de cobre utilizada 
corno soporte de los cortes ultrafinos de 
Una muestra, para ser observada con el 
inicroscopio electrónico de transmisión 
CTEM). 
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pared cebilar 


técnicamente, todavía resulta un proceso complejo, este método estabiliza y conserve el te- 
jido en condiciones muy similares a las originales (Figura 9-45), 

Con el microscopio electrónico, el contraste depende del rmúmero atómico de los átamos 
de la muestra: cuanto más elevado sea el número atómico, mayor número de electrones se- 
rán dispersados y, por lo tanto, mayor será el contraste obtenido. Las moléculas biológicas 
están compuestas por átomos de núrnero atómico rauy bajo (Rindamentalozente de carbono, 
oxígeno, nitrógeno e hidrógeno). Para hacerlas visibles, se contrastan (antes o después de sec- 
cionarias) con sales de metales pesados tales corno el uranio y el plomo. El grado de impreg- 
nación o “de teñido” con estas sales revela los diferentes constituyentes celulares con 


diferentes prados de contraste. Los lípidos, por ejemplo, tienden a contrastarse de oscuro tras 


la Bjación con asmio, revelando asíla localización de las membranas celulares. 


Las macromoléculas pueden ser inmunolocalizadas 
de forma específica con partículas de oro coloidal, 
gracias a la microscopía electrónica 


La utilización de anticuerpos en microscopía de Huorescencia perraite localizar específica- 
rente macromoléculas. Un mérodo análogo la inmunodetección con partículas de ero 
coloidal se puede utilizar en microscopía electrónica, El procedimiento habitual consiste 


en incubar primero una sección ultrafina con un anticuerpo primario específico y después - 


con un anticuerpo secundario al que se le han unido partículas de oro coloidal Las partícu- 
las de oro son elecrrodensas y con el microscopio electrónico se pueden ver como puntas 
negros (Figura 9-46). : 

Á menudo la observación de secciones ultrafinas con el microscopio electrónico de 
trausmisión no permite reconstruir la disposición tridimensional de los componentes celu- 
lares, lo cual puede laducir a errores: por ejemplo, una estructura lineal como un microtú- 
bulo puede aparecer en una sección como tn elemento con forma de círculo, y una sección 
que atraviese zonas protuberantes de un mismo eternerito sólido de forma irregulaz, pueden 
aparecer como dos o más objetos. Aunque la tercera dimensión puede ser reconstruida a 
partir de cientos de secciones señadas (Figura 9-47), supone un proceso largo y tedioso. 

Las secciones ultrafinas tienen incluso un espesor considerable respecto a la resolución 
del microscopio electrónico, lo cual también puede inducir a errores en el sentido contráfio. 
El diseño óptico del microscopio electrónico la apertura numérica tan pequeña que tiene 


produce una gran profundidad de campo, de manera que la imagen que se puede ver co-. 


coraptejo de Golgi. 


Figura 9-44 Secciones ultrafinas de una 
cóluta. Una sección ultrafina de tna célula 
de levadura congelada rápidarnente; el hielo 
vítreo se ha reemplazado por disolvéntes 
orgánicos y después ha sido incluido en 
resina plástica. La disposición del núdeo, la 
enítocondeiia, la pared celular, las complejos 
de Galgl y los ribosomas pueden verse en el 
estado en el que se supone están en la cétula 
viva, (Cortesía de Andrew Staehelinj0 
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rresponde a una superposición (una proyección) de estructuras situadas a diferentes niveles 
de profundidad. Otra complicación más para la inrmunodetección con partículas de oro co- 
loidal es que los anticuerpos y las partículas de oro coloidal no penetran en la resina que se 
utiliza para inchuir las muestras, por lo que solamente se pueden detectar antígenos que se 

' encuentren en la superficie de la sección. Este hecho significa primero, que la sensibilidad 
de detección es baja, porque las moléculas de antígeno que se encuentren en zonas más 
profundas de la sección no se detectan, y segundo que podemos obtener una impresión fal- 
sa si queremos determinar qué estructuras contienen el antígeno y cuáles na. Una solución 
a este probierna consiste en marcar la muestra antes de incluirla en el plástico, ya que en es- 
te momento las células y los tejidos son accesibies a las moléculas marcadoras. Las partícu- 
las de oro muy pequeñas (de 1 nm de diámetro) son ideales para este procedimiento. Estas 
partículas de oro no suelen ser visibles de forma directa en las secciones uitrafinas finales y 
por ello posteriormente se rodean de plata o de oro, en un proceso químico similar al que se 
ttiliza en el revelado de fotografía. > Ñ 


Mediante la microscopía electrónica de barrido 
se pueden obtener imágenes de superficies 


Un microscopio electrónico de barrido (SEM: scanning electron microscope) proporciona. 


directamente una imagen de la estructura tridimensional de la superficie de una muestra. 
Suele ser más pequeño, sencillo y barato que el microscopio electrónico de transmisión. 


Figuera 9-47 Reconstrucción tridimensional a partir de secciones seriadas. (43 Una reconstrucción 
tridimensional del compartimiento mitocondrial de una céltda viva de levadura, ensamblado por series de 
secdones ópticas, que muestra la estructura ramificada. A menudo las secciones vltrafinas individuales, 
como en la estructura vista al microscopio electrónico, conducen a impresiones erróneas. En este ejeroplo 
(8), la mayoria de las secciones de una célula que contiene una mitacondría ramificada parecen contener 
des o tres mitocondrias diferentes (comparar con la Figura 9-45) Por otra parte, a partir de las secciones 

4 y 7 se podría deducir que una mitocondíía se halla en proceso de división. Sin embargo, a partir de los 
cortes seriados se puede reconstruir la verdadera forma tridimensional, (A, cortesía de Stefan Hell) 
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Figura 9-48 Localización de proteinas 
mediante microscopio electrónico. En esta 
imagen se utiliza la inmunodetección con, 
partículas de oro coloidal para localizar 
cuatro componentes proteicos diferentes er 
el huso del cuerpo polar de una levadura, En 
ía parte superior, se ve una sección ultrafina 
del huso mitótico de una levadura, 
mostrando el haz de microtúbulos que 
cruzan elriídleo y en cada extremo conecta 
con un corpúscelo palas En la inferior, se 
rauestra un esquema de los componentes de 
un corpúsculo polar Se utilizan cuatro 
anticuerpos distintos unidos a partículas de 
ero coloidal [puntos negros) para determinar 
la localización de cada proteína dentro de la 
estructura compleja. (Por cortesia de John 
Gicnartin) 
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Mientras que el TEM forma la imagen a partir de los electrones que han atravesado la mures- 
tra, el SEM utiliza los electrones dispersados o emitidos a partir de la superbicie de la mues- 
tra. La muestra a exarminar se fija, se seca y se recubre con ima capa delgada de un metal 
pesado. También se puede congelar rápidamente y pasarla después a un soporte especial 
para su observación directa al microscopio. Á menudo, una parte de una planta o un animal 
pequeño se pueden observar al microscopio tras muy poca preparación (Figura 9-48). A 
continuación, la muestra preparada mediante alguna de las formas descritas es barrida por 
un haz focalizado de electrones. La cantidad de electrones dispersados O emitidos cuando 
este haz primario borabardea de forma consecutiva cada uno de los puntos de la superficie 
metálica es medido y utilizado para controlar la intensidad del segundo haz, que se mueve 
sincrónicamente con el haz primario y forma una imagen sabre una pantalla de televisión. 
De esta manera se construye una imagen completa y muy ampliada de la superficie de la 
muestra (Figura 9-49). 

La técnica de SEM proporciona una gran profundidad de foco; es más, gracias a que el 
grado de dispersión característico de los electrones depende del ángulo relativo entre el haz 
y la superficie, la imagen tiene puntos brillantes y sombras oscuras que le confieren un as- 
pecto tridimensional (véase la Figura 9-48 y la Figura 9-50). Sin embargo solamente se pue- 
den examinar detalles de la superficie y en la mayoría de modelos de SEM la resolución que 
se puede alcanzar no es muy elevada (alrededor de 10 1m, con un aumento efectivo de has- 
ta 20.008 veces); por consiguiente, esta técnica se utiliza sobre todo para estudiar células en- 
teras o tejidos y no orgánulos celalares.<AACG> Sin embargo, se han desarrollado SEM con 
un alto poder de resolución; como fuente de electrones tienen un cañón de emisión. Este ti- 
po de SEM puede producir imágenes que rivalizan en resolución con las imágenes del TEM 
(Figura 9-51). 


El sombreado metálico permite el examen de detalles superficiales a 
alta resolución mediante el microscopio electrónico de transmisión 


EITEM también se utiliza para estudiar la superficie de una muestra y por lo general a ma- 
yor resolución que en un SEM- por ejemplo para revelar la forma de macromoléculas indi- 
viduales. Como en el caso de la microscopía electrónica de barrido, sobre la muestra seca se 
evapora una fina película de un metal pesado como el platino. En este caso, sin embargo, el 
metal se vaporiza oblicuamente de manera que se forma una capa que en algunos lugares es 
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Figura 9-48 Espiga o flor del trigo 

en desarrollo. Esta delicada flor con 
estructura de espiga se sometió a una 
congelación rápida, se recubrió con una fina 
película metálica y se examinó directamente 
con un microscopio electrónico de barrido 
(SEM: scanning electron microscope). 

Esta electromicrografía, a bajo aumento, 
pone de manifiesto la gran profundidad de 
campo del SEM. (Por cortesía de Kien Findlay) 


S 


Figura 9-49 El microscopio electrónico de barrido. En el SEM, la muestra es barrida por un haz de electrones que se enfocan hacia la muestra 
mediante bobinas electromagnéticas que actúan corno lentes. El detector mide la cantidad de electrones dispersados o emitidos mientras el 


haz de electrones bombardea cada punto de la superficie de la muestra y controla la intensidad de los puntos sucesivos en una imagen que 
se forma en una pantalla de vídeo, El SEM proporciona imágenes impactantes de objetos tridimensionales con una gran profundidad de foco 
y una resolución entre 3 y 20 nm según el Instrumento. (Fotografía por cortesía de Andrew Davies) 
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más gruesa que en otros —un proceso conocido como sombreado porque se crea un efecto de 
sombras que da una imagen con apariencia tridimensional. 
Algunas muestras recubiertas de esta manera son bastante finas o bastante pequeñas 


para que el haz de electrones penetre en ellas directamente; éste es el caso de las moléculas ' 


individuales, los complejos moleculares y los virus. En todos estos casos se puede realizar el 
secado, antes de hacer el sombreado, sobre un film que hace de soporte plano fabricado de 
un material relativamente transparente a los electrones, como carbón o plástico. También se 
pueden obtener imágenes de la estructura interna de las células utilizando un sombreado 
metálico. En este caso, las muestras se congelan de forma muy rápida (como hemos deseri- 
to) y se fracturan con una cuchilla, El nivel de hielo de la superficie fracterada disminuye por 
la sublimación del hielo en el vacío a medida que le temperatura aumenta —en un proceso 
denominado deshidratación por congelación. Las zonas de la célula que han quedado ex- 
puestas por este proceso de grabado son sombreadas como antes para conseguir una répli- 
ca de metal. El material orgánico de la célula permanece, pero tiene que haber sido 
eliminado por disolución después del sombreado de forma que tan sólo quede la fina répli- 
ca metálica de la superficie de la muestra. Entonces, la réplica se refuerza con una película 
de carbón para que pueda ser colocada en una rejilla y examinada al microscopio etectróni- 
co de transmisión de la manera habitual (Figura 9-52). Esta técnica expone estructuras del 


interior de la célula y puede revelar su organización tridimensional con una claridad excep- 


cional (Figura 9-53). 
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Figura 9-50 Microscopía electrónica 

de barrido. (A) Electromicrografía obtenida 
conta microscopio de barrido, mostrando 
la disposición cónica que adoptan los 
esteregtilios que se proyectan desde la 
cara apical de las células cilladas del oído 
interno. <CATA> Para comparas la misma 
estructura se muestra observada por (8) 
microscopía óptica de contraste de fases 
interferencial y (C) una sección ultrafinia 
con microscopía electrónica de transmisión. 
(Pos cortesta de Richard Jacobs y Jarnes 
Hudspeth.) 


Figura 9-51 El poro nuclear. Las envolturas 
nucleares congeladas rápidamente fueron 
observadas con el SEM de alta resolución 
equipado con un campo emisor de 
electrones como fuente de electrones, 

Las imágenes de cada lado del poro nuclear 
representan el límite de resolución del SEM, 
que puede comperarse con la Figura 12-9, 
(Por cortesía de Martin Goldberg a 
y Terry Allenj EEES: 
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Tanto la tinción negativa corno la microscopía crioelectrónica 
permiten observar macromoléculas a alta resolución 


Aunque las riacromoléculas aisladas, tales coroa el DINA o las grandes proteínas, se pueden. 
visualizar fácilmente con el microscopio electrónico si se vaporizan con um metal pesado 
para darles contraste, utilizando la tinción negativa también se pueden visualizar sus deta- 
les imás precisos. En este caso las moléculas, colocadas sobre una fina película de carbón 
(que resulta casi transparente a los electrones), se mezclan con una solución de uná sal de 
un metal pesado, como el acetato de uranilo, Una vez seca la muestra, una película may fina 
de la sal metálica cubre la película de carbón por todas partes excepto por donde ha sido ex- 
duida debido a la presencia de una macromolécula adsorbida, Puesto que la macromoléct- 
la permite que los electrones pasen con mucha más facilidad a través de ella que a través del 
metal pesado circundante, se crea una imagen loversa o negativa de la macromolécula. La 
tinción negativa es especialmente Útil para visualizar grandes agregados mecromoleculares 
tales corno virus o ribosomas y para observar la estructura de subunidades de los filamentos 
proteicos figura 9.-54). 

Tanto la tinción negativa como el sombreado son capaces de proporcionar visiones de 
alto contraste de la superficie de pequeños conjuntos macromoleculares; sin embargo, el ta- 
maño de las partículas metálicas utilizadas en el sombreado o en la tinción linaita la resohu- 
ción de ambas técnicas. Métodos más recientes proporcionan una alternativa que ha 
permitido visualizar directamente a alta resolución incluso las características internas de es- 
tracturas tridimensionales tales como virus y orgánulos. En esta técnica, llamada múcrosco- 
pía crioelectrónica, sobre una rejilla de microscopía se prepara una capa muy delgada (de 
unos 100 nm) de muestra hidratada que es rápidamente congelada. Se requiere un porta- 
muestras especial para colocar esta muestra a -160%C en el vacío del microscopio, donde se 
visualiza de forma directa sin necesidad de fijación, tinción ní secado. Al contrario que en la 
tinción negativa, mediante la cual lo que observamos es la tinción que ha sido excluida de- 
bido a la presencia de una macromolécula adsorbida, en la microscopía crioetectrónica la 
imagen se genera a pardr de la propia estructura de la macromolécula. Sin embargo, para 
obtener la máxima cantidad posible de información sabre la estructura de una molécula, es 
necesario utilizar técnicas especiales de procesamiento de imágenes, tales como las que se 
describen a continuación. 


Para incrementar la resolución se pueden combinar 
múltiples imágenes 


Cualquier imagen, tanto si se ha obtenido con we microscopio óptico o con uno electrónico, 
está formada por partículas fotones o electrones que chocan contra un detector de algún 
tipo. Pero estas partículas están gobernadas por la mecánica cuántica, por lo que el número 
de partículas que llegan a alcanzar el detector sólo es predecible en un sentido estadístico. 
En el caso de un número de partículas muy grande, su diseribución en el detector es deter- 
minada de forma muy precisa por la muestra fotografiada. Sin embargo, con números de 
partículas más pequenos, esta estructura subyacente en la fotografía queda oscurecida por 
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Figura 9-52 Preparación de una réplica 
metalizada de la superficie de ura muestra. 
Obsérvese que el grosor del metal refleja los 
contornos de la superficie de la muestra 
original, 


Figura 9-53 Ordenación regular de los 
filamentos proteicos de un músculo de 
insecto, Para obtener esta imagen, las fibras ' 
musculares fueron rápidamente congeladas. 
enchelio liquido, fracturadas a través del 
citoplasma y sometidas a grabado profundo. 
Luego, se preparó teta réplica metalizada 
que se examinó a gran aumenta, (Por. 
cortesía de Roger Cooke y John Heuser.) 
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ES 


Figura 9-54 Eleciromicrografía de 
filamentos de actina con tinción negativa. 
Cada filamento tiene aproximadamente En. 
de diámetro. Al examinario detenidamente, — 
se observa que está formado por una cadena 
helicoidal de moléculas globulares de actina . 
(Por cortesía de Roger Craig) se 
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la fluctuación estadística del número de parrículas detectado en cada región. El término rui- 
do de fondo describe la variabilidad aleatoria que confunde la imagen subyacente de la pro- 
pia muestra. 

El ruido de fondo es jmaportante en microscopía óptica a niveles bajos de luz pero resul- 
tá un problema particularmente grave en microscopía electrónica de macromoléculas sin 
contrastar. Una molécula proteica sólo puede tolerar sín sufrir daños una dosis de unas po- 
cas decenas de electrones por nanómetro cuadrado; esta dosis está varios Órdenes de mag- 
nitud por debajo de la necesaria para definir una imagen a la resolución atómica. 

La solución consiste en obtener imágenes de rauchas moléculas idénticas tal vez cien- 
tos de decenas de imágenes individuales- y combinadas para obtener una imagen media 
que muestre detalles esuucturales que estaban ocultos por el ruído en las imágenes origina- 
les. Este procedimiento se denomina reconstrucción de una sola partícula. Sin embargo, 
antes de poder combinar las imágenes individuales se deben alinear unas con otras. Algunas 
veces es posible inducir á las proteínas y los complejos a formar ordenamientos cristalinos, 
en los que cada molécula tiene la misma orientación en un entramado regular. En estos ca- 
sos, el problema de la alineación queda resuelto. Así, utilizando este tipo de cristalografía 
electrónica se han conseguido determinar muchas estructuras proteicas hasta una resobu- 
ción atómica. Sin embargo, en principio los ordenamientos cristalinos no san imprescindi- 
bles. Con la ayuda de un ordenador, las imágenes digitales de moléculas distribuidas de 
forma aleatoria, pero todavía desalineadas, se pueden procesar y combinar hasta alcanzar 
reconstrucciones de alta resolución. <TATT> Las estructuras que úenen alguna simetría in- 
trínseca son más sencillas de alinear de forma precisa, pero esta técnica también se ha utili- 
zado para objetos coma ribosomas, que no tienen ninguna simetría. En la Figura 9-55 se 
muestra un virus icosaédrico que se ha determinado a alta resolución por ta combinación de 
muchas partículas y muchas imágenes. Ñ . 

Mediante microscopía electrónica se han conseguido resoluciones de 0,3 nn trabajan- (8) Lumina 
do sobre distribuciones cristalinas bien ordenadas -una resolución suficiente para ver las 
distribuciones atómicas internas en una proteína o para rivalizar con la resolución de la cris- 
talografía de rayos X_ Con la reconstrucción de una sola partícula el límite actual de resolu- 
clón está alrededor de 0,5 nm, suficiente para identificar subunidades y dominios proteicos 
y estructuras secundarias de proteínas limitadas. A pesar de que la microscopía electrónica 


Figura 9-55 Reconstuucción de una partícula. La cubierta proteica esférica del virus 
de la hepatitis B está preservada en una fina película de hielo (A) y se observa con 

el microscopio electrónico de transmisión. Se combinaron cientos de partículas 
individuales por el sistema de reconstrucción de tuna sola partícula” generando el 
mapa tridimensional de la parícula icosaédrica que se presenta en (8). Las dos 
imágenes de un mismo dimero proteico (C), que forman las espículas en la superficie, 
de la cubierta, muestran que la resolución de la reconstrucción (0,74 nen) es 
suficiente para resolver la cubierta de la cadena polipeptidica. (A, por cortesía de 8. 
Bátricher, S.A.Wiyane y RA. Crowther; B y Cde 8. Bórtcher, S.A Wynne y RA. e 1 y 
Crowther, Nature 386:88-91, 1997, Con la autorización de Macmillan Publishers Ltd) . 2 nm (20 A) 
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será incapaz de superar la cústalografía de rayos X (se describe en el Capítulo 8) como mé- 
todo para la determinación de estructuras maecrormoleculares, tiene algunas ventajas evi- 
dentes sobre ella, En primer lugar, no requiere en absoluto muestras cristalinas. En segundo 
hugar puede aplicarse a complejos muy grandes que pueden resultar demasiado grandes o 
variables para cristalizar satisfactoriamente. 

El análisis de estructuras macromoleculares grandes y complejas es bastante más fícll sí 
se conoce la estructura atómica de una o más subunidades, por ejemplo, mediante cristalo- 
grafía de rayos X. Entonces, los modelos moleculares pueden “ajustar” matemáticamente la 
envoltura de la estructura determinada a baja resolución utilizando la microscopía electró- 
nica, En la Figura 9-56, se muestra la estructura de un ribosoma con la localización de un 
factor de liberación unido a ella (véase tarbién las Figuras 6-74 y 6-15). 


imágenes de un mismo objeto tomadas desde distintas 
direcciones se pueden combinar para dar lugar a una 
reconstrucción tridimensional 


Los detectores utilizados para grabar imágenes obtenidas con el microscopio elecurónico 
producen fotografías bidimensionales. Debido a la gran profundidad de campo del micros- 
copio, todas las zonas de una muestra tridimensional están enfocadas; la imagen resultante 
es una proyección de la estructura lo largo de la dirección en la que se observa. La pérdida 
de información en lo que se refiere a la tercera dimensión se puede recuperar si observamos 
la misma muestra desde diferentes direcciones. Los métodos informáticos para levar a cabo 
esta técnica se desarrollaron en la década de 1960 y han sido ampliamente utilizados en los 
escáners médicos: la tornografía computerizada (CT: computed tomography. En un escáner 
de CT el equipo que toma las fotografías se desplaza alrededor del paciente para generar di- 
ferentes imágenes. En la tomografía al microscopio electrónico (EM: electronmicroscope), 
el soporte de la muestra gira en el microscopio de manera que se consigue el mistmo resul- 
tado. De esta manera, combinando vn conjunto de imágenes obtenidas desde diferentes án- 
gulos de una misma molécida, podemos conseguir una reconstrucción tridimensional en la 
orientación estándar elegida. Cada imagen por separado tendrá mucho ruido de fondo pe- 
ro combinándolas en tres dimensiones y haciendo una media, se elimina gran parte de este 
ruido y se consigue así una imagen nítida de la estructura molecular. A partir de secciones 
plásticas finas de material incluído, las reconstrucciones tridimensionales o lomogramas, 
<ATOC> <CGAT> se utilizan muy a menudo para describir la anatomia detallada de peque- 
ñas regiones de la céfula, como el complejo de Golgi (Figura 9-57) o el citoesqueleto. Sin 
embargo, cada vez más los microscopistas aplican la tomografía EM a secciones hidratadas 
congeladas y no teñidas, e incluso a células u orgánulos congelados rápidamente (Figura 
39-58). La microscopía electrónica proporciona un puente sólido entre dos escalas diferen- 
tes: el estudio de una única molécula y el de una célula completa. 


Resumen 


La determinación de la estructura detallado de las membranas y de los orgánulos celulares re- 
quiere la resolución asequible con un microscopio electrónico de transmisión. Las macromo- 
léculas se pueden localizar especificamente con anticuerpos unidos a particulas de oro 
coloidal. Se pueden obtener visiones tridimensionales de las superficies de las células y los te- 
jidos mediante microscopía electrónica de barrido. También se pueden determinar las formas 
de macromoléculas aisladas después de sormbrearias con un metal pesado o de destacarias con 
una tinción negativa. Utilizando riétodos de ordenador se pueden combinar muchas imáge- 
nes o imágenes obtenidas desde diferentes ángulos para obtener reconstrucciones detalladas 
de macromoléculas y de complejos moleculares utilizando la técnica de tomografía electróni- 
ca y de reconstrucción de una sola partícula, a menudo aplicada a muestras criopreservadas. 
La resolución obtenida con estos métodos permite que a menudo se puedan ajustar estructu- 


ras atómicas de moléculas individuales con las imágenes obtenidas por microscopía electró- 


nica; la TEM está aumentando la capacidad de colmar el vacío que existe entie las éstrucruras 
determinados por cristalografía de rayos X y las determinadas por la microscopía óptica. 


(8) 


Figura 9-56 Reconstrucción de una 
partícula y modelo molecular de ajuste. 
Utilización de ribosomas bacterianos con y 
sin ebfactor de liberación necesario para la 
liberación de péptidos del ribosoma, para 
generar mapas tridimensionales crio-EM 

de alta resolución (resolución superior a - 

1 nm. Se han utilizado cerca de 20.000 
ribosomas, preservados en hielo, para la 
reconstrucción de una sola partícula, En (4) se 
pueden distinguir la subunidad 305 famanilla) 
y la subunidad 505 (azel) de una densidad de 
electrones adicional, que puede atribuirse al 
factor de liberación RF2 frosa). La estructura 
molecular conocida de KF2 ha sido modelada 
a partir de su densidad de electrones (BL 

¿De UB.S. Rawat et al, Nature 421:87-90, 
2003. Con la asrorización de Macraiilan 
Publishers Ltd.) 
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Figura 9-57 Torografía de microscopio 
electrónico (EI). Las muestras que han sido 
congeladas rápidamente, y posteriormente 
induidas en plástico, consenran su estructura 
entnas condiciones rnisy similares al del 
estado vávo original. Este experimento mues- 
tra un análisis de la estructura tridimensional 
del comiplejo de Golgi en células de riñón de 
rata preparadas de esta manera Varas 
secciones gruesas (250 no) de la célula se han 
inclinado en un microscopio electrónico de 
alto voltaje, siguiendo dos ejes diferentes, y se 
ban recogida alrededor de 160 imágenes. Las 
imágenes digitales se cormbinaron usando el 
método de tomografía EM para obtener una 
reconstrucción tridimensional coa una 
resolución de alrededor de 7 nm. El ordenador 
puede ofrecer imágenes de cortes muy Ínos. 
otomogramas, a partir de los datos tridimen- 
sionales completos, y dos cortes serlados, 
cada uno de eflos de sólo 4 nm de grosor, que 
se muestran en [A] y (8). En 1B) se representan 
pequeños cambios de un corte al siguiente, 
utilizando todos los datos, y codificando de 
forma rnantal el color de las mernsbranas; en 
(CH) una imagen tridimensional completa del 
complejo de Golgi y sus vesiculas asociadas. 
¿De MS. Ladinsky et al, ) Cel Biof 144:1135- 
1149, 1999, Con la autorización de The Rocke- 
foller Unjuersivy Press) 


Figura 9-58 Combinación de criotomografía 
EM y reconstrucción de una sola partícula. La 
técnica de tornografía EM puede aplicarse a 
secciones pero también a especies pequeñas 
no fijadas que son rápidamente congeladas y 
examinadas mientras todavía están 
congeladas utilizando Un sisterna 

de incinación en el microscopio, En este 
experimento, el pequeñonúcieo de 
Dictyostellium fue aislado con cuidado, 
congelado rápidarnente y observado 

a diferentes ángulos. La serte de imágenes 
digitales obtenidas se combinaron mediante 
métodos de tomografía EM obteniendo un 
tomeograma tridimensional, Se muestran 

dos cortes digitales finos (10 na) de este 
tormograma en los que se puede ver una 
imagen superior (A) y lateral (8) de poros 
nudeares individuales. En el modelo 
tridimensional (() se puede ver una superficia 
que rodea los poros fazu!) embebida en la 
envoltura nuclear tarnarillo), A partir de Una 
seríe de tomogramas fue posible extraer 
señes de datos dle cerca de 300 poros 
nucleares, cuyas estructuras pudieron medirse 
utilizando las técnicas de reconstrucción de 
una sola partícula, En (0) se presenta una 


“ imagen renderizada de la cara nucdear de 


uno de estos poros reconsuuidos y en (E) una 


. ¿sección de esta imagen tridimensional, 
Pueden compararse conla Figura 12-10, El 


complejo de poro está coloreado en azul y la 
testa nuelear en marrón. De M, Beck etal, 
Science 306: 1387-1390, 2004. Con la 
autorización de la AMAS. 
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PROBLEMAS. 


¿Qué afirmadones son dertas? Explicar por qué sí o por quéno 


G-1 Debido a que la doble hélice del DINA sólo tiene 10 nea de 
ancho muy por debajo de la resolución de la reicroscopía ópti- 
cá- resulta imposible ver los cromosomas en las células vivas sia 
ninguna dación especial. 


9-2 Una molécula fluorescente que ha absorbido un fotón de 
loz a una determinada longitud de onda sieropce lo ernite a una 
longitud de onda raayor. 


9-3 $e pueden introducir en una célula moléculas enfauladas y 
después activarlas raediante un fuerte pulso de luz láser en un 
morgento y un lugar precisos escogidos por el experimentador, 


Resolver los problemas siguientes - 


9-4 Los diagramas de la Figura P9-1 imnnzestran los caminos que 
siguen los rayos de huz cuando atraviesan una muestra con una 
lente seca o con una lente de inmersión en aceite. Explicar por 
qué las lentes de iomersión deben proporcionar una resolución, 
inayor. El alze, el vidrio y el aceite tienen los índices de refracción 
siguientes: 1,00, 1,51 y 151, respectivamente. 


lentes del 
ATT objetivo 
ara —— ; 
A Cubreobjetos 


—portacbjetos— 
LENTE DE INMERSIÓN EM ACEITE 


A 


LENTE SECA 


Figura P9-1 Was que siguen los rayos de luz a través de lentes secos o de 
inmersión (Problema 9-4). El círculo blanco situado en el origen de los rayas 
de huz representa la muestra, 


9-5 La Figura P9-2muestia ur esquema del ojo humano. Los 
índices de refracción de los componentes del paso de luz sor: 
córnea 1,38; humor acuoso 1,33; cristalino 1,41 y humor vítreo 
1,38, ¿Donde se produce la mayor refracción (el principal enfo- 
que)? ¿Qué papel desempeña el cristalino? 


iels 
AS 


humor. 
vítreo 


“eristalirio 
; Figura P9-2 Diagrarna del ojo 


humor 
humano (Problema 9-5) 


acuoso 


9-6 — ¿POr qué se ve tan mal en el agua? ¿Por qué las gafas subraa- 
rinas mejoran la visión? 


9-7  Explicaria diferencia entre la resolución y la ampliación, * 


9-8 Los anticuerpos que se unen específicamente a proteínas 
soso importantes herramientas para definir la localización de rao- 
léculas en las células. A menudo la sensibilidad del anticuerpo 


*primarid —el que reacciona con la molécula diana—se puede in- 


crementar utilizando anticuerpos secundarios marcados que se 
unen al primario. ¿Cuáles son las ventajas y las desventajas del 
uso de anticuerpos secindarios que transportan marcas fuores- 
centes respecto a los que transporten enzimas tenidas a ellos? 


5-9 La a Pigues P3-3 muestra una serle de proteínas GEP modif 
cadas que ernicen luz en un rango de colores. ¿Cómo un mismo 
cromóforo puede ernitir luz fluorescente de longitudes de onda 
tan variadas? 


Figura P9--3 Un abanico de colores producidos por GFP modificadas 
(Problema 9-9), (De RUE Service, Science 306: 1467, 2004, Con la 
autorización de la AAAZ) 


2-10 Considerar un detector de fluorescencia diseñado para 
seguir la localización celular de las proteínas irosina quinasa ac- 
tivas. Una proteína huorescente azul (ciar) (CEP: cyan fluerescent 
protein) y otva proteica finorescente amarilla C0EP: pelloro fluores- 
cent proteirt, se fandieron a cada uno de los dos extremos de z 
un domiaio proteico híbrido. Este segmento proteico bibrido ” 
está formado por un péptido que es teconocido por la proteína 
tirosina quinesa Abi y un dominio de unión a fosfotirosina (Fign» 

ra P9-48), La estrmulación del dorninio CFP no provoca que el 
dominio YFP emita huz, ya que están lo bastante separados uno 
del otro, Sin embargo, cuando ambos dominios se juntan, la 
transferencia de energía resonante Huorescente (FRET) permite 
que la excitación de CEP estimule la emisión de YER FRET se 
rauestra experimentalmenze como ua incremento de la relación 
de emisión e 5268 nm respecto a 476 nm (YEP/CEFP)] cuando CFP es 
excitado con tuz de 434 um de longitud de onda. 

La incubación de la proteína reportera con la protetna tirosina 
quínasa Abi en presencia de ATP provoca un incremento de la 
emisión YEP/CFP (Figura P9-4B). En ausencia de ATP o de la pro- 
teína Abi no se produce FRET. También se elimina FRET por la 
adición de una proteína fosfatasa (Figura P9--48). Describir lo me- 
jor posible de qué forma la proteína reportera detecta la actividad 
proteína Grosina quinasa Abi. 


(A) PROTEÍNA REPORTERA (8) FRET 
434 nea dd + fosfatasa 
Abl+ ATP. 

E +2 A 

E 
péptido = 11 
Sustrato , sin Abi o ATP 

E 
o s 10 15 20 25 30 


qe Ñ j 
ÓN proteína de unión 
a fosfotirosinas 


tiempo thoras) 


Figura P9-4 Proteína reportera Huorescente diseñada para detectar fosforila- 
ción en trosinas (Problema 9-10). (4) Esteuctura del dominio de la estriciura 
reportera. Se indican 4 dominios: CFB YFP un péptido sustrato de tírosinas 
quinasa y un dominio de unión a fostotirosina, (8) Ensayo FRET YFPICFP está 
normalizado a 1,0 a tiempo 0. La proteína reportera se incuba en presencia lo 
ausencia) de Abi y de £TP durante los intervalos de tienpo que se indican. La 
flecho indica el momento de la adición de la proteína fosfatasa. (De AY. Ting, 
ICH, Klaio, AL. Klemke y KW Tsien. Proc, Nad Acad. Sci USA. 98: 15090315008, 
2601 Conde autorización de National Academy of Sciences) 


9-11 El poder de resolución práctico de los microscopios elec- 
trónicos modernos es de unos 0,1 nen. La razón principal de esta 
limitación es la pequeña abertura numérica On sen 8) que está li- 
mitada por 6 da mitad de la armplitud angular de los rayos recogi- 


BIBLIOGRAFÍA 


dos por las lentes del objetivo), Asumiendo que la longitud de on- 
da O) de los electrones es de 0,004 nea y que el índice de refrac- 
ción (1) es de 1,08, calcudar el valor de 6. ¿Cómo es este valor 
comparado con el comespondiente a 60%, que es n valor típico 
de los microscopios ópticos? 


0,614 


resolución = e 
sen 0 


9-12 Es dificil decir si son protuberancias o cavidades únicamen.- 
te mirando el patrán de sornbreado. Considera la Figura P9-5 que 
muestra un juego de círculos sombreados. En la Figura P9-5A, los 
círculos parecen protuberancias. Sin embargo, si girarnos la figura 
(Figura P9-5B) los círculos parecen cavidades. Se trata de una lu- 
sión óptica clásica, Esta misma ilusión óptica se presenta en el 


sorabreado metálico como se muestra en las dos micrografías eleo- 


trónicas de la Figura P9-5. En una de ellas, la membrana aparecé 


recubierta de protuberancias mientras que en la otra la mermbrana > 


aparece llena de cavidades. ¿Es posible para un microscopista po- 
der estar seguro que una de las dos visiones es la correcta, o es arbi- 
trarios das el razonamiento. 
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Estructura de la membrana 


Las merntbranas celulares son cruciales para la vida celular La mersbrana plasmática en- 
vuelve la célula, definiendo sus límites y manteniendo las diferencios esenciales entre su 
contenido y el entorno, Dentro de la célula eucariota, las rmerpbranas del retículo endoplas- 
mático, del complejo de Golgi, de las mitocondrias y de otros orgánulos delimitados por 
menbrana mantienen las diferencias características entre el contenido de cada orgánulo y 
el citosol. Los gradientes iónicos que se establecen a través de las membranas, generados 
porla actividad de proteínas de membrana especializadas, pueden utilizarse para sintetizar 
ATB dirigir el movimiento transmembrana de determinados solutos o, come en las células 
nerviosas y musculares, para producir y transmitir señales eléctricas. En todas las células, la 
membrena plasmática contiene también proteínas que actúan como sensores de señales 
externas, permitiendo que la célula cambie su comportamiento en respuesta a indicaciones 
ambientales, incluyendo señales procedentes de otras células; estas proteínas sensoras, O 
receptores, no transfieren moléculas a través de la membrana sino información. ] 
A pesar de que denen diferentes funciones, todas las membranas biológicas comparten 
una estructura básica cormún: una finisima capa de rioléculas lipídicas y proteicas, que se 
mantienen unidas fundamentalmente por interacciones no-covalentes (Figura 10-1). Las 
membranas celulares son estructuras dinámicas, fluidas, y la mayoría de sus moléculas pue- 


den desplazarse en el plano de la membrana. Las moléculas lipídicas están dispuestas en . 


forma de una doble capa continua de aproximadamente 5 nm de grosor (Figura 10-1). Esta 
bicapa lipídica constituye la estructura básica de la membrana y actúa de barrera. relativa- 
roente impermeable al paso de la mayoría de moléculas hidrosolubles. Las moléculas pro- 
teicas que atraviesan la bicapa Hpídica (proteínas transmembrana, véase Figura 10-10) son 
las responsables de la mayoría de las demás huinciones de la membrana, por ejemplo trans- 
portando determinadas moléculas a través de ella o catalizando reacciones asociadas a 
membrana, como la síntesis de ATÉ En la menbrana plasmática algunas proteínas trans- 
membrana actúan de eslabones estructurales que conectan el citoesqueleto, a través de la 
bicapa lipídica, con la matriz extracelular o con usa célula adyacente. Otras proteínas actúan 
como receptores que reciben y ransducen las señales químicas procedentes del entorno ce- 
lular. Como podría esperarse, la célula precisa de numerosas proteínas de membrana para 
poder funcionar e interaccionar con su entorno. De hecho, se estima que el 30% de las pro- 
temas codificadas por el genoma de una célula animal son proteínas de merabrana, 

En este capítulo, consideraremos la estructura y la organización de los dos constituyen- 


tes principales de las membranas biológicas: los lípidos y las proteínas. Si bien prestaremos 


especial atención a la membrana plasmática, muchos de los conceptos descritos también 
son aplicables a las membranas internas. Las funciones de las membranas celulares se con- 
siderarán en capítulos posteriores: su papel en la síntesis del ATR por ejemplo, será descrito 
en el Capítulo 14; su papel en el transporte de pequeñas moléculas a través de las mern- 
branas, en el Capítulo 11, y su papel en la transmisión celular de señales y en la adhesión ce- 
lulax, en los Capítulos 15 y 19, respectivamente, En los Capítulos 12 y 13 se describirán las 
características de las membranas internas de la célula (endomembranas) y el transporte a 
través y entre ellas, 


LA BICAPA LIPÍDICA 


La bicapa Epídica proporciona la estructura básica de todas las membranas celulares. Es fá- , 


cil de observar con el microscopio electrónico; su estructura se debe exclusivamente a las 


En este capítulo 
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propiedades especiales de las moléculas lipídicas que la forman, que se ensambian espon- 
táneamente formando bicapas, incluso baja condiciones artificiales sencillas, 


Los fosfagticéridos, los esfingolípidos y los esteroles 
son los principales lípidos de las membranas celulares 


Las moléculas lipídicas constituyen aproximadamente el 50% de la masa de la mayoría de 
las membranas de las células animales y casi todo el resto es proteína. En una sección de Di- 
capa lipídica de 1 mo 1 um hay unas 5 x 106 moléculas lipídicas, es decir, unas 10% molécu- 
las lipídicas en la membrana plasmática de ina célula anima! pequeña. Todas las moléculas 
tipídicas de las mexnbranas celulares son anfifílicas, es decir, tienen un extremo hidrofífico 
("que se siente auraído por el agua”) o polary ua extremo hidrofóbico (“que rehuye el agua”) 
o no polar. 

Los lípidos de membrana más abundantes sou los fosfolípidos. Tienen una cabeza po- 
lar y dos colas hidrocarbonadas hidrofóbicas. En las células de los antmales, de las plantas y 
de las bacterias las colas suelen ser ácidos grasos y pueden tener diferente longitud (por lo 
general contienen de 14 a 24 átomos de carbono). Una de las colas presenta típicamente uno 
o más dobles enlaces cís (es decir, es insarurada) mientras que la ova normalmente no tiene 
dobles enlaces (es decir, es saturada). Como se muestra en la Figura 102, cada doble enla- 
ce cis genera una suave curvatura en la cadena. Las diferencias de longitud y de grado de 
saturación entre las colas hidrocarbonadas son importantes porque afectan al modo en que 
se empaquetan las moléculas de fosfolípidos unas contra otras y determinan, por tanta, la 
fuidez de la membrana como veremos más adelante, 

Los principales fosfolípidos de la mayoría de las membranas celulares son los fosfogl- 
céridos, que tienen como esqueleto el glicerol, que tiene tres átomos de carbono (véase 
la Figura 102). Dos ácidos grasos de cadena larga están unidos mediante enlaces éster a dos 
átomos de carbono adyacentes del glicero!; el tercer átomo de carbono está unido a un gru- 
pa fosfato el cual, a su vez, está unido a no de entre varios tipos de grupos cabeza. Combi- 
nando diferentes ácidos grasos y grupos cabeza, la célula fabrica muchos fosfoglicéridos 
diferentes. En las membranas de las células animales, los principales son la fosfaridilerano- 
lamina, la fosfatidilserina y la fosfaridilcolina (Figura 10-340). 

Otro fosfolípido importante, denominado esfingomielina, está formado a partir de es- 
fingosinaen tagar de glicerol (Figura 10-3D-—E). La esfngosina es una larga cadena acilo con 
un grupo amino (NH) y dos grupos hidroxilo (OB) en un extremo de la molécula. En la es- 
fingornielina, una cota de ácido graso está unida al grupo amino y un grupo fosfocolina está 
unido al grupo hidroxilo terminal, quedando por tento un grupo hidroxilo líbre. Este grupo 
hidroxdlo libre contribuye a las propiedades polares del grupo cabeza adyacente, ya que ptue- 
de formar enlaces de hidrógeno con el grupo cabeza de un lípido vecino, una molécula de 
agua o una proteína de membrana. En conjunto, los fosfolípidos fosfatidilcolina, fosfatidile- 
tanolamina, fosfaridilserina y esfingomielina constituyen más de la mitad de la masa de Kpi- 
dos de la membrana de la mayoría de células de mamifero (véase Tabla 10-D). 


bicapa 
Upídica 
(5 am) 


A molécula 


de proteina 


Flgura 10-1 Tres vistones de una membrana 
celular. <TAGC> (A) Electromicrografía 

de una membrana plasmática (de un 
eritrocito humano) en sección transversal, 

(B y O) Estos dibujas esquemáticos muestran 
en dos y tres dimensiones la membrana 


celular y la disposición general de sus 


componentes Hpídicos y proteicos, 
(A, cortesia de Daniel 5. Frlend) 
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Figura 10-2 Partes que componen la molécula de un fosfoglicérido, La fosfatidiicalina representada 
(A) de forma esquemática, (8) como fórmula química, (C) modelo espacial compacto y (D) símbolo. La curva del 
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Figura 10-3 Cuatro de los principales fosfolípidos de las membranas plasmáticas de las células de mamífero, En los símbolos, los diferentes grupos de 
cabeza se representan mediante colores diferentes. Las molécutas lípidicas representadas en (A4-C) son fosfoglicéridos que derivan del colesteral. La molécula 
en(D) es la esfingomielina, que deriva de la esfiíngosina (E) y, por tanto, es tn esfingolipido, Obsérvese que sólo la fosfatidilserína leva una carga neta . 
negativa; de su importancía se tratará más adelante. Los otros tres son eléctricamente neutros a pH fisiológico y llevan una carga positiva y otra negariva, 
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Además de los fosfolípidos, las bicapas lipídicas de muchas membranas celulares con- 
tienen colesterol y glucolipidos. Las membranas plasmáticas de eucariotas contienen canti» 
dades especialmente elevadas de colesterol (Pigtoca 10-4) hasta una molécula por cada 
molécula de fosfolípido. El colesterol es un esterol. Contiene una estructura anular rígida a la 
que se encuentra unido un solo grupo hidroxilo polar y una corta cadena hidrocarbonada 
no-polar, Las moléculas de colesterol se orientan solas en la bicapa con su grupo hidroxilo 
cerca de los grupos polares de las moléculas adyacentes de fosfolípidos (Figura 10-5). 


ta) (2 


(d 


Los fosfolípidos forman bicapas de forma espontánea 


La forrma y la naturaleza anfifílica de las moléculas de fostolípido hace que formen espontá- 
neamente bicapas lipídicas en un entorno acuoso, Como se describe en el Capítulo 2, las 
moléculas hidrofílicas se disuelven con facilidad en agua, ya que contienen grupos carga- 
dos o grupos polares no cargados que les permiten establecer interacciones elecurostáticas o 
enlaces de hidrógeno favorables con las moléculas de agua. Por el conuario, las moléculas 
hidrofóbicas son insolubles en agua, porque todos o casi todos sus átornos no presentan car- 
ga, son no polares, por lo que no pueden formar interacciones favorables energéticamente 
con. las moléculas de agua. Si se dispersan en agua fuerzan a las moléculas de agua adya- 
centes a reorganizarse alrededor de las moléculas hidrofóbicas formando una especie de en- 
tramado similar al hielo (Figura L0-6), Dado que en estos entramados las moléculas de agua 
se encuentran más ordenadas que en el agua que las rodea, su formación incrementa la 
energía libre, Sia embargo, este coste de energía libre se reduce si las moléculas hidrofóbicas 
(o las porciones hidrofóbicas de las moléculas anfífílicas) se agregan entre sí, reduciendo al 
mínimo el número de moléculas de agua afectadas, 

Las regiones hidrofóbicas e hidrofílicas de las moléculas lipídicas se comportan de esta 
misma forma. Así, las moléculas lipídicas se agregan espontáneamente de manera que sus 
colas hidrofóbicas hidrocarbonadas se escondan en el interior del agregado y sus cabezas 
hidrofílicas queden expuestas al agua, Dependiendo de cual sea su forma, pueden conse- 
guir esta disposición de ina de estas dos maneras: pueden formar micelas esféricas, con las 
colas hacia el interior, o pueden formar láminas de dos capas, o bicapas, con las colas hidro- 
fóbicas escondidas entre dos capas de cabezas hidrofflicas (Figura 107). 

Debido a su forma cilíndrica, en un entorno acuoso la mayoría de los fosfolípidos de 
membrana forman espontáneamente bicapas. En esta distribución más favorable desde un 
punto de vista energético, las cabezas hidrofílicas están en contacto con el agua en la super- 
ficie de la bicapa, y las colas hidrofóbicas están protegidas del agua en el interior de la es- 
tructura. Las mismas fuerzas que impulsan a los fosfolípidos a formar bicapas les confieren 
propiedades de autosellado. Una pequeña rotura de la bicapa crea un extremo libre en con- 
tacto con el agua; los lípidos tienden a reorganizarse de forma espontánea y eliminan este 
externo libre energéticamente desfavorabie. (En las membranas plasmáticas de las células 


eucariotas, los grandes “desgerranes” son reparados mediante la fusión de vesículas intrace- 


hilares.) El hecho de que no puedan existir extremos libres ene una consecuencia muy 


importante: la Única manera en que una bicapa puede evitar tener extremos libres es c2- . . dos moléculas de fosfolipido enuna de —* 


- rrándose sobre sí misma y formar un compartimiento selado (Figura 10-89). Este notable 


Figura 10-4 La estructura del colesterol, 
La molécula de colesterol representada 
mediante una fórmula (A), un esquema (8) 
y un modelo espacial compacto (€), 
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Figura 10-5 El colesterol en una bicapa 
lipídica. Dibujo esquemático de una 
iolécula de colesterol interactuando con 


tas monocapas de una bicapa fipídica. 


A AA A A e e A A AO A A AA A O A A AN A IR 


LA BICAPA LIPÍDICA 


CH» 
Ñ 
HC—CH; 
£ 

CH 


¿2-metád propaño 


agua acetona en aqua agua 


2 well propano en agua 


Figura 10-65 De qué forma interaccionan las moléculas hidrofílicas e hidrofóbicas de manera diferente con el agua. 

(A) Dado que la acetona es polar, puede formar interacciones electrostáticas favorables con el agua, que también es polar. 
Así pues, la acetona se disuelve en agua. (B) Por el contraria, el 2-meth propano es por cormpleto HMidrofóbica. Puesto 

que no puede formar interacciones favorables con eí agua, forzará a las moléculas de agua adyacentes a reorganizarse 
formando unos entramados parecidos alos del hielo, con el consiguiente incremento de la energía libre. Por lo tanto, este 
corapuesto es casi insoluble en agua. El símbolo 37 indica una carga negativa parcial y 8* indica una carga parcial positiva, 
Los ásornos polares se muestran en color y los grupos no polares se muestran en gris, í 


comportamiento, que es fundamental para la creación de una célula viva, es una conse- 
cuencia directa de la forma y la naturaleza anñifílica de las moléculas de fosfofolípido. 


Además de esta propiedad de autosellado, las hicapas lipídicas tienen otras característi- ' 


cas que hacen de ellas una estructura ideal para constituir las membranas celulares. Una de 
las más importantes es su fíuidez, que es crucial para muchas funciones de la membrana. 


La bicapa lipídica es un fluido bidimensional 


Hacia la década de 1970, los investigadores reconocieron por primera vez que las distintas 
inoléculas lipídicas pueden difundir libremente dentro de las bicapas lipídicas. La demos- 
tración inicial procede de unos estudios sobre bicapas lipídicas sintéticas. En los estudios 
experimentales han resultado rouy útiles dos tipos de preparaciones: (1) las bicapas produ- 
cidas en forma de vesículas esféricas, denominadas liposomas, cuyo tamaño puede variar 


forma de empaquetaniento 
la molécula de moléculas lípldicas 
de lípido 
miceta 
Gipídica 
E bicapa 
fipídica 


O A 


(A) (8) 
Figura 10-7 Empaquetamiento de moléculas lipídicas en un medio acuoso. 
(Aj Las moléculas lípidicas enforma de cono fcrriba) forman micelas, mientras que las 
moléculas de fosfolípidos en forma cilíndrica tabajo) torman bicapas. (8) Una micela 
fipídica y una bicapa lípídica vistas en sección lateral Las molécutas de lípido forman, 
espontáneamente, estructuras como éstas en el agua, dependiendo de su forma. 
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Figura 10-83 Sellado espontáneo de 

una bicapa fosfolipidica que forma un. . 
compartimiento cerrado, La estructura 
cerrada es estable porque evita la exposición 
al agua de las colas hidrocarbonadas 
hicrofóbicas, que podría ser 
energéticamente desfavorable. 
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de 25 nun a l men de diámetro según cual sea el sistema de preparación OFigura 10-9), y (2) 
las bicapas planas, denominadas menbranas negras, formadas 4 través de ud agujero sí- 
tuado en una separación entre dos compartimientos acuosos (Figura 16-10). ” 


Se han utilizado diversas técuicas para medir el desplazamiento de las moléculas liprdi- 


cas y de sus componentes. Por ejemplo, se puede construir una molécula lipídica don uma co- 
lorante fuorescente o una pequeña partícula de oro unida a su grupo cabeza polar y seguir 


la difusión de cada molécula individual en una meribrana, Otca opción es modificar un gru. 


po cabeza para que contenga una “marca de espin”, tal corno un grupo nitroxdlo (=N-0),. 
que contiene un electrón desapareado cuyo espín genera una señal paramagnéfica que se 
puede medir mediante espectroscopia de resonancia de espín electrónico (ESR: electron 
spin resonance). (Los principios de esta técnica son similares a los de la resonancia magné- 
tica nuclear que se describe en el Capítulo 8,) Mediante el espectro ESK se puede medir el 
teovimiento y la orientación de un Íípido marcado dentro de una bicapa. Estos estudios de- 
muestran que las moléculas de fosfolípidos de las bicapas artificiales raras veces migran de 
un lado a otro de la monocapa (también denominada una hoja). Este proceso, denominado 
“fip-Hop”, se produce menos de una vez al mes en cualquier molécula lipídica, aunque el 
colesterol es una excepción, ya que puede saltar por fip-flop rápidamente de una cara a otra 
de lina bicapa. Por el contrario, las moléculas lipídicas intercambian con facilidad su lugar 
con el de las rnoléculas vecinas dentro de cada monocapa (-107 veces por segundo). Este fe- 
nómeno da lugar ama rápida difusión lateral, con un coeficiente de difusión (D) de aproxd- 
madamente 10% co? /segundo, lo cual significa que una molécula lipídica promedio difunde 
en la longitud de una gran célula bacteriana (-2 um) en cerca de 1 segundo. Además, estos es- 
tudios indican que las moléculas Epídicas giran con gran rapidez alrededor de sus ejes longi- 
tudirales y que sus cadenas hidrocarbonadas son flexibles. Simulaciones por ordenador 
ranestran que las moléculas lipídicas de las mernnbranas están muy desordenadas presentan- 
do una superficie irregular formada por grupos de cabeza orientados y espaciados de forma 
variada hacía la fase acuosa a cada lado de la bicapa (Figura 1211, 

Estudios de movilidad similares con moléculas Bpídicas ruarcadas en membranas bio- 
lógicas aisladas y en células vivas han proporcionado resultados similares a los de las bicapas 
artificiales. Demuestran que el componente lipídico de las membranas biológicas es ua l- 
quido bidimensional en el que las moléculas que las constituyen son libres de desplazarse 
lateralmente. Como en las bicapas sintéticas, las moléculas de fosfolípido se hallan confina- 
das en su propla monocapa. Este confinamiento constituye un problema para su síntesis. 
Los fosfolípidos sólo son sintetizados en una de las monocapas de la membrana, la mono- 
capa citosólica de la membrana del retículo endoplasmático. Si ninguna de estas moléculas 
recién sintetizadas pudiera migrar en un tiempo razonable hacia la monocapa no Citosólica, 
no se podría construir más bicapa lipídica. Este problema se soluciona gracias a un tipo es- 
pecial de enzimas transmembrana denominadas mransiocasas de fosfolípidos, que catalizan 
un rápido Bip-Bop de fosfolípidos desde la monocapa donde han sido sintetizados hasta la 
raonocapa opuesta, como se describe en el Capítulo 12. 


La fluidez de una bicapa lipídica depende de su composición 


La fluidez de las membranas celulares tiene que ser regulada con precisión. Algunos proce- 


sos de transporte y algunas actividades enzimáticas, por ejemplo, pueden detenerse cuando - 
la viscosidad de la bicapa se incrementa experimentalmente más allá de un nivel umbral. 


La fluidez de unz bicapa lipídica depende tanto de su composición como de su tempe- 
ratura, como se ha demostrado por estudios en bicapas sintéticas, Una bicapa sintética, pro- 


bicapa lipídica (membrana negra) 
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Figura 10--9 Liposomias. 

(A) Electramiceografía de vesfautas 

de fosfolípidos -Hiposomas- en agua, 
mediante congelación rápida a la 
temperatura del nitrógeno líquido, 

(B) Dibuja de un pequeña liposoma esférica 
en sección transversal, Noresalmente los 
fiposomas se utilizan como modela de 
membrana en estudios experimentales, 

(A, de P. Frederik y W. Hubert, Meth, Enzymol, 
391:431, 2005, Con la autorización de 
Elsevier) 


Figura 19-10 Representación en sección 
transversal de una membrana negra: una 
bicapa lípídica artíficial. Esta bicapa plana 
aparece negra cuando se forma a vavés de 
un pequeño agujero en una pared que 
separa dos compartimientos acuosos, 

Las membranas negras se utilizan para 
medir las propiedades de permeabilidad 
de las membranas artificiales, 


LA BICAPA LIPÍDICA E 623 


difusión tateral 


ge 
CO: 4 
4 Ñ PE | Hipo 


4 
' a | i lrara vez ocurre) 
il 


Hexión rotación 


(1 
colas de ácida graso 


“grupos lipídicos de cabeza 


moléculas de agua 


(4) 


Figura 10-11 Movilidad de las moléculas de fosfofípidas en una bicapa lipídica artificial <CACA> Empezando con 
un modelo de 100 rnolécutas de fosfatidilcolina ordenadas en una bicapa regular, un ordenador calculó las posiciones 
de cada átomo tras 300 picosegundos de tiempo simulado. A partle de estos cálculos teóricos fun trabajo que durá 
semanas en 1995), se formó un modelo de bicapa lipidica que tiene en cuenta casi todas las propiedades medibles de 
una bicapa lipidica sintética, tales como grosor, número de moléculas de lípido por área de sraembrana, profundidad de 
penetración del agua y diferencias entre las dos superficies. Obsérvese que si las colas en una monocapa son bastante 
largas, pueden interactuar con las de otra monacapa. (B) Los diferentes movimientos de una molécula de Hpido en la 
bicapa. (A, basado en SW. Chiu et al, Blophys. 4. 69:1230-1245, 1995. Can la autorización de fa Biophysical Society) 


ducida a partir de un nico tipo de fosfolípido, pasa de un estado líquido a un estado crista- 
lino rígido (o gel) en un punto de congelación característico. Este cambio de estado recibe el 
nombre de transición de fase; la temperatura a la que se produce es más baja (es decir, la 
membrana resulta más difícil de congelar) si las cadenas hidrocarbonadas sorr cortas o tie- 
nen dobles enlaces cís. Una menor longitud de la cadena reduce la tendencia de las colas hi- 
drocarbonadas a interaccionar entre sí, tanto entre fosfolípidos de la misrna capa como de la 
capa opuesta, y los dobles enlaces cis producen pliegues en las cadenas hidrocarbonadas 
que dificultan su empaquetamiento, de forma que las membranas permanecen fluidas a 
temperatures más bajas (Figura 10-12). Bacterias, levaduras y otros organismos cuyas tem- 
peraturas fluctúan con la de su entorno, controlan la composición de los ácidos grasos de 
sus lípidos de membrana manteniendo una fluidez relativamente constante. En caso de que 
la temperatura disminuya, las células de estos organismos sintetizan ácidos grasos con más 
dobles enlaces cis, de manera que evitan ma pérdida de fluidez de la bicapa por efecto de la 
disminución de la temperatura. 

El colesterol modula las propiedades de las bicapas lipídicas. Cuando se mezcla con fos- 
folípidos incrementa las propiedades de barrera permeable de la bicapa Hipídica. Se inserta 
en la bicapa con su grupo hidroxilo próximo a las cabezas polares de las moléculas de fosfo- 
lípidos de forma que su anillo esteroídeo, plano y rígido, interactúa con —y en parte inmovi- 
liza las regiones de las cadenas hidrocarbonadas que están más próximas a los grupos 
polares de la cabeza (véase Figura 10-5). El colesterol disminuye la movilidad de los prime- 


Figura 10-12 infigencia de la presencia 

de dobles enfaces cis en las cadenas 
hidrocarbonadas. La presencia de dobles 
enfaces hace más dificil el empaquetamiento 
de las cadenas, lo cual hace que la bicapa 
lipídica sea más dificil de congelar. Además, 
debido a que las cadenas hidrocarbanadas 
de los lípidos no saturados están más 


cadenas hidrocarbonadas 
insaturadas con dobles 
enlaces cis 


cadenas 
hidrocarbonadias 
soturadas, rectas 


separadas, las bicapeas lipídicas que las 
contienen son más finas que las formadas 
exclusivamente por lipidos saturados. 
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ros grupos CH, de las cadenas hidrocarbonadas de las moléculas de fosfolípidos; este hecho . 


provoca que la bicapa lipídica sea menos deformable en esa región y se reduzca su permea- 
bilidad a pequeñas moléculas solubles en agua. Á pesar de que el colesterol condensa el ern- 
paquetarmiento de los lípidos de una bicapa, no hace que la membrana sea menos fluida. A 
las elevadas concentraciones a las que se presenta en la mayoría de las membranas plasmiá- 
ticas de las células eucariotas, el colesterol también impide que las cadenas hidrocarbona- 
das se junten y cristalicen, : 

En la Tabla 10-1 se compara la composición lipídica de distintas membranas biológi- 
cas. Obsérvese que a menudo las membranas plasmáticas bacterianas están compuestas 
principalmente por un único tipo de fosfolípido y no contienen colesterol; su estabilidad 
mecánica está asegurada por la pared celular que las recubre (véase Figura 11-18). En las 
axqueas, los lípidos contienen cadenas prenilo de 20-25 átomos de longitud en lugar de áci- 
dos grasos. Las cadenas prenio tienen una flevibilidad y unas características hidrofóbicas 
similares a las cadenas de ácidos grasos (véase la Figura 10-208). Así, las bicapas lipídicas 
pueden estar formadas por diferentes diseños moleculares pero tener características simila- 
res. La composición de la mernbrana plasmática de la mayoría de las células eucariotas es 
más variada qué la de los procariotas y las arqueas, ya que no sólo contienen grandes canti- 
dades de colesterol, sino también wa mezcla de diferentes fosfolípidos. 

El análisis de las membranas lipídicas mediante espectrometría de masas ha revelado 
que la composición fipídica de una membrana celular típica es mucho más compleja de 
lo que inicialmente se habla creído. De acuerdo con estos estudios, las membranas están 
corapuestas por una extraordinaria variedad de especies lipídicas diferentes (entre 500 y 
1000). Parte de esta coraplejidad refleja las variaciones combinatorias de grupos de cabeza, 
longitudes de cadenas hidrocarbonadas y grados de insaturación de las principales clases 
de fosfolípidos, pero las membranas también contienen muchos kpidos menos frecuentes y 
estructuralmente diferentes, al menos algunos de los cuales tienen funciones importantes, 
Por ejemplo, los fosfolípidos de inositol están presentes en cantidades pequeñas pera de- 
sempeñan funciones cruciales regulando el tráfico a través de la membrana y la señraliza- 
ción celular (se describe en los Capítulos 13 y 15, respectivamente). Su síntesis y destrucción 
locales están reguladas póx un elevado número de enzimas, que dan hogar a pequeñas mo- 
léculas señal intracelulares y a lugares lipídicos de unión sobre las membranas que reclutan 
específicamente proteínas del citosol, como deseribiremos más adelante, 


Á pesar de su Mluidez, las bicapas lipídicas pueden formar 
dominios de composición diferente 


Dado quewna bicapa lipídica es un fuido bidimensional, podríaraos esperar que la mayoría 
de los diferentes tipos de moléculas lipídicas presentes en ella se encontraran distribuidas al 
azar, mezcladas unas con otras en cada monocapa. Las fuerzas de atracción de van der Waals 
ente las colas hidrocarbonadas adyacentes no son lo bastante selectivas para mantener uni- 
dos grupos de moléculas de fosfolípidos. Sin embargo, con ciertas mezclas lipidicas, dife- 
rentes moléculas lipídicas pueden permanecer juntas transitoriamente generando una 
mezcla dinámica de parches de diferentes domínio. En bicapas lipídicas sintéticas cor- 
puestas de fosfatídilcolina, esfingomielina y colesterol, las fuerzas de van der Waals entre las 
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largas cadenas hidrocarbonadas saturadas de las moléculas de esfingomielina podrían ser 
bastante fuertes para mantener unidas de forma temporal a las moléculas adyacentes 
(Figura 10-13) 

Se ha producido un largo debate enue científicos sobre si las moléculas lipídicas de la 
membrana plasmática de las células animales pueden ensamblarse transitoriamente 
formando dominios especializados, denominados balsas lipídicas (lipid rafis). Ciertas re- 
giones especializadas de la membrana plasmática como es el caso de las caveolas que parti- 
cipan en la endocitosís (se discute en el Capítulo 13) están enriquecidas en esángolípidos y 
colesterol y parece que las proteínas especificas que se ensambian en ellos pueden ayudara 
estabilizar estas balsas. Dado que las cadenas hidrocarbonadas de los esfingolípidos son 
más largas y más rectas que las de los otros lípidos de membrana, los dominios lipídicos 
son más gruesos que otras zonas de la bicapa (véase la Pígura 10-12) y pueden acomodar 
mejor ciertas proteínas de membrana (Figura 10-14), Así, la segregación lateral de proteínas 
y lípidos en dominios lipídicos o balsas podría ser, en principio, un proceso mutuamente es- 
tabilizaute, De está forma, las balsas lipídicas facilitan la organización de las proteínas de 
reembrana concentrándolas para transportarlas en vesículas de membrana (se trata en el 
Capítulo 13), o para que trabajen juntas en ensanblajes proteicos, como cuando tansfor- 
man señales exvracetulares en intracelulares (se trata en el Capítulo 15). 


Las gotas lipídicas están envueltas por una monocapa de fosfolípidos 


La mayoria de las células almacenan su exceso de lípidos en gotas lipídicas, de donde se 
pueden recuperar como bloques de construcción para utilizados en la síntesis de membra- 
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Figura 19-13 Separación de faze lateral 

en bicapas lipídicas artificiales. (A) Los 
Kposormas gigantes producidos con una 
mezda 1:1 de fosfaridiloolina y esfingorsielina 
forman bicapas uniformes, mientras que 

(Bs los liposormas producidos con una mezcla 
1:13 de fosfatidilcofina, esfirmgomielina y 
colesterol forman bicapas con dos fases 
inmiscibies. Los liposomas están teñidos 

con concentraciones traza de coloranze 
fuorescente que tiene preferendla por una 
de las fases. El tamaño medio de los dominios 
formados en este liposoma gigante artificial 
es bastante más grande de lo esperado en las 
membranas biológicas, donde las balsas 
pueden ser tan pequeñas como de un 
nanómetro de diámetro. (A, de N. Kahya - 
etal, J. Struct. Blof, 1477-89, 2004. 

Con la autorización de Elsevier; B, cortesla 

de Petra Scivfille 3 


Figura 10-14 Efectos de las balsas lípidas en las bicapas lipídicas artificiales. (A) El contomo de la superfide de una biepa que contiene balsas 
fipídicas analizado con el microscopio de fuerza atómicas. Obsérvese que jas áreas de las balsas, mostradas en naranja, son más gruesas que el 
resto de la bicapa; como en la Figura 10-13, las balsas contienen sobre todo esfingornielina y colesterol. Las espículas amarillas son proteínas 
incorporadas, que se unen a la bicapa mediante un anclaje de glucosilfosfatiditinositol (GPL: glycosyiphosphatidyl-inositol) Glustrado en el 
ejemplo 6 de la Figura 10-19) preferentemente a los dominios de las batsas. (B) Puesto que incrementan tanto el grosorcorno la composición de 
Epidos, se cree que las balsas concentran proteinas específicas de membrana (verde oscuro), (A, de DE. Sastowsky et al, L q9 Chera, 27726966» 


26970, 2002. Con la autorización de la American Sodety for Biochemistry and Molecular Stology) 
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nas o como fuentes de energía. Las células adiposas, también denominadas adipocitos, es- 
tán especializadas en el almacenamiento de lípidos (véase Figura 14-34). Contienen un ele- 
vado número de gotas lipídicas a partir de las cuales se pueden liberar ácidos grasos a 
dernanda y ser exportados a otras cétulas a través de la sangre. Las gotas lipídicas almacenan 
lípidos neutros, como son los triacilgliceroles y los ésteres de colesterol, sintetizados a partir 
de los ácidos grasos y colesterol. por enzimas de la membrana del retículo endoplasmático. 
Dado que estos lípidos no contienen grupos hidrofílicos, son moléculas exclusivamente hi- 
drofóbicas, que se agregan formando gotas tridimensionales en lugar de bicapas. 

Las gotas lipídicas son orgánulos especiales por el hecho de que están envueltos por 
una sola monocapa de fosfolípidos que contiene una elevada variedad de proteínas. Algunas 
de estas proteínas son enzimas que participan en el metabolismo lipídico, pero la función de 
la mayoría de ellas es desconocida. Cuando las células se exponen a elevadas concentracio- 
nes de ácidos grasos se forman rápidamente estas gotas tipídicas, a partir de discretas regio- 
nes de la membrana del retículo endoplasmático donde se concentran muchas enzirnas del 
metabolismo ipídico. En de Figura 10-15 se mauestra un modelo de cómo se pueden formar 
las gotas lipídicas y adquirir la monocapa que las envuelve de fosfolípidos y proteínas. 


La asimetría de la bicapa lipídica es importante para su función 


En muchas membranas, la composición lipídica de las dos monocapas de la bicapa lipídica 
es marcadamente diferente entre si. Por ejemplo, en la membrana del gióbulo rojo humano 
en la monocapa exterior de la bicapa lipídica se encuentran la mayoría de las moléculas de 
fosfolípidos que tienen colina —(CHaJaN*CH2CH20H- en su grupo de cabeza (fosfatíidilcolí- 
na y esfingonuelina) mientras que en la monocapa interior se encuentran la mayoría de las 
que contienen un grupo ¿mino primario terminal (fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina) 
(Figura 10-16). Así, la fosfaridilserina, de carga negativa, está localizada en la monocapa in- 
terior, por la que existe una importante diferencia de carga entre las dos mitades de la bica- 
pá. En el Capítulo 12 se explica que los translocadores de fosfolípidos asociados a la 
membrana generan y mantienen la asimetría lipídica, : 

La asimetría de los lípidos es importante desde el punto de vista funcional, especial- 


mente para transformar las señales extracelulares en señales intracelulares (se trata en el 


Capítulo 15), Muchas proteínas citosólicas se unen a un grupo de cabeza de un lípido deter- 
minado en la monocapa citosólica de la bicapa lipídica. Por ejernplo, la enzima proteína qui- 
nasa C(PKC) se activa corno respuesta a varias señales extracelulares. Se une a la cara interna 
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Figura 16-15 Modelo para la formación 

de gotas de pido. Los fípidos neutros se 
depositan entre las dos monocapas de la 
mernbrana del retículo endoplasmático y se 
agregan forraando una gota tridimensional, 
que se separa de la membrana del retículo 
endoplasmático por gemación constituyendo 
como un orgánulo independiente rodeado 
por una monocapa de fosfolípidas y 
proteínas asociadas. (Adaptado de S. Martin y 
RG Parton, Nat, Rev. Mol Cell Bilal. 7373-3738, 


2006. Con la autorización de Macmillan 


Publishers Ltd) 


Figura 10-16 Distribución asimétrica de 
los fosfolípidos y de los glucolípidos en la 
bicapa lipídica de los glóbulos rojos 
humanos. Los colores utilizados para los 
fosfolípidos son los mismos que en la 

Figura 10-3. Además, los glucolipidos se han 
dibujado con grupos de cabeza polar de . 
forma hexagonal (en azul). Se creé que el 
colesterol (no se muestra) se distribuye casi 
a partes iguales en ambas monocapas. 
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Figura 10-17 Dos funciones de señalización de los fosfolípidos de inositol 

en la cara citosólica de la membrana plasmática. (A) Algunas señales 
extracelulares activan la Pl 3-quinasa, que fosfonila fosfolípidos de inosital, 
generando lugares de anclaje para varjas proteínas señalizadoras intracelulares. 
(8) Algunas señales extracelulares activan fosfolipasas que rompen fosfolípidos 
de inositol y crean fragmentos que ayudan a liberar la señal dentro de la 

cétuta, (C) Los lugares donde cortan las diferentes clases de fosfolipasas. 

En el esquema se representa la estructura del fosfatidilinosital (4,5) bisfosfato. 
Las fosfotipasas C participan en la vía de señalización mostrada en (B). 


de la membrana plasmárica donde se concentra la fosfatidiiserina y, además, para ser activa : 
necesita este fosfolípido cargado negativamente, 

En otros casos, determinados grupos cabeza de fosfolípidos deben ser previarmente mo- 
dificados y generar lugares de unión a proteínas en ciertos momentos y lugares de la mern- 
brana. Por ejemplo, el fosfatidilinositol es un fosfolípido minoritario que se concentra en la 

monocapa citosólica de la membrana celular. Un variado grupo de quinasas de lípidos pue-' 
den añadir grupos fosfato en varias posiciones en el anillo inositol, generando sitios de | 
unión que reclutan hacia la membrana determinadas proteínas del citosal. Un ejemplo im- 
portante de quinasa de lípidos es la fosfatidilinositol 3-quinasa (HI 3-quinasa), que se activa 
en respuesta a señales extracelulares y ayuda a reclutar, en la cara citosólica de la membra- 
na plasmática, proteínas de señal intracelulares (Figura 10-174). Otras quinasas de lípidos 
similazes fosforilan fosfolípidos de inositol en las membranas intracehilares y facilitan la 
captura de proteínas implicadas en el transporte de membrana. 

Los fosfolípidos de la membrana plasmática también actúan de otra manera transfor-" 
mando señales extracelulares en intracelulares. La membrana plasmática contiene varías 
fosfolipasas, que tras ser activadas por señales extracelulares, cortan específicamente ciertas 
moléculas de fosfolípidos, produciendo fragmentos que actúan como mediadores intrace- 
hulares de vida corta. Por ejemplo, la fosfolipasa C, corta un fosfolípido de inositol en la mo- 
nocapa citosólica de la membrana plasmática y produce dos fragmentos, uno de los cuales ' 
permanece en la membrana plasmática favoreciendo la activación de la proteína quínasa C, 
mientras que el otro es liberado al citosol y estimula la liberación de Ca?+* desde el retícula 
endoplásmático (véase la Figura 10-17B-C). 

Los animales aprovechan la asimeta de fosfolípidos de stis membranas para distinguir 
entre células vivas y muertas. Cuando las células animales sufren apoptosis (ima forma de , 
muerte celular programada, descrita en el Capítulo 18), la fosfatidilserina que par lo general 
está confinada en la monocapa citosólica de la bicapa lipídica, se transloca rápidamente a la 
monocapa extracelular. La fosfatidiiserina expuesta en la superficie celular señaliza a las cé- 
lulas vecinas, como los macrófagos, a fagocitar y digerir a la célula muerta. Parece que la 


translocación de la fosfatidifserina en las células apoptóticas ocurre por dos mecanismos: " ij 


1. | Se inactiva el translocador de fosfolípidos que normabmente transporta este lípido de 
la monocapa no citosólica a la monocapa citosólica. 


2. Seactiva una enzima translocadora de fosfolípidos inespecífica (flipasa inespecifica O - 
“escramblasa”) que transfiere fosfolípidos al azar en ambas direcciones ente las dos 
MOnocapas. Ñ 
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(A) galactocerebrósido (8) gangliósido Gris 


(C) ácido síálico (NANA) 


En la superficie de todas las membrana plasmáticas hay glucolípidos 


Las moléculas lipídicas que contienen azúcares, denominadas ghocolípidos, son las que pre- 
sentar mayor asimetría en cuanto a su distribución en las membranas celulares, ya que só- 
lo se encuentran en Ja monocapa no citosólica de la bicapa lipídica, En las células animales 
se sintetizan a partir de esfingosina, exactamente igual que la esfingomielina. Estas fasci- 
nantes moléculas tienden a autoasociarse en parte mediante la formación de enlaces de hi- 
drógeno entre sus azúcares y en parte mediante fuerzas de van der Waals entre sus largas y 
rectas cadenas hidrocarbonadas, y preferentemente forman parte de balsas lipídicas, La dís- 
tribución asimébice de los glucolípidos en la bicapa es consecuencia de la adición de azxú- 
cares a las moléculas Hpídicas en el himen del complejo de Golgi. Así, el compartimiento en 
el que son sintetizadas es equivalente desde un punto de vista topológico al exterior celular 


(descrito en el Capítdlo 12). Cuando son descargadas en la membrana plasmética, los gru- 


pos azúcar quedan expuestos a la superficie celular (véase Figura 10-18), donde ejercen fun- 
ciones importantes en las interacciones de la céluda con su entorno. 

Los glucolípidos probableraente se presentan en las membranas plasmáticas de todas 
las células anímales, constituyendo alrededor de un 5% de las moléculas lipídicas de la mo- 
nocapa exterior. Además se encuentran en algunas membranas intracelulares. Los glucolf- 
pidos más complejos, los gengliósidos, contienen oligosacáridos con uno o más residuos de 
ácido siálico, lo que les proporciona una carga neta negativa (Figura 10-18). El más abun- 
dante de los más de 40 gangliósidos diferentes que se han identificado se encuentra en la 
membrana plasmática de las células nerviosas, donde constituyen cerca de un 5-10% de la 
masa lipídica total; también pueden encontrarse en cantidades mucho menores en otras tie 
pos celulares. 

Los indicios acerca de las funciones de los glucolípidos proceden de su localización. Por 
ejemplo, en la membrana plasmática de las células epiteliales, los glucolípidos se encuen- 


tran confinados en la superficie apical, donde podrían ayudar a proteger a la mernnbrana de * 


las condiciones adversas que con frecuencia existen allí (como pH bajo y elevadas concen- 
traciones de enzimas degradativas). Los glucolípidos con carga, como los gangliósidos, pue- 
den tener importancia debido a sus efectos eléctricos: su presencia alteraría el campo 
eléctrico a través de la mentbrana y la concentración de iones —especialmente Ca?*—en la se- 
perficie de la membrana. Parece que los glucolípidos participan en los procesos de recono- 
cimiento celulaz, en los que las proteínas de membrana de unión a carbohidratos Uectinas) 
se unen a los azúcares tanto de ghucolípidos como de glucoproteínas, en el procesó de 
adhesión célula-célula (descrito en el Capítulo 19). Sin embargo, sorprendenternente, ratones 


Figura 10-18 Moléculas de glecolípidos, 
(A) Los galactocerebrósidos se denominea 
glucolípidas neutros porque el azúcar que 
forma su grupo cabeza no está cargado, 

(8) Un gangliósido sierapre contiene uno 

o más residuos de ácido síático rambién 
denorninado ácido Meaacetl neureminico 

o MAMA: M-acendneuromínic acid) cargados 
negativamente, cuya estructura se muestra 
en ((). En bacterlas y en plantas casitodos 
tos alucolipidos derivan del gliceral, como 
sucede en la mayoría de fosfolípidos, pero 
entes células animales cas] shemmpre se basan 
enda esfiíngosine, como es el caso de la 
esfingomielina (vésse Figura 10-31 

Gal < gelaciosa; Glc= glucosa; 

GalHAc =M-acetll galactosamina; estos 

tres azúcares no están cargados, 
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PROTEÍNAS DE MEMBRANA 


mutantes deficientes entodos sus gangliósidos complejos no presentan anormalidades evi- 
dentes, aunque se ha observado que los machos no pueden tansportar de forme correcta la 
testoterona en los testículos, porlo que son estériles, 

Sea cual sea su función normal, algunos glucolípidos soga puntos de entrada de ciertas 
toxinas bacterianas, Por ejermplo, el gangliósido Gra (véase Figura 10-18) actúa como recep- 
tor de superbicie celular para la toxina bacteriana que causa la diarrea debilitante caracterís- 
tica del cólera. La toxina colérica se une y penetra sólo en las células que tienen Gp] en su 
superticie, entre ellas las células epiteliales intestinales. Su entrada en la célula produce un 
aumento prolongado en la concentración de AMP cíclico (descrito en el Capítulo 15), que, a 
su vez, provoca una gran salida de Na? y de agua al intestino 


Resumen 
Las membranas biológicas están formadas por una doble capa continua de motécutas Epídicas, en 


la que están inmersas las proteínas de membrana. Esta bicapa lipídica es fluida, de forma que las 
distintas moléculas lipídicos pueden difandi rápidamente dentro de su propia monocapa. Las mo- 


léculas Rpidicas de las membranas son anfífílicas. Cuando se colocan en agita, se agregan entrestde 


forma espontánea formando bicapas, que se estructuran en cormpartimientos cerrados. 

Las células contienen entre 500 y 1000 especies diferentes de Kpidos. Existen tres clases princi- 
pales de lípidos de membrana-—los fosfolípidos, el colesterol y los glucolípidos- y centenares de clases 
menos abundantes. Las composiciones lipidicas de las monocapas externa e interna son diferentes 
y reflejan las diferentes funciones de las dos caras de la membrana celular. Les membranas de 
diferentes tipos cebulares, y también los de un mismo tipo celular, presentan diferentes mezclas de l£- 
pidos. Los fosfotipidos de inositol son una clase minoritaria de fosfolípidos que están en la cara cito- 
sólica de la membrana plasmárica, donde desempeñan un papel importante en el proceso de 
señalización celular en respuesta a señales extracelulares determinadas quinasas lipidicas fosfori- 
lan los grupos cabeza de estos lípidos y generan lugares de unión para proteínas señalizadoras 
mientras que fosfolipasas específicas rompen ciertos fosfolípidos de inositol y generan pequeñas mo- 
iéculas señal intracelulares. 


PROTEÍNAS DE MEMBRANA 


Aunque la estructura básica de las membranas biológicas está determinada por la bicapa le 
pídica, la mayoría de sus funciones específicas están desempeñadas por proteínas. Así pues, 
son las proteínas las que confieren a cada uno de los tipos de membrana celular sus propie- 
dades funcionales características, De acuerdo con este hecho, la cantidad y el tipo de pro- 
teínas de una membrana son muy variabies. En la vaina de mielina, cuya función principal 
consiste en aislar los axones nerviosos, la proteína constituye menos de un 25% de la masa 
de la membrana, Por el contrario, en las membranas implicadas en la producción de ATP 
(tales corno las membranas internas de las mitocondrias y de los cloroplastos) aproximada- 
rente un 75% de su masa es proteína. Una membrana plasmática normal está situada entre 
ambos extremos, siendo las proteínas cerca de la mitad de su masa, 

Debido a que las moléculas ipídicas son pequeñas en comparación con las proteicas, 
en todas las membranas celulares hay más molécules lipídicas que proteicas -una membra- 
na que contenga un 50% de proteína en masa tiene una proporción aproximada de 50 mo- 
léculas de Mpidos por cada molécula de proteína. Las proteínas de membrena son muy 
variables en cuanto a estructura y en cuanto a la manera en la que se asocian con la bicapa 
Bpídica, lo cual refleja la variedad de sus funciones. 


Las proteínas de membrana se asocian a la bicapa lipídica 


de varias maneras 


En la Pígura 10-19 se muestran las diferentes formas de asociación de las proteínas a las 
membranas. Muchas proteínas de membrana atraviesan la bicapa lipídica, de forma que 
parte de su masa se sitía a cada lado de la membrana fejemplos 1, 2 y 3 de la Figura 10-19). 
Como sus vetinas lipídicas, estas protefnas transmerabrana son anfifílicas, ya que tienen 


“regiones que son hidrofóbicas y regiones hidrofíficas. Las regiones bidrofóbicas se sititan en 


el interior de la membrana y se relacionan con las colas hidrofóbicas de las moléculas lipfdi- 
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cas del interior de la bicapa, donde quedan protegidas del agua. Las regiones hidrofílicas se 
hallan expuestas al medio acuoso de ambos lados de la membrana. La unión covalente de 
una cadena de ácido graso que se encuentra insertada en la mitad citosólica de la bicapa in- 
crementa la hidrofobicidad de algunas de estas proteínas transmembrana (véase el ejemplo 
l de la Figura 10-19). 

Giras proteínas de membrana se localizan por completo en el citosol y se asocian con la 
monocapa citosólica de la bicapa lipidica mediante uma hélice a anfifílica expuesta en la su- 
perficie de la proteína (véase el ejemplo 4 de la Figura 10-19) o a través de una o más cade- 
nes Bpídicas a las que están unidas covalentemente, que pueden ser ácidos grasos O grupos 
prenilo tejeraplo 5). Existen otras proteínas completamente expuestas en la superficie celu- 
lar externa, ancladas a la bicapa por medio de una unión covalente fvía un oligosacárido es- 
pecífico) al fosfatidifinositol de la monocapa lipídica externa de la membrana plasmática 
(véase el ejemplo 6 de la Figura 10-19). k 

Las proteínas unidas a lípidos del ejemplo 5 de la Figura 10-19 se han generado como 
proteínas solubles en el citosol y posteriormente se han anclado a la membrana, uniéndose 
de forma covalente a un grupo lipídico. Sin embargo, las proteínas del ejemplo 6 se sinteti- 
zan corso proteínas transmerabrana de “paso único” en el retículo endoplasmático (ER). 
Mientras permanecen en el ER, el segmento tansmembrana de la proteínase escinde y sele 
añade un glucosilfosfatidiinositol (GPD de anclaje; la proteína queda unida a la superficie 
no citosólica de la membrana sólo por medio de este anclaje (se trata en el Capítulo 12). Fi- 
nalmente, las vesículas de transporte descargan la proteína en la membrana plasmática (se 
trata en el Capítulo 13). Las proteínas que se unen a la membrana a través de un GP! de an- 
claje, se distinguen fácilmente utilizando una enzima denominada fosfolipasa C específica 


para fosfatidilinositol. Esta enzima separa de farma específica estas proteínas de sus ancla- : 


jes, liberándolas así de la membrana. 


Algunas proteínas de mexibrana que no atraviesan en su totalidad eli interior hidrofóbi- . 


co de la bicapa lipídica están unidas a una u otra cara de la membrana mediante interaccio- 
nes no-covalentes con otras proteínas de membrana (véanse los ejemplos 7 y 8 de la 
Figura 10-19). Muchas de las proteínas de este tipo pueden ser liberadas de la membrana 
mediante procedimientos de extracción suaves, como la exposición a soluciones de muy al- 
ta O baja fuerza iónica o de un pH extremo, que interfieren con las interacciones proteicas 
pero mantienen intacta la bicapa lípídica. A estas proteínas se les denomina proteínas peri- 
féricas de membrana. Por el contrario, las proteínas transmembrana y mauchas proteínas 
unidas a la bicapa por cadenas de ácidos grasos o por regiones polipeptídicas hidrofóbicas 
que se insertan en el corazón hidrofóbico de la bicapa hipídica no pueden ser liberadas por 
estos métodos, por lo que se les denomina proteínas integrales de membrana. 


Los anclajes lipídicos controlan la locálización en la menibrana 
de algunas proteínas señalizadoras 


Por lo general, la manera en que una proteína de membrana se asocia a la bicapa lipídica in- 
dica su función. Así, sólo las proteínas ransmembrana pueden 2ctuar en ambos lados de la 


Figura 10-79 Varios sistemas de asociación 
de las proteínas con la membrana lipídica. 
Se cree que la mayoría de las protefnas 
transmembrana atraviesan ta bicapa como (1) 
tina sata hélice a, (2) en forma de varias héli- 
ces 0.0 (3) en forma de una lámina B encolla- 
da un barril $). Algunas de estas proteínas de 
“paso único” y de “paso múltiple” están unidas 
covalenternente a cadenas de ácidos grasos 
insertados enta monocapa citoplasraática 
(1). Otras proteínas de membrana sólo están 
expuestas a ua lado de la membrana. (4) 
Algunas de ellas se unen a la superficia cito- 
sólica mediante tuna hélice a anfifilica que se 
une a la monocapa dtosólica a través de la 
superficie hidrofóbica de la hélice q. (5) Otras 
se encuentran unidas a la bicapa Únicamente 
a través de su unión covalente a una cadena 
de lípido-a tina cadena de ácido graso o a un 
grupo prenito (véase la Figura 10-20)- de la 
monocapa citosólica o, (6) a través de una 
unión mediante un oligosacárido, a un 
fosfatiditinositol en la monocapa no-citosóll- 
ca denominado anclaje GP1, (7, 8) Finalmente, 
muchas proteinas están unidas a la membra- 
na tan sólo mediante interacciones 
no-covalentes con otras proteinas de mem- 
brana. En la Figura 10-20 se ilustra cómo se 
forma la estructura de (5), mientras que en la 
Figura 12-56 se ilustra cómo se forrna el an- 
claje GPi que se muestra en (6). Los detalles 
de cómo se asocian las proteínas de membra- 
na con la bicapa fipídica, se describen en el 
Capitdo 12... 
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bicapa o transportar moléculas a través de ella. Por ejerplo, algunos receptores celulares de 
superficie son proteínas transmembrana que se unen a las moléculas señal en el espacio ex- 
tracelular y generan diferentes señales intracelulares en el lado opuesto de la membrana plas- 
mática. Para transferir pequeñas moléculas hidrofílicas a través de la membrana, una 
proteína de transporte puede proporcionar in camino para que la molécula atraviese la ba- 
rrera de la bicapa lipídica; la arquitectura molecular de las proteínas rmultipaso a través de la 
raembrana resulta ideal para conseguir esta función, como describiremos en el Capítulo Ll. 

Por el contrario, las proteínas que sólo actúan en un lado de la bicapa lipídica general- 
mente están asociadas a la monocapa lípidica o al dominio proteico de aquel lado de la 
merabrana. Por ejernpio, algunas de las proteínas relacionadas con la señalización intrace- 
lular, que participan en la transformación de señales extracelulares en señales intracelulares, 
están unidas ala cara citosólica de la membrana plasmática por uno o más grupos lipídicos 
alos que están unidos de forma covalente. Estos grupos pueden ser ácidos grasos O grupos 
prenilo (Figura 10-20). En algunos casos, el ácido rmirísuco, un ácido graso sarurado de 14 
carbonos, se añade al grupo amino terminal de la proteína durante su síntesis en el riboso- 
ma. Todos los roiembros de la familia Src de las proteínas tirosina quinasa citoplasmáticas 
(se describe en el Capítulo 15) están miristolladas de esta forma. Sin embargo, la unión a la 
membrana a través de un solo anclaje lipídico no es muy fuerte y, a menudo, se añade un se- 
gundo grupo lipidico para anclar las proteínas con más frmeza ala membrana. En el caso de 
la mayoría de las quinasas Src, la segunda modificación lipídica consiste en la unión de áci- 
do palmítico, un ácido graso saturado de 16 carbonos, a la cadena lateral de una cisteína de 
la proteína. Esta modificación ocurre en respuesta a una señal extracelular y ayuda a rechu- 
tar las quinasas hacia la membrana plasmática. Cuando la vía señalizadora se apaga, el áci- 
do palmítico es eliminado de la proteína y la quinasa vuelve al citosol. Otras proteinas 
señalizadoras intracelulares, corao las pequeñas GTPasas de la familia Raf (se trata en el Ca- 
pítulo 15) utilizan una combinación de unión a grupo prenilo y a ácido pelmítico para re- 
clutarlas proteínas en la membrana plasmática. 


En la mayoría de las proteínas transmembrana, las regiones 
de la cadena polipeptídica que atraviesan la bicapa lipídica 
presentan unaconformación en hélice ol 


Una proteína tansmembrana se orienta siempre en un único sentido dentro de la mem- 
brana. Este hecho refleja tanto la asimetría del sistema mediante el cual la proteína ha sido 
insertada en la bicapa lipídica en ebER durante su biosíntesis (se explica en el Capítulo 12), 
como la diferencia entre las funciónes que desempeñan los dominios citoplasmático y no 
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Figura 10-20 Arclaje de una proteina de 
merdbrana mediante una cadena de ácida 
graso o un grupo prenilo. La unión covalente 
de cualquiera de los dos tipos de grupos 
tipídicos puede ayudar a situar una proteína 
soluble dentro de una membrana después 
de su síntesis en el citosal. (4) Una cadena 

de ácido graso fácido miristico) se une a un 
grupo amino terminal de una glicina por 


“medio de un enlace arnida. (8) Una cadena 


de ácido graso (áctdo palmítico) se une a 
una cisteína mediante un enlace tloéster, 
(O) Un grupo prenilo (farnesilo o 
geranilgeranilo, más largo) se halla unido, 
mediante un entace tioéter, a un residuo 
cisteína situado inicialmente a cuatro 
residuos del extremo €. Trasta prenilación, los 
tres aminoácidos terminales son separados 
de la cadena y el nuevo extremo € se metila 
antes de la inserción del anclaje en la 
membrana Íno se muestra), En la parte 
infarlor se muestran las estructuras de los 
ancdiajes lipidicos: (Dj un anclaje rmiristollo 
tuna cadena de ácido graso saturado 

de 14 carbonos), (E) un anclaje palrritilo 
(una cadena de ácido graso saturado de 

16 carbonos) y (Fj un anclaje fernestlo 

(una cadena de ácido graso insaturado 

de 15 carbonos) . 


enlace tivéter 
entre Uria cisteina 
un grupo prenil 
CH y un grupo prenilo 


(F) anclaje farnesilo 


632 Capítulo +0: Estrzctura de la mernnbrana 


citoplasmético de la protefina. Estos dominios están separados por segmentos de la cadena 
polipeptídica que atraviesan la merabrana, se hallan en contacto con el apvbiente hidrofó- 
bico de la bicapa lipídica y están formados, en gran parte, por aminoácidos de cadena late- 
ral ño polar. Debido a que las uniones peptídicas son, en sí misias, polares y dado que el 
agua no está presente en este armbiente, todas las uniones peptídicas pertenecientes a la 
porción de la cadena embebida en la bicapa tienden a formar puentes de hidrógeno entre sí. 
El ramero de este tipo de uniones se mexdnáza sila cadena polipeptídica forma una hélice q 
regular ab cruzar la bicapa; en efecto, así es cono le mayoría de los segmentos transmezn- 
brana de las cadenas polipeptídicas atraviesan la membrana (Figura 10-21). 

En las proteínas transmernbrana de paso único, la cadena polipeptídica cruza una 80- 
la vez (véase el ejemplo 1 de la Figura 10-19), mientras que en las proteínas transmenbra- 
na de paso múltiple, la cadena polipeptídica cruza múltiples veces la bicapa (véase el 
ejermplo 2 de la Figura 10-19). Una manera alternativa de que las uniones peptídicas puedan 
satisfacer sus requerimientos de enlaces de hidrógeno es que las múltiples hebras trans- 
mernbrana de la cadena polipeptídica se dispongan en láminas f enrolladas formando un 
“barril cerrado” (denominado por ello, barril 8; véase el ejeraplo 3 de la Figura 10-19). Esta 
estructura de paso múltiple transmembrana se observa en las porinas, de las que trataremos 
más adelante. 

Un rápido progreso en el estudio por cristalografía de rayos X de las proteínas de mena- 
brana ha permitido observar las estructuras tridimensionales de muchas de ellas. Las es- 
tructuras confirman que a menudo resulta posible 4 partir de la secuencia de armincácidos 
de la proteína predecir qué partes de la cadena polípeptídica atraviesan la bicapa lipídica. 
Los segmentos que contienen cerca de 20-30 aminoácidos, con un alto grado de hidrofobi- 
cidad, son suficientemente laxgos para atravesar la membrana formando una hélice o y a 
menudo pueden ser identificados en un gráfico de hidropatía (Bigura 10-22), A partir de es- 
te tipa de gráficos se sabe que cerca del 20% de las proteínas de un organismo son proteínas 
traasmembrana, lo cual subraya su importancia. Los gráficos de hidropatía no permiten 
identificar los segmentos transmenabrana de un barril f, ya que 10 residuos O menos $01 si 
ficientes para atravesar una bicapa lipídica a modo de una hebra f extendida y sólo mo de 
cada dos aminoácidos debe ser hidrofóbico. 

El impulso potente que significa aumentar al máximo posible el número de enlaces de 
hidrógenos en ausencia de agua signífica que es fácil que vue cadena polipeptídica que en- 
tra en la bicapa la atraviese por completo antes de cambiar de dirección, ya que al doblarse 
la cadena se produce una pérdida del número de interacciones regulares de enlaces de hi- 
drógeno. Sin embargo, las proteínas multipaso también pueden tener regiones que se plie- 
gan denteo de la membrana por cada lado apretándose en los espacios entre las hélices q 
transmembrana sin entrar en contacto con el núcleo hidrofóbico de la bicapa lipídica. Dado 
que estes regiones de cadena polipeptídica interaccionan con otras regiones polipeptídicas, 
no deben aumentar al máximo la formación de enlaces de hidrógeno, por lo que pueden 
presentar una gran variedad de estructuras secundarias, incluyendo hélices e. que en parte 
se extienden 3 través de la bicapa lipídica (Piguea 10-23). Estas regiones son Importantes 
para la función de algunas proteínas de membrana, incluyendo los canales de K* y de agua; 
las regiones contribuyen a formar las paredes de los poros que atraviesan la membrana y 
confieren la especificidad de sustrato de los canales, como se explicará en el Capítulo 11, Es- 
tas regiones no pueden ser identificadas en gráficos de hidropatía y sólo se pueden revelar 
mediante cristalografía de rayos X, difracción electrónica (una técnica similar a la difracción 
de rayos X, pero realizada sobre distribuciones bidimensionales de proteínas) o estudios 
MVR de las estructuras tridimensionales características de las proteínas, 


A menudo las hélices a! transmerbrana interactúan entre sí 


Las hélices a: transmermbrana de muchas proteínas de un solo paso no contribuyen al ple- 
gamiento de los dominios de la proteína a cada lado de la membrana. Como consecuencia 
de ello, a menudo es posible modificar de forraa artificial a las células para conseguir que 
produzcan los dominios citosólico o extracelular de estas proteínas en forma de proteína so- 
luble en agua. Esta proteína no ha servido para estudiar la estructura y la Euición de estos 
dorninios, especialmente en el caso de las proteínas receptoras tansmembrana (se describe 
en el Capítulo 15). Sin embargo, tuna hélice al transmerbrana, incluso endina protefaa de un 
solo paso, no hace más que anclar la proteína en la bicapa lipídica. Muchas proteínas de 
un solo paso a través de mexnbraga forman homodímeros, que se mautienen wuidos 1e- 
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Figura 10-21 Segmento de una cadena 
polipeptídica que atraviesa la bicapa 
lipídica en forma de hélice €. <GTAG> 

Ente figura sólo se ha dibujado el esqueleto 
del carbono a de la cadena polipeptídica, 
condos arvinoácidos hidrofóbicos en verde y 
amarillo, El segmento pofipeptídico que se 
muestra ercla figura es tina parte del centro 
de reacción fotosintético bacteriano que se 
Hustra en la Figura 10-34, cuya estructura fue 
determinada por análisis de difracción de 
rayos X. (Basado en datos de J, Delsenhofer 
etal., Nature 318:618-624, 1985, y H, Michel et 
al, EMBOS. 5:1149-1158, 1986. Todo con la 
autorización de Macmillan Publishers Ltd.) 
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20 aminoácidos más hidrofóbico 
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diante fuertes interacciones específicas entre las dos hélices «transmembrana;, la secuencia 
de los aminoácidos hidrofóbicos de estas hélices contienen la información que dirige la in- 
texacción protefna-protebna. j 
De forma similar, las hélices a traasmembrana de las proteínas multipaso ocupan po- 
siciones específicas enla estructura plegada de una proteína, que está determinada par ín- 
teracciones entre las hélices vecinas. Estas interacciones son cruciales para la estructura y 
la función de muchos canales y transportadores que desplazan moléculas a través de la bi- 
capa lipídica. En muchos casos, podemos utilizar proteasas para cortar fas asas de cadena 
polipeptídica que, a cada lado de la membrana, unen las hélices a transmembreana; estas 
hélices permanecen unidas y funcionan con normalidad. En algunos casos, iucluso pode- 
mos expresar en células vivas genes modificados artificialmente que codifican piezas de 
proteínas multipaso, y se constata que estas piezas separadas se ensarablan de formaade- 
cuada formando una proteína transmembrana fimeional (Figura 10-24), lo cual pone 
de manifiesto la exquisita especificidad con la que interactúan entre sí las hélices Qt 
transmernbrana. ] : 


Figura 10-23 Dos hélices al en el canal de agua de la acuaporina, cada una de las 
cuales sólo atraviesa la mitad de la bicapa lipídica, En la membrara, la proteína forma 
un tetrámero de cuatro de estos segmentos de dos hélices que, como los que se 
muestran coloreados, se haffan escondidos en una interfase formada por interacciones 
proteína-protefna, El riecanismo a través del cual los canales dejan pasar las moléculas 
de áqua a través de la bicapa se describe con más detalle enel Capítuto TL. 
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Figura 10-22 Utilización de gráficas de 
bidrapatía para localizar, en una cadena 
polipeptídica, potenciales segmentos de 
hélica O: que atraviesan la membrana. 

La energía libre necesaria para transtedr 
segmentos sucesivos de tina cadena 
polipeptídica de un solvente no polar al agua 
se calcula a partir de la composición de 
ariinoácidos de cada segmento, utilizando 
los datos obtenidos a partir de compuestos 
modelo, Estos cálculos se realizan para 
seomentos de un temaño fijo (por lo 

general, alrededor de 10-20 aminoácidos), 
comenzando con cada arninoácido sucesivo 
dela cadena, ElMindice de hidropatía" del 
segmento se esquemstiza en el eje Y corro 
función de su localización enla cadena, Un 
valor positivo indica que se necesita energía 
libre para la transferencia hacia el agua (es 
decir, que el segrnento es hidrofóblco) y el 
valor asignado es un Índice de la cantidad de 
energía que se necesita. Los picos del índice 
de hidropatía aparecen en la posición de los 
segmentos hidrofóbicos de la secuencia de 
arainoácidos. (A y 8) Se ilustran dos ejemplos - 
de las proteínas de membrana que se tratan 
posteriormente en este capítulo, La 
glucoforina (A) dene un único segmento que 
atraviesa la membrana en hélice oy un pico 
correspondiente en el test de hidropatia, La 
bacteriorrodopsina (B) tiene siete segmentos 
que atraviesan la rmembrara en forma de 
hélice al y siete picos correspondientes en 

el gráfico de hidropatía. (C) Proporción de 
proteínas de membrana predichas codificadas 
por los genomas de E colf, S, cerevisias y en 
humanos, El área sombreada en verde indica 
la fracción de proteínas que contienen al 
menos una hélice tansmerabrana predicha. 
Los datos para E coli y 5. cerevisioa 
representan el genoma completo; los datos 
para humanos representan sólo una parte del 
genorna; en cada caso el área bajo la curva es 
proporcional al número de genes analizados 
(A, adaptado de D. Eisenberg, Anno, Rev. 
Blochera. 53:595-624, 1984, Con la 
autorización de Annual Reviews; €, adaptado 
de D, Boyd et al, Proteín Scf. 7:201-205, 1998, 
Con la autorización de The Protein Society) 
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En las proteínas multipaso, las hélices transmembrana vecinas en la estructura plegada 
de la proteína protegen a muchas de las hélices transmenbrana de los lípidos de membra- 
na. ¿Por qué, entonces, estas hélices protegidas están formadas primariamente a pesar de 
todo por aminoácidos hidrofóbicos? La respuesta radica en la manera a través de la que es- 
tas proteínas se integran en la membrana durante su biosíntesis. Corao se expondrá en el 
Capítulo 12, las hélices a transmembrana se insertan en la bicapa lipídica de forma secuen- 
cial mediante un translocador proteico, Después de abandoner el translocador, cada hélice 
queda rodeada de forma transitoria porlos lípidos dela bicapa, lo cual requiere que la héli- 
ce seahidrofóbica. Cuando la proteína se pliega en su estructura final, se forman los contac- 
tos entre las hélices adyacentes; estos contactos proteína- proteína reemplazan algunos de 
jos contactos proteína-lípido igura 10-25). 


Algunos barriles B forman grandes canales transmembrana 


Algunas proteínas transmembrana de paso múltiple cuyos segmentos transmembrana están 
plegados como barriles B (no coma hélices a) son considerablernente rígidos y tienden a 
cxistalizar con facilidad. Así, algunas de ellas fueron las primeras proteínas transmembrana 
de paso múltiple que se determinaron mediante cristalografía de rayos X. El número de he- 
bras fi) de un barril f es muy variable, y oscila desde 8 hasta 22 (véase Figura 10-20). 


protelna de membrana 
reción sintetizada 


plegamiento de la proteina 
de membrana 


Figura 10-24 Transformación de una 
proteína de una cadena de paso múltipla 
en una proteíra de dos cadenas de paso 
múltiple. (A) Corte proteoíífico de un 
bucte, que da lugar a dos fragmentos que 
permanecer únidos y funcionan con 


hormalidad. (8) La expresión de las misenos 


dos fragmentos a partie de dos genes 
distintos produce una proteína similar 
que funciona con norraalidad. 


Figura 10-25 Pasos en el plegamiento 

de una proteína transmembrana de 

paso múltiple, Las hélices e transmembrana 
reción sintetizadas, que se liberan a la bicapa 
lípídica, son rodeadas inicialmente por 
moléculas de fípidos. Y cuando se pliegan las 
proteinas, las hélices entran en contacto 
entre sí, desplazando a la mayorta de los 
lípidos que las rodeaban. 


PROTEÍNAS DE MEMBRANA 


Las proteínas en barril 6 son abundantes en la mersbrana mitocondrial externa, en cio- 
roplastos y en muchas especies de bacterias, Algunas son proteinas formadoras de poros, 
las cuales generan canales llenos de agua que permiten que algunas pequeñas moléculas 
hidrofílicas atraviesen de forma específica la bicapa lipídica de la membrana externa bacte- 
riana. Las porinas son ejemplos bien estudiados (ejermplo 3 de la Figura 10-26). El barril de 
las porinas está formado por una lámina f de 16 cadenas antiparalelas y es suficientemente 
grande como para organizarse en forma de una estructura cilíndrica. Los aminoácidos cuyas 
cadenas laterales son polares se alinean en el interior del canal acuoso, mientras que las ca- 
denas laterales apolares se sitúan en el exterior, interacruando con el núcleo bidrofóbico de 
la bicapa lípídica. Con frecuencia algunos bucles de la cadena polipeptídica se proyectan 
hacía el lumen del canal, estrechándolo de forma que sólo algunos soluxtos pueden atrave- 
saxo. Así pues, algunas porinas son muy selectivas: por ejemplo, la maltoporina permite el 
paso preferentemente de maltosa y de sus oligómeros a través de la membrana de E. coll. 

La proteína FepA es un ejemplo más compleja de una proteína de transporte de este ti- 
po (véase el ejernplo 4 de la Figura 10-26). Transporta iones hierro a través de la membrana 
bacteriana externa. Su gran barr está formado por 22 hebras f y un gran dominio globular 
que llena por compieto el interior del barril. Los iones hierro se unen a este dominio, que al 
parecer realiza un gran cambio conformacional transportando el ion hierro a través de la 
merabrana. 

No todas las proteínas de estructura en barril f son proteínas de rensporte. Algunas for- 
man pequeños barriles que están llenos de cadenas laterales de aminoácidos que se proyec- 
tan hacia el centro del barril. Estas proteínas actúan como receptores o enzimas (véanse los 
ejemplos 1 y 2 de la Figura 10-26); ea este caso el barril actúa fundamentalmente corso ua 
anclaje rígido que mantiene a la proteína en la membrana y orienta los bucles citasólicos que 
forman las regiones de nión especifica para moléculas intracelulares, . 

Los barriles f pueden cumplir diferentes funciones, pero las proteínas de este tipo casi 
no se presentan en las membranas exteriores de bacterias, cloroplastos y mitocondrias. La 
mayoría de las proteínas transmembrana de paso múltiple de las células eucariotas y de la 
membrana plasmática bacteriana presentan hélices o transmembrana. Las hélices a pue- 
den deslizarse unas sobre otras, permitiendo cambios conformacionales de la proteína que 
pueden abrir y cerrar canales iónicos, transportar sotutos o transducir señales extracelulares 
a señales intracelulares. Por el contrario, en las proteínas con estructura de barril $ cada una 
de las hebras f está únida rígidamente a las vecinas mediante enlaces de hidrógeno, hacien- 
do improbables los cambios conformacionales del barril 


Muchas proteínas de membrana están glucosiladas 


La mayoría de las proteinas transmembrana de las células animales se hallan glucosiladas, 
En. el caso de los glucolínidos, los residuos de azúcar se añaden en el lumen del ER y del com- 
plejo de Golgi (se describe en los Capítulos 12 y 13). Por esta razón, las cadenas de oligosa- 
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Figura 10-26 Barriles f formados por > 
diferentes números de hebras f, <TGUT> 
(1) La proteína OÓmpA de E coliactúa 
como receptor para un virus bacteriano,” 

(2) La proteína OMPLA de £ call es una 
enzima luna fipasa) que hidrofiza moléculas 
lipídicas. Los aminoácidos que catalizan la 
reacción enzimática (mostrados en rojo] 

se proyectan desde la superficie externa 

del barril. (3) Una porina de la bactería 
Rhodobacter capsuíatus forraa poros acuosas 
a través de la membrana externa. El diámetro 
del canal está limitado por budes (mostrados 
en azul) que se proyectan hacía el canal. 

(4) La proteina FepA de £. colftransporta 
iones hierro. El interior del barril está por 
completo Hero por un dominio proteico 
olobular mostrado en azul) que contiene 

el sitio de unión det hierro (na mostrado). 

Se cree que este dominio cambia de ' 
conformación el transportar el hierro unida, 
aunque se desconocen los detalies 
moleculares. 
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cárido están presentes siempre en el lado no citosólico de la membrana. Otra importante 
diferencia entre las proteínas (o partes de proteínas) de uno y otro lados de la membrana es 
consecuencia del ambiente reductor del citosol Este ambiente disminuye la probabilidad de 
que se formen enlaces disulfaro (S-S) inter o intracatenados entre las cisteínas, en el lado ci- 
tosólico de la mernbrana. Sin embargo, estos enlaces se forman en el lado no citosólico de la 
membrana, donde pueden ayudar a estabilizar tanto la estructura plegada de la cadena po- 
Epeptídica cono su asociación con otras cadenas polipeptídicas (Figura 19-27). 

Dado que la mayoría de las proteínas de la membrana plasmática están glucosiladas, 
los carbohidratos recubren la superficie de todas las céhulas eucariotas. Estos carbohidratos 
seencuentran en forma de cadenas de oligosacáridos unidas covalentemente a las proteínas 
de mmenabrana (glucoproteinas) y a lípidos (glucolípidos). También se encuentran como 
cadenas de polisacáridos de moléculas de proteoglucanos integrales de reembrana, Los pro- 
teoglucanos, que consisten en largas cadenas de polisacáridos unidas covalentemente a un 
núcleo proteico, se encuentran sobre todo en el exterior celular como parte de la matriz ex- 
tracelular (descrita en el Capítulo 19). Pero, para elgumos proteoglucanos, el múcleo proteico 
se extiende a través de la bicapa lipídica o está anclado a la bicapa mediante un anclaje glu- 
cosilfosfatidilinositol (GPD. 

El término cubierta celular o glucocáliz se utiliza a menudo para describir la zona de la 
superficie celular rica en carbohidratos. Esta capa de carbohidratos puede ser visualizada 
por medio de diversos colorantes, como el rojo de rutenio (Figura 10-284), o también gra- 
cias a su afinidad a ciertas proteínas, las lamadas lectinas, que se unen a carbohidratos 
y que pueden ser marcadas con una tinción fluorescente u otro marcador visible. A pesar 
de que la mayoría de los carbohidratos están unidos a moléculas intrínsecas de la membra- 
na plasmática, la capa de carbohidratos contiene además glucoproteínas y proteoglucanos 
que han sido secretados al espacio extracelular y que luego son adsorbidos en la superficie 
celular (Figura 10-28B). Muchas de estas macromoléculas adsorbidas son componentes de 
la rnatriz extracelular, de modo que el límite donde termina la membrana plasmática y don- 
de se inicia la matriz extracelular es sólo una cuestión semántica. Una de las funciones pro- 
bables de la cubierta celular es proteger a las células ante agresiones químicas y mecánicas, 
y mantener a distancia tanto objetos extraños como otras células para evitar interacciones 
proteína-proteína indeseables. 

Las cadenas laterales de oligosacáridos de las glucoproteínas y de glucolípidos son muy 
diversas en cuanto a la organización de sus azúcares, A pesar de que habitualmente contie- 
nen menos de 15 residuos glucídicos, éstos suelen estar ramificados y los azúcares pueden 
estar unidos entre sí mediante diversos enlaces covalentes —a diferencia de los residuos de 
aminoácidos de una cadena polipeptídica, que están todos unidos por uniones peptídicas 
idénticas. Tres residuos glucídicos pueden forraar cientos de trisacáridos diferentes. En prin- 
cipio, la diversidad y la posición expuesta de los oligosacéridos en la superficie celular les 
hace en especial indicados para participax en procesos de reconocimiento celular. Durante 
muchos años han existido pocas evidencias de esta sospechada función. Sin embargo, re- 


cientemente, se ha determinado que las lectinas unidas a la membrana plasmática recono- 


cen de forma específica algunos oligosacáridos de glucolípidos de la superficie celular 
y ghucoproteínas, Como se describe en el Capítulo 13, en la actualidad se sabe que estas lec- 
tinas están implicadas en una gran variedad de procesos de reconocimiento y adhesión 
célula-célula, entre los cuales se cuentan los que ocurren en las interacciones espermaro- 
zoide-óvulo, en la coagulación sanguínea, en la recirculación de linfocitos y en respuestas in- 
Ronas 


: 0 proteínas de membrana pueden ser solubilizadas 


y purifi icadas mediante detergentes 


En general, únicamente las agentes que rompen las asociaciones hidrofilicas y destruyen la - 
bicapa lipidica pueden solubilizar las proteínas transmembrana fy algunas otras protefhaas - 
unidas con fuerza a la membrana). De entre estos compuestos los más úsiles son los deter- 


gentes, que son pequeñas moléculas anfifílicas que presentan una estructura muy variada, 
Los detergentes son mucho más solubles en agua que en lípidos. Sus extremos polares (hi- 
drofílicos) pueden estar cargados fiónicos), como es el caso del dodecil sulfato sódico (SDS: 
sodium dodecyt sulfate), o no estar cargados (no-iónicos), como es el caso del octoglucósido 


y del Tritón (Figura 10-294)..A baja concentración, los detergentes son monoméricos enso- 


lución, pero cuando su concentración se aumenta hasta valores superiores a un Ifmite, de- 
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Figura 10-27 Una típica proteína 
transmembrana de “paso Único”. 
Obsérvese que la cadena polipeptidica 
atraviesa la bicapa lipidica en forma de 
hélice o: dextrágira y que tanto las cadenas 
de oligosacárido como tos puentes disulfuro 
se hallan en la superficie no citosólica de la 
membrana. Los grupos suifhidrilo en el 
dominio citosólico no farman habitualmente 
puentes disulfuro debido a que el ambiente 
reductor del citosal siantiene estos grupos 
ensu forma reducida (5H). 
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nominado concentración micelar crítica o CMC, se agregan formando micelas (Figura 


10-29B-0). Las moléculas de detergente difunden rápidamente hacia adentro y hacia fuera 


de las rnicelas, manteniendo constante la concentración del monómero en la solución con 
independencia del número de micelas presentes. Tanto el CMC como el número medio de 
moléculas de detergente de una micela son propiedades características de cada detergente, 
pero dependen de la temperatura y del pH de la concentración de sales. Por ello, las solucio- 
nes detergentes son sistemas complejos y resultan difíciles de estudiar. 

Cuando se mezclan con membranas, las cabezas hidrofóbicas de los detergentes se 
unen a las regiones hidrofóbicas de las proteínas de membrana, donde desplazan moléculas 
lipídicas con un collar de moléculas de detergente. Dado que el otro extremo de la molécu- 
la es polar, esta unión tiende a mantener las proteínas de membrana en la solución como 
complejos detergente-proteína (Figura 10-30). Por lo general algunas moléculas lipídicas 
también quedan unidas a la proteína. Po 

Con detergentes iónicos fuertes como el SDS pueden solubilizarse inchuso las proteínas 
de mernbrana más hidrofóbicas. Este hecho permite su análisis mediante electroforesis en 
geles de poliacrilamida 5D5 (véase Capítulo 8), ua procedimiento que ha revolucionado el 
estudio de las proteínas de merabrana. Al unirse a sus "núcleos hidrofóbicos”, estos deter- 
gentes fuertes despliegan (desnaturalizan) las proteínas, inectivándolas y, por tanto, hacién- 
dolas no utilizables para estudios funcionales. No obstante, las proteínas pueden ser 
fácilmente separadas y purificadas en su forma desnaturalizada por el SDS. En algunos ca- 
sos, la eliminación del detergente permite a la proteína purificada, renaturalízarse y recupe- 
rar su actividad funcional. 

Muchas proteínas hidrofóbicas de menbrana pueden ser solubilizadas y poste- 
riormente purificadas en forma activa, a veces completamente normal, mediante el uso de 
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Figura 70-28 La capa de carbohidratos 

en la superficio de la célula, Esta 
electromicrografía de la superfide de un 
linfocito contrastado cos rojo de rutenio 
destaca la gruesa capa rica en carbohidratos 
Gue envuelve fa celula. (B) La capa de 
carbohidratos está formada por las cadenas 
laterales de oligosacáridos de los glucofípidos 
y de glucoprotelnes integrales de rmernbrana 
y por cadenas de polisacáridos de 
proteoglucanos integrales de membrana. 
Adernás, en muchas células los 
proteoglucanos y las glucoprotelnas 
adsorbidos (no mostrados aquí) contribuyen 
a la forrnación de ta capa de carbohidratos, 
Obsérvese que todos los carbohidratos se 
hallan en la superficie no citosófica de la 
rmembrenz. [A, cortesta de Audrey Mi, Glatuert 
y GAMA, Cook) 
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Figura 10-29 Estructura y función de las micelas de detergente. <GCGA> (A) Tres detergentes utilizados frecuentemente son el 
dodecil sulfato sódico (SOS), un detergente aniónico, el Titán X-100 y el fl-octoglucósido; estos dos últimos son detergentes no lónicos. 
El Tritón X-100 es una mezcla de compuestos en los que la región marcada entre corchetes se repite entre 9 y 10 veces. La porción 
hidrofóbica de cada detergente se muestra en amarillo y la porción hidrotilica en naranja. (8) A bajas concentraciones, las moléculas de 
detergente $0n monórneros en solución. Cuando atimenta su concentración más allá de la concentración micelar crítica (CMC), algunas 
molécutas de detergente formian mícelas, Obsérvese que la concentración de manórneros de detergente permanece constante por % 
encima de la OMC. (0) Las rnoléculas de detergente son anfífílicas debido a que tienen un extremo polar y otro extremo no-polar; 
debido a su forma en cuña, tienen más tendends a formar micelas que bicapas (véase la Figura 10--7). Las micelas de detergente tienen 
formas irregulares y, como consecuencia de su empaquetamiento, las cotas hidrofóbicas quedan parcialmente expuestas al aqua... 

El modelo espacial muestra la estructura de una micela compuesta por 20 moléculas de P-octoglucósido, predichos mediante cálculos 
maoteculares dinámicos. (8, adaptado de G. Gunnarsson, B. Jánsson y H. Wennerstrám, J. Phys. Chem. 84:3114-3121, 1980;C,de 

5 Bogusz, RM, Venable y RÁN. Pastor, 4, Phys, Chem. B. 104:5462-5470, 2000. Con la autorización de la American Chemical Society) 


pm, 


detergentes suaves, Estos detergentes deitión 1% regiories hidrofóbicas de los segmentos 
de la proteína que atraviesan la membrana y que aparecen expuestos después de eliminar 
los lípidos sin desplegar las proteínas. Si la concentración de detergente de uma solución de 
proteínas de membrana solubilizadas se hace disminuir (p. ej. mediante dilución), las pro- - 
teínas de membrana no permanecen solubles. En presencia de un exceso de moléculas de 
fosfolípido en una solución de este tipo, las proteínas de menbrana se incorporan en los pe- 
queños liposomas que se forman espontáneamente. De esta manera se pueden reconstruir 
sistemas de proteínas de membrana activos a partir de sus componentes purificados, lo que 
proparciona un poderoso medio de analizar la actividad de traasportadores de membrana, 
canales iónicos, receptores de señal, etc. (Figura 10-31). Por ejemplo, una reconsuucción 
funcional de este tipo constituye una prueba a favor de la hipotesis de que la ATPasa tranms- 
o merobrana para sintetizar ATP utiliza ii de H* en las membranas de las mitocon- 
ac: drias, los cloroplastos y las bacterias. » 

Ñ Los detergentes también han desempeñado un papel erucialen la purificación y crista- 
lización de las protefnas de membrana. El desarrollo de nuevos detergentes y de muevos sis- 
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y reconstruir sistemas funcionales de. 
proteínas de membrana. En este ejemplo se 
E purifican molécutas funcionales de la bomba 
oda E de Na* A? y se incorporan a vesículas de 
monometos "fosfolípidos. La bomba de Na* 4? es una 
a bomba lánica presente en la membrana 
plasmática de la mayoría de las células 
animales; utiliza la energía de hidrófisis del 
oia pi ATP para bambear Na? Racia fuera de la 
de Nai incorporada célula y K* hacia el interior, como se 
a una vesicula de fosfolípidos describe en el Capítulo 11, 
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temas de expresión que ban producido grandes cantidades de protelnas de menibrana a 


partir de clones de cCONA ba incrementado rápidamente el número de estructuras conocidas 
de proteínas de membrana y de conaplejos proteicos. 


La bacteriorrodopsina es una bomba de protones conducida 
por la luz, que atraviesa la bicapa en forma de siete hélices 0% 


En el Capítulo 11 consideraremos de qué forma las proteínas de membrana de paso múltiple 
median el transporte selectivo de pequeñas moléculas hidrofílicas a través de las mernsbra- 
nas celulares. Pero para comprender con detalle cómo mabaja en realidad una proteína de 
trensporte a través de membrana, es necesario tener una información precisa sobre su e5- 
tructura tridimensional cuando está situada en la bicapa. La bacteriorrodopsina fue la pri- 
meta proteína de transporte transmembrana de la que se determino la estructura. Ha 
seguido siendo el prototipo de las proteínas de membrana de paso múltiple de estructura 
similar, por lo que merece que traternos de ella brevernente, 

La “rembrana púrpura" dela arquea Halobacterira salinerión estima región especia- 
lizada de la membrana plasmática que coritiene un único tipo de molécula proteica, la 
bacteriorrodopsina (Figura 10-32). Cada molécula de bacteriorrodopsina contiene un úni- 
co grupo que absorbe la haz, o eromóforo (denominado refina), que confiere a la proteína 
su color púrpura. El retinal es la forma aldebido de la vitarnina A y es idéntico al cromóforo 
encontrado en la rodopsina de las células fotorreceproras del ojo de los vertebrados (se des- 
cribe en el Capítalo 15). El retinal está unido covalentermente a una cadena lateral de lisina 
dela proteína bacteriorrodopsina. Cuando es activado por un solo fotón de luz, el cromófo- 
ro excitado cambia inmediatamente de forma y provoca una serie de pequeños cambios 
conforrmacionales en la proteína, lo que da lugar a la transferencia de un H* desde el interior 
hacía el exterior de la célula (Figura 10-33). Bajo luz brillante, cada molécula de bacterio- 
rodapsina puede bornbeax varios cientos de protones por segundo. La transferencia de pro» 
tones impulsada por la hz genera un gradiente de H* a través de la membrana plasmática, 
que a su vez impulsa la síatesis de ATP poruna segunda proteina de la membrana plasmáti- 
cade la célula, La energía almacenada en el gradiente de H* también dopulsa otros procesos 
celulares que necesitan energía. Así, la bacteriorrodopsina transforma energía solar en un 
gradiente de protones que proporciona energía a las células de la arquea. 

Las vumerosas moléculas de bacteriorrodopsina de la membrana púrpura están orde- 
nadas en forma de un cristal bidimensional plano. Este empaguetamiento regular ha per- 
mitido determinarsu estructura tridimensional y la orientación de la bacteriorrodopsina en 
la membrana con tuna resolución moderada (3 4), por medio de una aproximación alterna- 
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Figura 10-32 Marchas de membrana 
púrpura que contienen bacteriorrodopsina 
enla arquea Hafobacterium salinarum. 

(A) Estas arqueas viven en aguas salobres, 
donde se hallan expuestas a ta luz solar. 

Han desarrollado una gran cantidad de 
proteínas activadas por la luz, incluyendo la 
bacteriorrodopsina, que es una bomba de 
protones activada por la luz presente en su 
feernbrana plasmática, (Bj) Las moléculas de 
bacteriorrodopsina en las manchas púrpura 
de la membrana están fuertemente 
empaquetadas en secciones cristalinas 
bidimensionales. (() Detalles de la superficie 
molecular observados con el núcroscopia de 
fuerzas atómicas, Con esta técnica se pueden 


ver moléculas de bactenorodopsina, 


(0) Contorno de la posición aproximada de 
tres monómeros de bacteriorrodopsina 
mostrados en (B) y su hélice aq individual, 
(8-0, contesta de Dieter Oesterhelt) 
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tiva que utiliza una combinación de microscopía electrónica y análisis de difracción elec- 
trónica. Este procedimiento, denominado cristalografía electrónica, es análogo al estudio 
de los cristales tridimensionales de proteínas solubles mediante el análisis con difracción de 
rayos X y ha proporcionado las primeras imágenes estructurales de muchas proteínas de 
membrana que fueron difíciles de cristalizar a partir de soluciones de detergente, En el caso 
de la bacteriorrodopsina, la estructura obtenida mediante cristalografía electrónica fue pos- 
teriormente confirmada y completada a mucho mayor resolución mediante difracción de 
rayos X Cada molécula de bacteriorrodopsina está plegada en siete hélices o. densamente 
empaquetedas (de unos 25 aminoácidos cada una) que atraviesan la bicepa lipídica en án- 
gulos ligeramente distintos. Mediante la obtención de cristales rauy bien ordenados de la 
proteína y congelándolos a temperaturas muy bajas, ha sido posible resolver las estructuras 
de algunas de las conformaciones intermedias que adopta la proteína a lo largo de su ciclo - 
de bombeo de H*. 

La bacteriorrodopsina es un miembro de una gran superfamilia de proteínas de mem- 
brana, de estructuras similares entre sí pero con funciones diferentes. Por ejemplo, la ro- 
dopsina de los bastones de la retina de vertebrados y muchas proteínas receptoras de la 
superficie celular, que se men a moléculas mensajeras extracelulares, también están forma- 
das por siete hélices e transmembrana, Estas proteínas actiían como transductores de señal 
más que como transportadores: cada una de ellas responde a tina señal extracelular acti- 
vando tuna proteína de unión a GEP (proteína G) dentro de la célula, por lo que se han de- 
nominado receptores acoplados a proteína G (GPCR: G-protein-coupled receptors), corno se 
describe en el Capitulo 15. Aunque las estructuras de la bacteriorodopsina y de los GPCR 
son muy similares, no presentan homología de secuencia por lo que probablemente perte- 
necen a dos ramas evolutivas distantes de una misma antigua familia de proteínas. 

La estructura de alta resolución de los cristales de la bacteriorrodopsina revela muchas 
moléculas Hipídicas unidas sobre la superficie de la proteína Figura 10-338). Se cree quelas 
interacciones especificas con lípidos ayudan a estabilizar muchas proteínas de membrana, 
las cuales trabajan mejor y cristalizar más fácilmente si durante la exacción con detergen- 
te algunos de los lípidos quedan unidos a la proteína o si estos lípidos se añaden de nuevo a 
las proteínas en la solución de detergente. La especificidad de estas interacciones lípido-pro- 
tefna ayudan a explicar por qué las membranas eucariotas contienen tal variedad de lípidos, 


con grupos de cabeza diferentes en tamaño, forma y carga. Podemos pensar que los lípidos . 


de membrana constituyen el solvente bidimensional de las proteínas de membrana, como el 
agua constituye el solvente tridimensional de las proteínas que se hallan en tna solución 
acuosa. Algunas proteínas de membrana sólo funcionan en presencia de determinados gru- 
pos de cabeza lipídicos, de la misma forma que muchas enzimas en soluciones acuosas re- 
quieren tun determinado ion para presentar actividad enzimática. 


(8) 


Figura 10-33 Estructura tridimensional 
de una molécula de bacteriorrodopsina. 
<TTAA> (A) La cadena polípeptidica cruza 
la bicapa enforma de siete héfices aL. 

Se muestra la localización del crombóforo 
retinal (violeta) y el probable camino 

que siguen los protones durante el ciclo 
de bombeo activado por la luz, La primera 
etapa, y la más crítica, es el paso de un H* 
del cromótoro a la cadena lateral del ácido 
aspártico 85 ten rojo, situado al tado del 
cromóforo) como consecuencia de la 
captura de un fotón por el cromóforo. 
Posteriormente, otras transferencias de H+ 
en el orden numérica indicado y utilizando 
las cadenas laterales de aminoácidos 
hidrofílicos que delimitan Una vía de paso 3 
través de la membrana- completen el ciclo 
de bombeo y devuelven la enzima a su 
estado inicial Código de cotores: ácido 
alutámico fnoranja), ácido aspártico (rajo), 
arginina lazut). (Bj La estructura cristalina 

de alta resolución de la bacteriorradopsina, 
muestra muchas molécala lípidicas (amanilo 
con grupos de cabeza rojos) que están 
fuertemente unidas a lugares especificos de 
la superficie de las proteínas, (A, adaptado 

de H. Luecke et al, Science 286:255-260, 1999, 
Cora autorización de AMAS; E, de H. Luecke 
etaf, 3 Mof Biol. 291:899-911, 1999, 

Con la autorización de Academic Press) 
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a Con frecuencia las proteínas de membrana actúan 
en forma de grandes complejos 


Po. Muchas proteínas de membrana forman parte de coraplejos formados por varios compa- 
. bs . nentes, algunos de los cuales han sido estudiados mediante cristalografía con rayos X Uno 
e de ellos es el centro de reacción fotosintético de bacterias, el primer cornplejo proteico trans- 
membrana en ser cristalizado y resuelto mediante difracción de rayos X. Esto ha permitido 
comprender la biología de las membranas, ya que mostró cómo se asocian varios polipépti- 
dos en una membrana formando una compleja máquina proteica (Figura 10-34). En el Ca- 
pitulo 14 se describe cómo actúan estos complejos fotosintéticos capturanido energía 
Ms luminosa y empleándola para bombear protones a través de la membrana. Muchos de los 
ls E complejos de proteínas de membrana que participan en la fotesíntesis, el bombeo de pro- 
= tones y el transporte electrónico son aún mayores que el centro de reacción fotosintético, 
E : Por ejemplo, el enorme complejo fotosistema E de la cianobacteria contiene 19 subunidades 
Cp proteicas y más de 60 hélices transmembrana. Las proteínas de membrana se organizan for- 
( de: mando grandes complejos no sólo para capturar diversas formas de energía sino también 
Md para convertir señales extracetulares en intracelulares (véase el Capítulo 18). 


E Muchas proteínas de membrana difunden en el plano 

Ca 

E L de la membrana 

o 1 Como ocurre con la mayoría de los lípidos de membrana, las proteínas no saltan lip-flop) a 

e E través de la bicapa lipídica, sino que giran alrededor de un eje perpendicular al plano de la 

de. bicapa (difusión rotacional). Además, muchas proteínas de membrana pueden desplazarse 

Lo lateralmente por la membrana (difissión lateral). Un experimento en el que se fusionaron ar- 

¿ / tificialmente células de ratán con células humanas, produciendo células híbridas (heteroca-- 

bo riontes), evidenció que algunas proteínas de membrana plasmática se desplazan en el plano 

( i de la membrana, Se utilizaron dos anticuerpos con distinto marcaje para distinguir deter- 
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( se Figura 10-34 Estructura tridimensional 

E -, del centro de reacción fotasintético de la 
08 aga bactería Rhodopseudomonas viridis. <ATCA> 
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La estructura fue determinada mediante 
difracción de rayos X de cristales de este 
complejo de proteínas transmenbrana. 
El complejo está formado por cuatro. 
subunidades L; MI, H y un citocromo. Las” 
"subunidades L y M forman el núdeo del 
centro de reacción, cada uno de los cuales 
+ contiene cinco hélices e que atraviesan ta. 
bicapa lpídica. En negro se muestran +; uo. 
las posiciones de varias coenzimas 
transportadoras de electrones. Obsérvese 
que las coenzimas se encuentran situadas en 
los espacios entre las hélices. El par especial 
de moléculas de dorofila (explicado en el 
Capítulo 14) se muestra en turquesa. 
(Adaptado de.un esquerna de J, Richardson 
* basado en datos de j. Deisenfofer et al., 
Mature 318:618-626, 1985. Con la autorización 
de Macmillan Publishers Ltd.) e 
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iinadas proteínas de mernbrana plasmática de ratón de otras humanas. Aunque al prinici- 
pio las proteínas de ratón y las humanas estaban confinadas a su propia mitad del heteroca- 
rionte recién formado, las dos clases de proteínas difundieron y se mezclaron, ocupando, a 
la media hora, toda la superficie del heterocarionte (Figura 10-35). 

La velocidad de difusión lateral de las proteínas de membrana puede medirse utilizan- 
do la técnica de recuperación de fluorescencia tras fotoblanqueado (FRAP: fiuorescence reco- 
very after photobleaching). Este método comporta el marcaje, con un grupo fluorescente, de 
la proteína de superficie que se pretende estudiar. Esto puede hacerse tanto con un ligando 
fluorescente como con un anticuerpo marcado con un Auoróforo quese una a la proteína o 
mediante tecnología de DNA recombinante expresando la proteína fusionada a la proteína 
fluorescente verde (GEP: green fluorescent protein) (descrita en el Capítulo 9). El grupo fluo- 
rescerte es blanqueado en una pequeña área de la membrana con un rayo láser y se mide el 
tiempo que tardan en difundir al área blanqueada las proteínas de membrana adyacentes 
que contienen moléculas de ligando o GFP no blanqueadas (Figura 19-368). Una técnica 
complementaria es la fluorescencia perdida tras foroblanqueado (FLIP: fluorescence loss in 
photobleaching). En este caso, un haz láser irradia-continuamente una pequeña áreá de 
membrana para blanquear todas las moléculas fuorescentes que difunden hacia ella, redu- 
ciendo de forma gradual el contenido de moléculas fuorescentes en las áreas adyacentes de 


la membrana (Figura 10-36B). A partir de estas mediciones de FRAP y FLIP podernos calcu- . 


lar los coeficientes de difusión de la proteína de superficie celular marcada. Los valores de 


los coeficientes de difusión de las diferentes “proteínas de membrana en células diferentes Ñ 


son diversos, debido a que las diferentes interacciones de cada proteína con otras proteínas 
impiden en medida diferente la difusión de las proteínas. Las mediciones de las proteínas 
que tienen pocos impedimentos para la difusión indican que las membranas celulares tie- 
nen tuna viscosidad como la del aceite de oliva. 
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Figura 10-35 Experimento que demuestra 
ta difusión de proteínas en la membrana 
plasmática de células híbridas ratón- 
humanas. Iinidalmente las proteínas de ratón 
y las proteínas humanas están confinadas 
asus propias mitades de la membrana 
plasmática del heterocarionte recién 
formado, pero con el tiempo se van 
entremezdiando. Los dos anticuerpos 

que se utilizan para visualizar las proteinas 
se pueden distinguir en un microscopio de 
fluorescencia dado que la Ruoresceína es 
verde y la rodarina es roja. (Basado en 
observaciones de L.D. Frye y M4. Edidin, 
102 $c.7319-335, 1970, Con la autorización” 
de The Company of Biologísts. 
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Un inconveniente de las técnicas FRAP y FLIP es que siguen el desplazarmiento de gran- 
des poblaciones de moléculas en un área de membrana relativamente grande; no podemos 
medir las moléculas de proteína de forma individual. Por ejemplo, si una proteína no migra 
en un área blanqueada no podernos determinar silo que ocurre es que la molécula está in- 


móvil o tiene su desplazamiento restringido a una región muy reducida de la rnembrana, 


quizá a mavés de proteinas del citoesqueleto. Las técnicas de desplazamiento de partículas 
individuales superan este problema marcando moléculas individuales de la membrana con 
anticuerpos acoplados a marcadores fluorescentes o a pequeñas partículas de oro coloidal y 
siguiendo sus desplazamientos mediante videomicroscopía. Utilizando estas técnicas pode- 
mos grabar las vías de difusión de una sola proteína de membrana a lo largo del tiempo. Los 


resultados de todas estas técuicas indican que las proteínas de la membrana plasmática de- 


nen velocidades de difusión muy variadas, como expondremnos a continuación. * 


Figura 10-36 Medición de la velocidad 

de difusión lateral de ena proteína de 
mentrana mediante la técnica 

de fotoblanqueado. <AIGT> Una 
determinada protelna de interés se puede 
expresar como una proteína de fusión con 

la proteína fluorescente verda (GFE: green 
Huorescent prateio), que es Muoresceote 
intrínsecamente. (A) En la técnica FRAP. las 
moléculas uorescentes son decolorades en 
un área pequeña mediante un haz láser, Se 
sigue lo intensidad de fuorescencia a medida 
que las moléculas blenquesdas difanden 
fuera def área blanguedda y las moléculas 
no blanqueadas difunden al interior del área 
irradiada (se muestra en vistas superior 

y lateral, El oneficiente de difusión se 
calcula a partir de una gráfica de la tasa de 


“recuperación: a mayor coeficiente de difusión 


más rápida será la recuperación. (8) En la 
técnica FUP, una pequeña área de la 
merabrana se iradía continuamente y se 
mide la Ruorescencia de otra área diferente, 
La Huorescencia de la segunda área se reduce 
de forma progresiva a medida que las 
moléculas fluorescentes difunden hacta fuera 
y las moléculas blanquesdas difunden hacla 
dentro; en algunos casos, todas las moléculas 
proteicas fluorescentes son decoloradas, 
siempre que sean móviles y que no se 
encuentren permanentemente ancladas 

aj cítoesqueleto o ala matriz extracelular, 
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Las células pueden confinar a lípidos y a proteínas en dominios 
específicos de la membrana 


El reconocimiento de que las mennbranas biológicas son Ruidos bidimensionales constituyó 
un gran avance enla comprensión de la estouctura y de la función de la membrana. Ha que- 
dado claro, sin embargo, que la representación de la membrana como un mar lipídico en el 
cual todas las proteinas Motan bremente es una simplificación excesiva. Muchas células 
confínan sus proteínas de membrana en regiones específicas de la bicapa lipídica contimaa. 
Como se ha descrito, las moléculas de bacteriorrodapsina en la membrana púrpura de Ha- 
lobacterium pazecen grandes cristales bidimensionales en los que cada molécula proteica 
está fijada en relación a las demás fvéase Figura 10-32); los grandes agregados de este tipo 
difunden muy lentamente. 

Enlas células epiteliales, como las que revisten el intestino o los túbulos del riñón, cier- 
tas enzimas de la membrana plasmática y algunas proteínas de transporte sóla se encuen- 
tran en la caza apical de la células mientras que otras proteínas se halle. confinades en jas 
caras basal y lateral (Figura 10-37). A menudo esta distribución asimétrica de las proteínas 
es esencial para la función del epitello, como se expone en los Capítulos 11 y 19, La compo- 
sición lipídica de estos dos dorminios de membrana tembién es diferente; este hecho de- 
rnestra que las células epiteliales pueden evitar la difusión de las rnoléculas lipídicas y 
proteicas entre los dominios. Sío embargo, experimentos con lípidos mercados sugieren que 
sólo están confinadas de esta manera las moléculas lipídicas que están situadas en la rmono- 
capa externa. Las barreras formadas por un tipo determinado de uniones intercetulares (lla- 
madas uniones estrechas, descritas en el Capítulo 19) mantienen la separación tanto de las 
moléculas de proteína corno de las de lípido. Las proteínas de membrana que formen estas 
uniones intercelulares no pueden difundir lateralrnente ente las membranas que están Ín- 
texactuando 

Una célula también puede generar dominios de membrana sin utilizar uniones interce- 
Julaxes. El espermatozoide de los mamiferos, por ejeriplo, es una célula aislada que presen- 
ta varias zonas estructural y funcionalmente distintas delimitadas por una membrana 
plasmática contínua. Cuando se observa un espermatozoide con un microscopio de Iluo- 
rescencia, utilizando diferentes anticuerpos cada uno de los cuales reacciona de forma es- 
pecífica con una molécula de la superficie celular, se constata que la membrana plasmática 
presenta al menos tres dorninios diferentes (Figura 10-28). Algunas de las moléculas de 
membrana son capaces de difimdir libremente denuro de los límites de su propio dominio, 
Se desconoce la naturaleza molecular de las “vallas” que impiden a las moléculas salir de su 
dominio. Muchas ovas células tienen vallas similares en las membranas que continan la di- 
fusión de las proteínas de membrana a ciertos dominios de membrana. Por ejemplo, en la 
mernbrana de las células nerviosas se distingue un dominio que comprende el soma celular 
y las dendritas y otro que corresponde al axón. En este caso parece que parte de la valla está 
constituida por un cintarón de filamentos de actina estrechamente asociados a la membra- 
na en la unión del soma celular y el axón. : 

La Figura 10-39 muestra cuatro sistemas habituales para inmovilizar y fmnitar la movi- 
lidad lateral de determinadas proteínas de la membrana plesmática a través de imteraccio- 
es proteíne-protefína, 
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Figura 10-37 De qué forma se confinan las. 
imoléculas de la tnerabrana. En este 
esquema de una célula epitelíal, la proteína A 
(en da mernorana apical) y la proteína B (endo 
basal y lateral) pueden difundir lateralmente 
en sus dominios respectivos, pero son 
incapeces de entrar en el otro dominio, en 
parte debido a la nión celular especial, 
denominada urión estrecha, De la misma 
forraa, las reciéculas lipídicas de la roonocapa 
exterior fno-dtosólica) Htuadas en la 
membrana plasmática tarmpoco pueden 
difundir estee ambos dominios, pero los 
ifpidos de la monocapa interior [dtosólica) 

sí que pueden hacerlo (no se muestra en la 
figura). La lémina besal es un fino tapete de la 
mavíz extracelular que sepera la capa 
epitelial de otros tejidos. (Explicado en el 
Capítulo 193 
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El citoesqueleto cortical proporciona a la membrana fuerza Cocco 


mecánica y restringe la difusión de las proteínas de membrana 


Como se muesta en la Figura 10-39B y C, un sistema habitmal a través del cual una célula 
restringe la movilidad lateral de determinadas proteínas de membrana coosiste en trabarlas 
a epsamblajes macromoleculares a cada lado de la merubrana. La forma bicóncava caracte- 
rística de un erivocito (Figura 10-40), por ejemplo, es el resultado de las interacciones entre 
sus proteínas de membrana con un cltoesquelero subyacente, que consiste fundamental. 
meate en una red de filementos de la proteína espectrina. La espectrina es tuna barra larga, 
delgada y Mlexible, de aproximadamente 100 nen de longitud. Siendo el principal coraponen- 
te del citoesqueleto de los glóbulos rojos de la sangre (eritrocitos), rantiene la integridad 
estructural y la forma bicóncava de su membrana plasmática, que es la única membrana de 
estas células, ya que las eritrocitos no tienen ni núcleo ni orgánulos, El citoesqueleto de es- 
pectrina está unido a la membrana mediante varias proteínas de membrana. El resultado fi- 
nal es ln entramado deformable que recubre toda la superficie citosólica de la membrana 


de los eritrocitos (Figera 10-41), Este citaesqueleto basado en espectrina le permite al eri- . 
trocito resistir el estrés de su membrana cuando se les fuerza a pasar a través de los estrechos 
capilares. Los ratones y los humanos que tienen anormalidades genéticas en la espectrina - 


son anémicos, ya que tienen erítzocitos esféricos [en lugar de cóncavos) y frágiles; la grave- 
dad de la anemia se incrementa con el grado de deficiencia de la espectrina. . 

Por debajo de la membrana plasmática de la mayoría de las células de nuestro cuerpo 
existe una red de citoesqueleto análoga a la descrita, pero rmucho más elaborada y comple- 
ja. Esta red, que constituye la región cortical to córtex) del citoplasma, es tica en lamentos 
de actina que se unen a la mennbrana plasmática de muchas formas. El córtex de células nu- 
cleadas contiene proteínas estructuralmente homálogas a la espectrina y a otros compo- 
nentes del citoesqueleto de los eritrocitos. El citoesqueleto cortical de células nucleadas y 
su interacción con fa membrana plasmática se describen en el Capítulo 16. 

- Lared de citoesqueleto cortical subyacente q la membrana plasmática restringe la difu- 
sión no sólo de las proteínas que están directamente ancladas a él, Como los filamentos del 
citoesquejeto se hallan fntimamente superpuestos a la superficie citosólica de la membrana, 
pueden forroas harreras mecánicas que parten la membrana en pequeños dominios o ca- 


Figura 10-38 Tres dominios de la 
membrana plasmática de espermatozoide 
de cobaya. (A) Dibujo de espermatozoide de 
cobaya. En dos tres pares de micrografías, las 
de contraste de fases están a la izquierdo. 

Ala derecha se muestra, paca la reismo célula, 
una tinción inrrunofivorescente de la 
<sperfide celular, Diferentes anticuerpos 
monocionales marcan selectivamente 
moléculas de la superficia celular de la parte 
anterior de la cabeza (8), la parte posterior de 
la cabezal] y la cola (0h, (Micrograflas 
cortesia de Selena Carroll y Diana Myles) 


Figura 10-39 Cuatro sistemas mediante los 
cuales se puede limitasia rmovilidad lateral 
de determinadas proteínas de membrana 
plasreática. (8) Las proteinas se autoensam- 
bian y forman grandes agregados Ícomo en 
el caso de la bacteriormodopsina enla mem- 
brana púrpura de Halobacteriurdy están tra 
badas por interacciones con agregados 
macromoleculares del exterior (B) o del inte- 
rior (9) de la célula; o interactóan con protel- 
nas de la superficie de otra cétda (DO). 
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figura 19-40 Electromicrografía de barrido 
de un eritrocito humano. <GTAC> Las células 
tienen une sombra birónceva y carecen de 
«núcleo y de los otros orgánulos. Cortesta 

de Bernadette Chailley) 


rrales (Figura 10-42) permanentes como en el caso del espermatozoide [véase Figura 10-38) 
o transitorios. Estas barreras se pueden detectar cuando se sigue la difusión de proteínas La- 
¿ividuales de mernbrana rrediante una sistema de alta velocidad. Las proteínas difunden rá- 
pidamente, pero están confinadas a un corral; sin embargo, en ocasiones las desplazamientos 
térmicos hacen que algunos filamentos corticales se desenganchen transitoriamente de la 
merbrana, permitiendo que la proteína se escape a un corral adyacente. 

La intensidad con la que una proteína transmembrana está confinada en una corral 
depende de su asociación con otras proteínas y del tamaño de su dominio citoplasmático; 
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Figura 10-41 El itoesqueleto basado en la espectrina, en el lado citosólico de fa membrana 
plasmática del eritrocito humano. (Aj La disposición que se muestra en el esquema se ha deducido 
principalmente a partir de estudios sobre las interacciones in vitro de proteínas purificadas. Los dimeros 
de espectrina (aumentados en ta figura de la derecha) se hallan unidos formando una red por medio de 
cornplejos de unión faumentados en la figura de la izquierda). Cada heterodímero de espectrina está 
formado por dos cadenas polipeptídicas flexibles antiparalelas, entrelazadas de forma laxa, llamadás Al 
y B. Las dos cadenas están unidas entre sí de rranera no-covalente en múltiples puntos, induyendo los 
das extremos terminales. Ambas cadenas, € y fi, están formadas por largos dominios repetidos. Los" 
complejos de unión están compuestos por cortos filarmentos de actína (que contlenen 13 manómeros 

de actina), banda 4.1, aducina y una molécula de tropomiosina, que probablemente determina ta longitud 
de los filamentos de actina. El citoesqueleto está nido a la membrana mediante dos proteínas 
transmembrana; una proteina de paso múltiple llamada banda 3 y ina proteína de un solo paso llemada 
glucoforina. Los tetrámeras de espectrina se unen a algunas proteínas banda 3, a través de molécutas 

de anguirina y a glucoforina y banda 3 (no mostrado) a través de las proteínas banda 4.1. (8) La 
electromicrografía muestra el cirdesquelero de la cara citosóflica de la mensbrana del eritrocito después 
de fijación y tinción negativa. La red de espectrina se ha estirado a propósito para permitir observar los: 
detalles de su estructura. En una célula normal la vara mostrada serfa mucho más densa y ocuparía ; 
únicamente alrededor de una décima parte de esta área. (8, cortesía de Y. Byers y D. Branton, Proc Nail E 
Acad, Sci 1LS.A, 8261536157, 1985. Con la autorización de National Academy of Sciences) 
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las proteínas que tienen un domúnio citoplasmético grande tendrán más dificultades para. 
atravesar las barreras, Por ejeraplo, cuando un receptor de superácie celular se une a su mo- 
lécula señal extracelular, a su dominio citosólico se le unen grandes complejos proteicos di- 
fícultando al receptor que escape del corral en el que se encuentra. Parece que este efecto de 
los corrales ayuda a concentrar los complejos señal activados, incrementando la velocidad y 
la eficiencia de los procesos de señalización (se trata en el Capítulo 15). 


Resumen 


La bicapa lipídica determina la estructura básica de las membranas biológicas; las proteinas son las 
responsables de la mayoría de las funciones de las membranas, actuando de receptores específicos, en» 
zimas, proteínas de trensporte, etc. Muchas proteínas de membrana atraviesan la bicapa lipídica. Al- 
gunas son de paso único: la cadena de polipéprtidos cruza la bicapa como una sola hélice o. Otras son. 
proteínas de paso múltiple: su cadena polipeptidica cruza la bicapa varias veces, en seríes de hélices a. 
o como láminas fi en forma de barril, Todas las proteínas responsables del transporte trensmembrana 
de lones y de otras pequeñas moléculas solubles en agua son proteínas de paso miíitiple. Algunas pro- 
teínas asoctadas a la membrana no atraviesan la bicapa y están unidas a. una u otra cara de la mern- 
brana. Muchas de ellas se unen a proteínas transmernbrana mediante interacciones no-covalentes, 
pero otras están unidas a la menbrana por medio de enlaces covalentes O grupos lipéídicos, En la mem- 
brana plasmática de todas las células eucariotas, la mayoría de las proteínas expuestas sobre la super- 
Ficie celular y algunas de las moléculas lipídicas de la monocapa lipídica externa tienen cadenas de 
oligosacánidos unidas a.ellas covolentemente. Como las moléculas lipídicas de la bicapa, muchas pro- 
teínas de membrana son capaces de difundir con rapidez en la membrana. Sin embargo, las células tíe- 
nen sistemas para inmovilizar determinadas proteínas de membrana así como sistemas para confinay 
tanto proteínas de membrana como moléculas lipídicas a dominios particulares. 


“Figura 10-42 Axcorralemiento delas 


probeínas de mernlorara por Blarnentos 
del droesqueleto cortical. (A) De qué 
manera se supone que los farmentos del 
citoesquejeto proporcionan barreras de 


difusión que dividen la membrana en 
- pequeños dominios o corrales, (B) Se ha 


utilizado el trazado de sita velocidad de 

ura sola partícula pera seguir el marcaje 
fivorezcente de las proteínas de la membrana 
alo largo del terapo. El rastro muestra que 


tas proteínas de merntbrana difunden dentro 


de un dominio de mernbrana daramente 
delimitado mostrado en diferentes 
colores del trazo) y que sólo en raras 
ocasiones escapan a dominios vecinos. 
(Adaptado de A. Kusumal et ad, Arras, Rev. 
Biopkys. Blornol, Struct. 34351-378, 2005, 
Con ta autorización de Anual Reviews.) 


¿Qué afirmaciones son ciertas? Explicar por qué sí o por qué no 


19-4 — A pesar de que las moléculas lípídicas son libres de difundir 
Ebremente en el piano de la bicapa, no pueden saltar (Mip-op) a 
través de ella a no ser que en la membrana baya catalizadores en- 
zimáticos denominados translocadores de fosfolípidos. 


102 Mientras que todos los carbohidratos de la membrana 
plasmática se encuentran de cara al exterior de la superficie ex- 
terna de la céhala, todos los carbohidratos de las membranas ln- 
tracehulares se ballan de cara al citosol. E 


10-3 A pesar de que se conocen bien dominios de membrana 
con una composición diferente de proteínas, por ahora no hay 
ejemplos de dominios de merabrana que se diferencien en su 
compeosición hipídica. 


rotura en la bicapa -. 
CUL 
EE TA: 


Figura 0-1 Una bicapa rota, con los bordes sellados mediante 
hipotéticas semimicelas (Problema 10-43 


Resolver los siguientes problemas 


10-4 Cuando uña bicapa ipídica está rota, ¿por qué no se suel- 
da sola formando una "sernimicela” en los extremos rotos, como 
se inúestra en la Figura P10-37 


PROBLEMAS 


Figura P 10.2 Estructuras de los 
dos lípidos marcados con 
nitróxido (Problema 102. El 
radical nitróido se muestra en la 
parte superior y su posición de 
unión sobre el fosfolípido se 
muestra en la parte inferior 

de la figura. 


radical 
nitróxido 


105 La margarina está fa- 
bricada a base de aceites vege- 
tales mediante un proceso 
químico. ¿Este proceso trans- 
forrra los ácidos grasos satura» 
dos en insaturados o viceversa? 
Explicar la respuesta. 


fastalípido 1 


10-6 Sí una balsa lipídica tie- 
sé típicamente 70 na de diá- 
tmetro y cada molécula ipídica 
tiene un diámetro de 0,5 nzn, 
¿cuántas moléculas tendría aproximadamente una balsa lipídica 
cormpuesta sólo de lípidos? A una relación de 50 moléculas de l- 
pidos por cada molécula de proteína (un 50% de proteína en má- 
sa), ¿cuántas moléculas de proteína puede tener uxa balsa 
Bipídica? (No tener en cuenta la pérdida de Hpidos dela balsa que 
sería necesaria para poder acomodar las proteínas.) 


fostolípida 2 


10-7 Una publicación clásica estudia el comportamiento de Y- 
pidos en las dos monocapas de una membrana, marcando molé- 
culas individuales con grupos nitróxido, que son radicales libres 
estables (Figura P10-2). Estos lípidos marcados con espín se pue- 
den detectar con espectroscopia de resonancia de espín electró- 
nico (ESA: electron spir-resonance), 10 técnica que 00 altera las 
células vivas. Los lípidos marcados con espín son introducidas en 
pequeñas vesículas lipídicas, que se funden con las cétulas trans- 
friendo asflos lípidos marcados a la mernbrana plasmática. 

Los dos fosfolípidos marcados mostrados en la Figura P10-2 ee 
incorporaron de esta forma a eritrocitos humanos intactos. Para 
determinar si se introdujeron en la misma cantidad en las dos 
mozocapas de la bicapa, se añadió al medio ácido ascórbico (vi- 
tamira C), que es un agente reductor soluble en agua que no atra- 
viesa las membranas, para que destruyera cualquier radical 
nitróxido expuesto al exterior de la célula. Se siguió la señal de 
ESR en función, del tiempo en presencia y ausencia de ácido as- 
córbico, como se indica en la Figura P 10-34 y B. 


A. Ignorando por el momento la cantidad de señal ESR perdida, 
ofrecer una explicación sobre por qué el fosfolípido 1 (Figura P10— 
3A) reacciona más rápidamente con el ascorbato que el fosfolípi- 
do 2 (Figura P 10-38), Tener en cuenta que la intensidad de la se- 
ñal del fosfolípido 1 se estabiliza hacia los 15 minutos mientras 
que la del fosfolípido 2 necesita más de una hora. 


2. Paxa investigar la diferencia cuantitativa de pérdida de señal 
ESR con los dos fosfolípidos, se repitieron los experimentos utik- 
zando fantasmas de eritrocito que se habían vuelto a sellar para 
que fuesen impermeables al ascorbato (Figura P10-3 € y D). Los 
fantasmas reseñados de eritrocito han perdido todo su citoplas- 
ma pero en cambia, conservan intacta | la membrana plasmática, 

En estos experimentos, la pérdida de señal ESR para ambos fosto- 
lípidos fue negligibleen ausencia de ácido ascórbico y se estabili- 
zó hacia el 50% en presencia de ácido ascórbico. ¿Cuál es el factor 
que puede ser el responsable de la diferencia de pérdida de señal 
ESKR exlos experimentos realizados con los fantasmas de erítroci- 


649 


to (Figura P10-3C y EN respecto alos realizados con las células lo- 
tartas Cigura PLO-3A y BJ? 

Co Los fosfolípidos marcados, ¿se introdujeron igualmente en 
Jas dos monocapas de la bicapa lipídica? 


10-8 Los monórmeros de las proteínas transmembrana de paso 
único etraviesan la membrana con una sota hélice o, la cual ene 
unas propiedades químicas características en la región de la bica- 
pa. ¿Cuál de las 3 secuencias de 20 aminoácidos mostradas más 
abajo es la candidata más probable de constituir um segmento 
transraembrana de este tipo? Explicar las razones de la elección. 
(Al final del libro aparece el código de arninoácidos de una le- 
ta; una regla nemotécnica para los artinoácidos hidrofóbicos es 
FAMIEY VIO 


Pe 1TREXYFGOVMAGVIGTILLIS 
B. ITRIYEGEMACGVUIGTELLIS 
CÓ ITELYFGRMAGCGVIGTDLDIS 


-10-2 En un estudio sobre la unión de proteínas a la cara cito- 

- plasmática de células en cultivo de neuroblastoma, se uMiliza un 
método que da una buena recuperación de vesículas invertidas 
icon la cara de la membrana plasmática, que al inicio era la inter- 
ía, ahora hacia el exterior). Por desgracia, las preparaciones están 
contaminadas con cantidades variables de vesículas que no están 
invertidas (con las caras de la membrana en el mismo sentido que 
ex la cétola). Ningún procedimiento parece solucionar este pro- 
blerna. Alguien sugiere pasaz las vesículas a través de una coburn- 
na de afinidad fabricada a base de lectina acoplada a una matiz 
sólida. ¿Cuál es la base científica que sustenta esta sugerencia? 


(A) FOSFOLÍPIDO 1 - ERSTROCITOS (B) FOSFOLÍPIDO 2 - ERITROCITOS 


E . ON ascorbato 
E 100 100 E 
E y 
El IA 
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(O) FOSFOLÍPIDO 3 - FANTASMAS 10) FOSFOLÍPIDO 2 - FANTASMAS 


DE ERIROCITO DE ERITRACITO 
he - ascorbato -. ascorbato 
< 100 - +00 
E 
1 
= TS 75 
+ascorbato + ascorbato 
y 50 50 A y 
5 : ma 
$ 23... 25 
q j y 

o 0 e 
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Figura P10-3 Disminución de la intensidad de la señal ESR en flinción 
del tiempo en eritrocitos intactos y en fantasmas de eritrocito, 

en presenda y en ausencia de ascotbato (Problema 10--7), 

(A. y B) fosfolípido 1 y fostolípido 2 en células intactas. ] 

¡Cy O) fosfollpido 1 y fosfolípido 2 en fantasmas de eritrocito. 
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10-10 La glucoforina, una proteína de la membrana plosmética 
delos eritrocitos, porlo general se presenta come un homodíme- 
ro que se mantiene gracias a las interacciones entre sus dominios 


transmersbrena. Dado que los dominios trransmerabrana son hd. 
drofóbicos, ¿qué es lo que puede asociar uno con otro de una for- 
ma ten específica? 


A A A A A cis 
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Transporte de moléculas 
equeñas a través de la 

membrana y las propiedades 

eléctricas de las membranas 


Debido a su interior bidrofóbico, la bicapa lipídica de una célula impide el paso a la mayoría 
de las moléculas polares, Esta función de barrera permaite a la célula mantener en su citosol 
ciertos solutos a concentraciones diferentes a las que están en el fuido extracelular y en cada 
mo de los compartimientos intracelulares delimitados por una membrana. Sin embargo, pa- 
ra aprovecharse de esta barrera las células han tenido que desarrollar sisternas para transpor- 
tar moléculas hidrosolubles e iones a través de sus mernsbranas de forma especifica y así poder 
incorporar los nutrientes esenciales, excretar los productos residuales del metabolismo y re- 
gularias concentraciones intracelulares de jones. Las células utilizan proteínas tansmernbra- 
ma para transportar iones inorgánicos y pequeñas moléculas orgánicas hidrosotubies a través 


de ta bicapa. También pueden transferir macromoléculas e incluso grandes partículas a través” 


de sus membranas, pero los mecanismos que intervienen en estos casos son muy diferentes 
delos utilizados para tcansferir pequeñas moléculas, por lo que se estudian en los Capítulos 12 
y 13. La importancia del transporte a través de las rnembranas queda reflejada en el elevado 
dúmero de genes que en todos los organismos codifican proteínas transportadoras, las cuales 
llegan a representar entre el 15 y el 30% de las proteínas de membrana de las células. Algunas 
células de mamífero muy especializadas pueden llegar a destinar hasta los dos tercios de st 
consumo total de energía metabólica alos procesos de transporte a través de la membrana. 
Iniciamos este capítulo describiendo algunos principios generales sobre la manera en 
que las pequeñas moléculas cruzan las membranas celulares. A continuación, se consideran 
las dos clases principales de proteínas de membrana que median el tráfico de moléculas ha- 
cía un lado y otro de las bicapas lipídicas: los transportadores, los cuales Benen partes móvi- 
les que les permiten transportar moléculas de forma específica a través de la membrana, y 
los canales, que forman un estrecho poro hidrofóbico que permite el desplazamiento pasivo 
de pequeños iones inorgánicos a través de la membrana. Los transportadores pueden aco- 
plarse a una fuente de energía y catalizar un transporte activo; la combinación de una per- 
meabilidad selectiva pasiva y un transporte activo genera grandes diferencias de composición 
del citosol respecto al fluido extracelular (Cabla 111) o al fluido del interior de los orgánulos 
delimitados por membrana. Generando diferencias de concentración iónica a través de la bi- 
capa lipídica, las membranas celulares son capaces de almacenar energía potencial en forma 
de gradientes electroquímicos, que dirigen varios procesos de transporte, transportan señales 
eléctricas en células excitables eléctricamente y fabrican la mayor parte del ATP celular en 
mitocondrias, cloroplastos y bacterias. La descripción se centra en el transporte a través de la 
membrana plasraádca, pero en las otras membranas de la célula eucariota actúan mecanis- 
mos similares, corno se expondrá en capítulos posteriores. a 
En la última parte de este capítulo, la atención se focaliza en las funciones de los canales 
iónicos de las neuronas das células nerviosas). En estas células, los canales adquieren Su má- 
ximo núvel de sofisticación y se desarrollan las extraordinarias características del cerebro. 


PRINCIPIOS DEL TRANSPORTE ATRAVÉS : 
DELA MEMBRANA 


Alinicio de esta sección se describen las propiedades de permeabilidad de bicapas lipídicas 
sintéticas, libres de proteína. Á continuación, introducimos algunos términos utilizados 


En este capitulo 
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10-10 La glucoforina, una proteína de la membrana plosmética 
delos eritrocitos, porlo general se presenta come un homodíme- 
ro que se mantiene gracias a las interacciones entre sus dominios 


transmersbrena. Dado que los dominios trransmerabrana son hd. 
drofóbicos, ¿qué es lo que puede asociar uno con otro de una for- 
ma ten específica? 


A A A A A cis 
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Debido a su interior bidrofóbico, la bicapa lipídica de una célula impide el paso a la mayoría 
de las moléculas polares, Esta función de barrera permaite a la célula mantener en su citosol 
ciertos solutos a concentraciones diferentes a las que están en el fuido extracelular y en cada 
mo de los compartimientos intracelulares delimitados por una membrana. Sin embargo, pa- 
ra aprovecharse de esta barrera las células han tenido que desarrollar sisternas para transpor- 
tar moléculas hidrosolubles e iones a través de sus mernsbranas de forma especifica y así poder 
incorporar los nutrientes esenciales, excretar los productos residuales del metabolismo y re- 
gularias concentraciones intracelulares de jones. Las células utilizan proteínas tansmernbra- 
ma para transportar iones inorgánicos y pequeñas moléculas orgánicas hidrosotubies a través 


de ta bicapa. También pueden transferir macromoléculas e incluso grandes partículas a través” 


de sus membranas, pero los mecanismos que intervienen en estos casos son muy diferentes 
delos utilizados para tcansferir pequeñas moléculas, por lo que se estudian en los Capítulos 12 
y 13. La importancia del transporte a través de las rnembranas queda reflejada en el elevado 
dúmero de genes que en todos los organismos codifican proteínas transportadoras, las cuales 
llegan a representar entre el 15 y el 30% de las proteínas de membrana de las células. Algunas 
células de mamífero muy especializadas pueden llegar a destinar hasta los dos tercios de st 
consumo total de energía metabólica alos procesos de transporte a través de la membrana. 
Iniciamos este capítulo describiendo algunos principios generales sobre la manera en 
que las pequeñas moléculas cruzan las membranas celulares. A continuación, se consideran 
las dos clases principales de proteínas de membrana que median el tráfico de moléculas ha- 
cía un lado y otro de las bicapas lipídicas: los transportadores, los cuales Benen partes móvi- 
les que les permiten transportar moléculas de forma específica a través de la membrana, y 
los canales, que forman un estrecho poro hidrofóbico que permite el desplazamiento pasivo 
de pequeños iones inorgánicos a través de la membrana. Los transportadores pueden aco- 
plarse a una fuente de energía y catalizar un transporte activo; la combinación de una per- 
meabilidad selectiva pasiva y un transporte activo genera grandes diferencias de composición 
del citosol respecto al fluido extracelular (Cabla 111) o al fluido del interior de los orgánulos 
delimitados por membrana. Generando diferencias de concentración iónica a través de la bi- 
capa lipídica, las membranas celulares son capaces de almacenar energía potencial en forma 
de gradientes electroquímicos, que dirigen varios procesos de transporte, transportan señales 
eléctricas en células excitables eléctricamente y fabrican la mayor parte del ATP celular en 
mitocondrias, cloroplastos y bacterias. La descripción se centra en el transporte a través de la 
membrana plasraádca, pero en las otras membranas de la célula eucariota actúan mecanis- 
mos similares, corno se expondrá en capítulos posteriores. a 
En la última parte de este capítulo, la atención se focaliza en las funciones de los canales 
iónicos de las neuronas das células nerviosas). En estas células, los canales adquieren Su má- 
ximo núvel de sofisticación y se desarrollan las extraordinarias características del cerebro. 


PRINCIPIOS DEL TRANSPORTE ATRAVÉS : 
DELA MEMBRANA 


Alinicio de esta sección se describen las propiedades de permeabilidad de bicapas lipídicas 
sintéticas, libres de proteína. Á continuación, introducimos algunos términos utilizados 
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Tabla 11-14 Comparación de las concentraciones de iones dentro y fuera de una cóltla 
de imamitero pica 


AR US ea 


741051072 Mo pH7,2) 


Y La célula debe contener cantidades iguales de cargas positivas y negativas, es decir, ha de ser neutra desde 
UN punto de vista eléciico. Así, además del Cf, la célula contiene muchos otros aniones que no figuran en 
esta tabla; de hecho, la mayoría de los constituyentes de la célula están cargados negativamente (HCOy”, 
PO4*, proteinas, ácidos nudeicos, metabolitos con grupos fosfato o carbonito, etc). Las concentraciones de 
Ca?r y Mg* que se proporcionan se refieren al ion libre, La concentración en la célula de Mg? es de unos 
20 rom y la de Ca?* de 1-2 mM, pero ambos jones están mayoritariamente unidos a las proteínos y a otras 
moléculas y, en el caso del Ca*t, almacenado en diferentes orgánulos. 


para describir los diversos tipos de transporte a través de la membrana y algunas estrategias 
para caracterizar las proteínas y los procesos que participan en ellos. 


Las bicapas lipidicas libres de proteína tienen 
un alto grado de impermeabilidad a los iones 


Con tiempo suficiente, casi cualquier molécula acabará difundiendo a través de una bicapa 
tipídica libre de proteína a favor de su gradiente de concentración. Sin embargo, la velocidad 
de difusión varía en gran medida, dependiendo en parte del tamaño de la molécula y, sobre 
todo, de su solubilidad relativa en aceite. En general, cuanto menor es la molécula y cuanto 
más soluble en aceite (es decir, cuanto más hidrófoba o no polar es) más rápidarente di- 
funde a través de una bicapa. Las moléctlas pequeñas no polares, corno el O, y el CO), se di- 
suelven con facilidad en las bicapas lipídicas y, por lo tanto, difunden con rapidez a través de 
ellas. Las moléculas pequeñas polares pero no cargadas, como el agua o la urea, también di- 
funden a través de una bicapa, aunque mucho más despacio (Figura 1-1). Por el contrario, 
las bicapas kipídicas son muy impermeables a todas las moléculas cargadas (iones), por muy 
pequeñas que sean: la carga y el elevado grado de hidratación de tales moléculas les impiden 
penetrar en la fase hidrocarbonada de la bicapa. Así, las bicapas lipídicas sintéticas son 10% 
veces más permeables al agua que alos iones, incluso a los de tamaño tan reducido como el 
Na? o el K* (Figura 11-2). 


Existen dos clases principales de proteínas de transporte 
a través de la membrana: transportadores y canales 


Como las bicapas lipídicas sintéticas, las membranas celulares permiten el paso por simple 
difusión del agua y de las moléculas no polares. Sin embargo, las membranas celulares tam- 


bién son permeables a diversas moléculas polares que atraviesan con gran lentitud las bica- * : 


pas lipídicas sintéticas, tales como iones, azúcares, aminoécidos, nucleótidos y muchos 
metabolitos celulares. Unas proteínas de membrana especiales transfieren estos solutos a 
través de las membranas celulares. Estas proteínas, que reciben el nombre de proteínas de 
transporte a través de la membrana, se presentan en muchas formas y en todos los tipos de 


- mensbranas biológicas. Cada proteína está destinada al transporte de una clase particular 


de moléculas (como iones, azúcares o aminoácidos) y con frecuencia únicamente de una 
cierta especie molecular de la clase. Estudios realizados a mediados de de la década de 1950 
encontraxon que unas bacterias con una sola mutación en un solo gén eran incapaces de 
transportar azúcares a través de su membrana plasmática, demostrando así la especificidad 
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Figura 11-1 Permeabilidad relativa de una 
bicapa lipídica sintética a diferentes clases 
de motfécutas. Cuanto menores la molécula 
y. lo que es más importante, cuanto menos 
se asocia al agua, más lápidamente difunde 
a través de la bicapa. 
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Figura 11-2 Coeficientes de permeabilidad para el paso de diferentes moléculas 

a través de bicapas lipidicas sintéticas. La velocidad de flujo de un soluto a través de 
la bicapa es directamente proporcional a la diferencia de concentración a ambos lados 
de la membrana, Multiplicando esta diferencia de concentración len molan”) por 

el coeficiente de perneabilidad ten cm/seg), se obtiene el flujo del soluto en moles 
por segundo y por centímetro cuadrado de mernbrane. Por ejemplo, una diferendla 
de concentración del triprófano de 10% molar 010/1107 L=0,1 M) generaría un 
fijo de 10 mollcra? x 107 am/seg = 10? mot/seg a través de 1 ero? de membrana 
06 10% moléculas por segundo a través de 1 jun? de membrana. 


de las proteínas transportadoras de membrana. Actualmente sabemos que los hamanos que 
presentan mutaciones similares a ésta sufren diversas enfermedades hereditarias, las cuales 
afectan al transporte de un soluto determinado en el riñón, en el intestino o en otros tipos 
celulares. Por ejemplo, los individuos que presentan la enfermedad genética cistinuria no 
pueden transportar ciertos aminoácidos (incluyendo la cistina, el dímero formado por la 
unión mediante un enlace disuifuro de dos cisteínas) tanto desde la orina como desde el in- 
testino hacia la sangre; la acumulación de cistina en la orina provoca la formación de piedras 
de cistina en los riñones. j 

Todas las proteínas de transporte a través de la membrana, que han sido estudiadas con 
detalle suficiente para poder establecer su orientación en la membrana, son proteínas trans- 
mernbrara multipaso, es decir, cuya cadena polipeptídica atraviesa la membrana varias 
veces. Estas proteínas forman una vía continua de proteína a través de la membrana, per- 
mitiendo el transporte de solutos hidrófilos específicos a través de la membrana sin que lle» 
guen a entrar en contacto directo con el interior hidrófobo de la bicapa lipídica. 

Existen dos clases mayoritarias de proteínas de transporte de membrana: los transpor» 
tadores y los canales (Figura 11-3). Los transportadores (también denominados carriers o 
permeasas) se unen al soluto que va a ser transportado específicamente y sufren una serie de 
cambios conformacionales que permiten la transferencia del soluto a través de la membra- 
na, Por otro lado, los canales interactúan con el soluto que va a ser transportado de una for- 
ma mucho más débil. Forman poros acuosos que atraviesan la bicapa lipídica; cuando estos 
poros se abren, permiten que determinados solutos (por lo general, iones inorgánicos de ra- 
maño y carga apropiados) puedan pasar a su través y, por lo tanto, atravesar la membrana. 
No sorprende que el transporte a través de los canales se produzca a una velocidad mucho 
mayor que a través de los transportadores. A pesar de que el agua puede diftandir a través de 
las bicapas lipídicas sintéticas, todas las células contienen proteínas canal específicas (la- 
madas canales de agua o acuaporinas) que aumentan notablemente la permeabilidad de es- 
tas membranas al agua, como veremos más adelante. 


El transporte activo está mediado por transportadores acoplados 
a una fuente energética 


Todos los canales y muchos transportadores sólo permiten que los solutes atraviesen la 
membrana de forma pasiva ("cuesta abajo”), un proceso Hamado transporte pasivo o diftr- 

“sión facilitada. Sila molécula transportada carece de carga, la dirección del transporte pasi- 
vo sólo depende de la diferencia de concentración a los dos lados de la membrana (su 
gradiente de concentración) (Figura 11-48). 
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Figura 11-3 Transportadores y canales 
proteicos, (A) Los transportadores alternan 
dos conformaciones, de modo que el centro 
de unión al soluto queda accesible, de forma 
secuencial, a un lado y a otro de la bicapa, 
(8) Por el contrario, un canal forma un poro 
acuoso a través de la bicapa por el cual 
difunden los solutos específicos de ese canal, 


poro acuoso 


(B) PROTEÍNA CANAL 
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: E : (8) molécula qransportada Figura 11-4 Comparación entre los 
. a E e procesos de transporte activo y pasivo, 
Sea L o MA 58 e (A) E transporte pasivo que se desarrolla a > 
( ha > S ta favor del gradiente electroquímico tiene ; 
E de . E lugar espontáneamente, ya sez por difusión z 
A simple, a través de la bicapa lipidica, o por 
A as : tds difusión facilitada mediante canales y 
% lipidica concentración transportadores pasivos. Por el corarario, 
a el transporte activo requiere el aporte de 
7 i energía metabólica y siempre tiene que ser 
bo realizado por transportadores que obtienen 
E ! 2 E energía metabólica para bombear el soluto 
difusión medizda mediada por al contra su gradiente electroquímico, (BjUn E 
simple por canal transportador | mee E gradiente electroquímico combina el ES 
TRANSPORTE PASIVO potencial de membrana y el gradiente de - 
. concentración que puedan actuar en el E 
8) mismo sentido, incrementando la fuerza Ko 
¡EN EG $7 (7 $ irapulsora de un lona través de la merabrana 7 
6 ga Le, a € icentro) o uno en contra del otro (derecha), * 
y E 5) ES ' 
2. E e 
EXTERIOR E e 
INTERIOR Ñ : E AA 
7 S ES 
gradiente gradiente gradiente 
electroquímico electroquímico electroquímico 
sin potencial con potencial de con potencial de 
de mernbrana membrana negativa membrana positivo 
en el interior en el interior 
Sin embargo, si el soluto tiene una carga neta, su transporte se ve influido tanto por su. 
gradiente de concentración como por el gradiente eléctrico a través de la membrana (el 
potencial de membrana). El gradiente de concentración y el gradiente eléctrico se combi- 
nan generando la fuerza neta de dirección de flujo, o gradiente electroquímico, para cada 
soluto cargado (Figura 11-4B). En el Capítulo 14 se tratan los gradientes electroquímicos 
rmás detalladamente. De hecho, casí todas las membranas plasmáticas tienen una diferen- 
cia de potencial (gradiente de voltaje) a través de ellas, siendo habitualmente el interior 
negativo con respecto al exterior. Esta diferencia de potencial favorece la entrada a las. E 
células de jones cargados positivamente y se opone a la entrada de tones ia negati- % 


vamente. 

Las células también necesitan proteínas transportadoras que bombeen de forma activa 
ciertos solutos a través de la membrana en contra de sus gradientes electroquímicos (“cues- 
ta arriba"); este proceso, conocido como transporte activo, está mediado por transporta- 
dores, también llamados bombas. En el transporte activo, la actividad bombeadora del 
transportador es direccional ya que, tal como explicaremos más adelante, está acoplada 2 . 
una fuente de energía metabólica como la hidrólisis del ATP o a un gradiente iónico, Así 
pues, el desplazamiento transmembrana de pequeñas moléculas mediado por transporta- 
dores puede ser activo o pasivo, mientras que el transporte mediado por canales siempre 
es pasivo, 


Resumen 


Las bicapos lipídicas son altamente impermeables a la mayoría de moléculas polares, Para 

transportar pequeñas molécuias solubles en agua hacia el interior o hacia el exterior de las cólu- y 
las o de los compartimientos intracebulares delimitados por membranas, las membranas celula- 

res contienen varias proteínas de transporte, cada una de las cuales es responsable de transferir 

un determinado soluto o una elase de solutos a través de la membrana. Existen dos clases de pro- 

teínas de transporte a través de la membrana: wransportadores y canales. Ambas forman vías 

continuas de transporte a través de la bicapa lipídica Mientras que el desplazamiento a través 

de las membranas mediado por transportadores puede ser activo o pasivo, el mediado por cana- - 

des es siempre pasivo, 
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TRANSPORTADORES Y TRANSPORTE ACTIVO 
ATRAVÉS DE LA MEMBRANA 


El proceso por el cual ua vansportador transñere una molécula de soluto a través dela bica- 
pa lipídica se parece a una reacción enzima-sustrato y en muchos aspectos los transporta- 
dores se comportan como enzimas. Sin embargo, al contrario de lo que ocurre con las 
reacciones enzima-sustrato habituales, el transporte no modifica el soluto transportado sino 
que es transterido, inalterado, al otro lado de la membrana. 

Cada tipo de transportador tiene une o más lugares de tmión específicos paxa su soluto 
(sustrato). El transportador transfiere el soluto a través de la bicapa lipídica mediante una se- 
rie de cambios conformacionales reversibles qué exponen de manera alterna el centro de 
unión al soluto, primero hacia un lado de la mersbrana, y luego hacía el otro lado de la mem- 
brana, En la Figura 11-5 se muestra un modelo esquemático de cómo se cree que actúa un 
transportador. Cuando el transportador está saturado (es decír, cuando todos sus centros de 
unión están ocupados), la velocidad de transporte es máxima. Esta velocidad, indicada como 
Umax (V de velocidad) es característica del transportador. La Vamo: mide la velocidad a la que 
el transportador puede-saltar engre sus dos estados conformacionales Además, cada trans- 
portadar tiene una afinidad característica para su soluto, reflejada en la Kin de la reacción 
que es igual a la concentración de soluto necesaria-para que la velocidad de transporte sea la 
mitad del valor máximo (Figura 11-6). Como con las enzimas, la tión del soluto puede ser 
bloqueada específicamente por inbibidores competitivos (que compiten por el mismo lugar 
de unión y que pueden sertransportados o 10) o por inhibidores no competitivos (que se unen 
a.algún otro lugar y que alteran especificamente la estructura del transportador). 

Como se describirá más adelante, sólo se requiere una modificación relativamente 
pequeña del modelo mostrado en la Figura 11-S pará unir un transportador a una fuente de 
energía y poder bombear el soluto en contra de su gradiente electroquímico, Las células 
realizan este transporte activo de tres maneras principales (Figura 117): 


1. Los transportadores acoplados acoplan el transporte en contra de gradiente des YA SO. 
luto con el transporte a favor de gradiente de otro; 


2. Las bombas impulsadas por ATP acoplan el trausporte en contra de gradiente a la hi- 
«drólisis de ATR 
3. Las bombas irmpulsadas por luz, descritas principalmente en bacterias y arqueas, aco- 
plan el transporte en contra de gradiente a la entrada de energía luminosa, como éxi el 
caso de la bacreriorrodopsina (descrito en el Capítulo 10). 


Las comparaciones de las secuencias de amiricácidos sugieren que, en muichos casos, 
hay grandes semejanzas en el diseño molecular entre las proteínas que realizan un trans- 
porte activo y las que median un transporte pasivo. Por ejemplo, algunos transportadores 
bacterianos, que utilizan la energía almacenada en el gradiente de H* a través de la mem- 
brana plasmática para dirigir la captación activa de varios azúcares, son estructuralmente 
similares a los transportadores que median el transporte pasivo de glucosa en la mayoría de 


las células animales. Este hecho sugiere una relación evolutiva entre las diferentes proteínas 


* transportadoras y, dada la importancia de los metabolitos de pequeño tamaño y los azica- 


res corno fuentes de energía, no es sorprendente que la superfamilia de los transportadores 
sea muy antigua. 


Figura 11-5 Modelo de cómo un cambio 
conformacional en un transportador puede 
mediar el desplazamiento pasivo de un 
soluto. El transportador del ejemplo puede 
existir en dos conformaciones: en el estado A, 
los centros de unión al soluto están 
expuestos hacia el extertor de la bicapa 
fipídica; en el estado E, estos mismos centros 
están expuestos hacia el otro lado de ta 
membrana. La transición entre ambos 
estados puede ocurrir de forrna aleatoria, Es 
cornpletamente reversible y no depende de 
si el centro de unión al soluto está ocupado 
ono, Ad pues, sí la concentración del soluto 
es mayor en el exterior de la bicapa, se unirán 
más moléculas de soluto al transportador 
enla conformación Á que en la By habrá un 
transporte neto del soturo a favor de su 
gradiente de concentración lo, si el soluto 

es un lon, a favor de su gradiente 
electroquímico). 
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Figura 11-64 Cinética de la difusión 
simple y de la difusión mediada por un 
transportador. Mientras quela velacidad de 
ía difusión simple es siempre proporcional 
ala concentración de soluto, la velocidad 
de la difusión mediada por un transportador 
alcanza un máximo (Ye) cuando el 
tansportador está saturado. La 
concentración de soluto en el momento en 
que la velocidad de transporte es la mitad de 
"su valor máximo se aproxima a la constante 
de unión (Ky) del transportador para el 
soluto y es análoga a la Km de una enzirta 
por su sustrato. La gráfica sólo se refiere 2 14n 
transportador de un solo sustrato; la cinética 
del transporte acoplado de dos a más 
sustratos es más compleja. 
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ACOPLADO POR ATP POR LA LUZ 


Vamos a erapezar la exposición sobre el transporte activo considerando los transporta- 
dores que utilizan gradientes iónicos. Estas proteínas desempeñan en todas las células un. 
papel crucial en el transporte de metabolitos de pequeño tamaño a wravés de las membra- 
nas. A continuación se deseribirán las bombas de ATB incluyendo la bornba de Na? que se 
balla enja membrana plasmática de casi todas las células. 


. 
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El transporte activo puede ser dirigido por gradientes iónicos 


Algunos transportadores median el desplazamiento de un soluto de un lado a otro de la 
membrana auna velocidad determinada por su Viga y por la Ki. Reciben el nombre de 
uniportadores. Otros actúan como transportadores acoplados, en los que la vansferencía de 
un soluto depende estrictamente del transporte de otro. El transporte acoplado supone la 
transferencia simultánea de un segundo soluto en la misma dirección, realizado por los sim- 
portadores (también llamados cotransportadores) o la transferencia de un segundo soluto 
en sentido contrario, como es el caso de los aid (también llamados intercarn- 
biadores) Figura 11-8). 

El estrecho acoplamiento entre la as de los dos solutos permite que estos 
transportadores acoplados utilicen la energía almacenada en el gradiente elecoroquímico de 
un soluto, típicamente un ion, para transportar el otro. De esta manera, la energía libre hibe- 
rada durante el desplazarniento del ion inorgánico a favor de su gradiente electroquímico se 
utiliza como fuerza impulsora para bombear otros solutos en contra de sus gradientes elec» 
troquímicos. Este principio funciona en ambas direcciones; algunos transportadores aco- 
plados actúan como simportadores, otros como antiportadores. En la membrana plasmática 
de las células animales, el ion cotransportado cuyo gradiente electroquímico proporciona 
la fuerza impulsora, que permite el transporte activo de la segunda molécula, suele ser el 
Na”. El Na* que entra en la célula durante el transporte es posteriormente bombeado al ex- 
terior mediante una bomba de sodio impulsada por ATB situada en la membrana plasmáti- 
ca (como explicaremos más adelante) la cual, al mantener el gradiente de Na?*, impulsa 
indirectamente el transporte de otras moléculas que se cotransportan con el Na”. (Por esta 
razón se dice que los transportadores impulsados por iones median Iransportes activos 
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Figuea 11-7 Tres tosneras de impulsar el 
transporte activo, La molécida transportada 
acvarrente se muestra en ornarílla 

yla fuente de energía, en rojo, 


Figura 11-49 Tres tipos de desplazamiento 
mediado por transportador. <ACOC> 

Este esquema muestra transportadores que 
actúan comó tniportadores (transportador 
sencillo), simmportadores (Hansportador 
acoplado unidireccional) y como 
antiportadores (transportador Aoadoy 

de intercambio). 
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secundarios, mientras que los traasportadores impulsados por ATP median transportes tcti- 
vos primarios.) 

Por ejemplo, las cébuilas epiteliales del intestino y del riñón contienen varios simporta- 
dores a través de la membrana plasmática que son impulsados por el gradiente de Na?, Ca- 
da simmportador dirigido por Na* es específico para el transporte de ía pequeño grupo de 
azúcares O de aminoácidos relacionados entre sí. Ex estos sistemas, el soluto y el Na* se unen. 
a diferentes lugares de la proteína transportadora; el Na? tiende a entrar en la célula a favor 
de su gradiente electroquímico por lo que, en cierto sentido, “arrastca” al azúcar o al amino- 
ácido hacía el interior de la célula. Cuanto mayor sea el gradiente electroquímico de Nat, 
mayor será la velocidad de entrada del soluto a la célula; par el contrario, si la concentración 
de Na? en el fluido extracelular se reduce, el transporte del soluto disminuye Figura 1-9). 

En, bacterias y en levaduras, así como en muchos orgánulos delimitados por membra- 
nas de las células animales, la mayoría de los sistemas de transporte activo irmpulsados por 
gradientes iónicos dependen del gradiente de H* y no del de Na*, lo cual reMeja la predomi- 
nancía en estas membranas de las bombas de H* y la práctica ausencia de bombas de Na?. El 
gradiente elecrroquímico de 4* dirige el transporte activo de muchos azúcares y aminoáci- 
dos a través de la membrana plasmática y hacia el intedor de las células bacterianas, Un sim- 
portador impulsado por 4* muy bien estudiado es la permeasa de lactosa, que transporta 
lactosa a través de la merabrana plasmática de E. coli Estudios biofísicos y estructurales de 
la permeasa así como de formas teutantes de la protefaa han llevado a proponer un mode- 
lo detallado sobre cómo actúa este simportador La perneasa está formada por 12 hélices a 
tranemembrana ernpaquetadas de manera muy laxa. Durante el ciclo de transporte, algunas 
de las hélices sufrea pequeños deslizamientos que les hacen colisionar Estos movimientos 
permiten abrir y cerrax de forma alternariva una hendidura entre las hélices, exponiendo los 
centros de unión para la lactosa y los H*, primero hacia un lado de la membrana y luego ha- 
cia el otro lado (Figura 11-10), 


” 


Los transportadores de la membrana plasmática regulan 
el pH citosólico 


La mayoría de protefnas actúan de forma óptima a un pH deterrainado. Por ejerapio, las er:- 
zimas Hsosomales acuían mejor a pH bajo (--5) de los lisosomas mientras que las enzimas cl- 
tosólicas actúan mejor a pH casi neutro (-7,2) del citosol. Porlo tanto, restilta crucial que las 
células controlen el pH de sus compartimientos intracelalares. 

La mayoría de las células tienen en su membrana plasmática uno o varios tipos de sis- 
temas de transporte de intercambio impulsados por Na* que regulan el pH citosólico man- 
teniéndolo alrededor de 7,2. Estos transportadores utilizan la energía almacenada en el 
gradiente de Na? para reducir la acidez eliminando el exceso de iones H* que se han trado 
al interior o que se han producido en la célula a consecuencia de las reacciones que generan 
H*. Se utilizan dos mecanismos: los H* son transportados directamente al exterior de la cé- 
lula o se importa HCOs” al interior de la célula para neutralizar los H* del citosol (según la 
reacción HCOy" + H* + H20 + CO. Uno de estos antiportadores que utiliza el primer meca- 
pismo es el intercambiador Na*/H*, que acopla la entrada de Na” a la salida de H*. Otro an- 
tiportador, que utiliza una combinación de ambos mecanismos, es el intercambiador 


NevCF/BACOS" que acopla la entrada de Na? y de HCOs" a la salida de CF y H* (de forma que 
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Figura 11-29 Modelo de cómo el 
transportador de glucosa puede ser 
impulsado por el gradiente de Na?. 

igual que en el modelo de la Figura +1-5, 
el transportador oscila entre dos estados 
alternos, Á y E. En el estado A, la proteina 
está abierta hacia el espacio extracelular; 
en el estado B, está ablerta hacia el cosal, 
Las uniones de Na? y de glucosa sor 
cooperativas, es decir, la unión de cualquiera 
de los ligandos induce un cambio 
conformacionaj que incrementa la afínidad 
dela proteína por el otro ligando. Como la 
concentración de Na? es mucho mayor en 
el espacio extracelular que en el ctosal, la 
glucosa tiene más probabilidades de unirse 
al transportador enel estado A. De esta 
manera, tanto el Na? como la glucosa 
entrarán en la céluda (mediante Una 
transición AB) mucho más 
frecuentemente de lo que saldrán de eta 
(mediante una transición B + Aj. El resultado 
global es el transporte neto tanto del Na? 
corno de la glucosa alinteñor dela cólulas 
Hay que resaltar que, dado que fa unión 

es cooperativa, la ausencia de uno de los 
ligandos irmpide que el otro se pueda unir 
al transportador. Así, el transportador sólo 
puede sufrir el cambio conformacional 
entre los dos estados sí tiene unidos ambos 
soltutos o ninguno. 


£ 
4 


458 Capítdo 1 Trensporte de proléculas pequeñas a través de la membrana 


(8) 


e 
2 


gas: 


ri 
sd, 
1 
dh 


TRANSICIÓN 
PROHIBIDA 


r144 


Br E 
Mi a 


8) 


entra NaHCOs y sale HCH. El intercambiador Nat/CI-/HCOg" es dos veces más efectivo que 
el intercambiador Nat PH? por cada Na? que entra en la célula bombea hacia el exterior un H* 
y neutraliza otro. Si hay HCOy” asequible, corno ocurre normalmente, este antiportador es el 
transportador más importante en la regulación del pH citosólico. Ambos intercambiadores 
están regulados por el pH del citosol y aumentan su actividad cuando el pH desciende. 

Un intercambiador CHICOS independiente de Na? ajusta el pH del cítosol en sentido 
opuesto. Como en el caso de los transportadores dependientes de Na*, el pH tegula el inter- 
cambiador Cr/HCOz" indeperdiente de Na?, pero la actividad del intercarabiador aumenta 
cuando el citosol se vuelve demasiado alcalino, En este caso, el desplazamienzo de HCOs”"es 
por lo general hacia el exterior de la célula, a favor de su gradiente electroquímico, que 


disminuye el pH del citosol. Un intercambiador CI/HCOy" independiente de Na* de la 


membrana del éritrocito (denominado proteína banda 3; véase Figura 10-41) facilita la des- 
carga rápida del CO? (en forma de HCOy) cuando la célula pasa por los capilares del pul. 
món. : 

El pH intracelular no está regulado completamente por estos transportadores acopla 
dos. Las bombas de H* impulsadas por ATP también se utilizan para controlar el pH de rm1- 
chos compartimientos intracelulares. Como se explicará en el Capítulo 13, les bombas de H* 
mantienen el bajo pH de los lisosornas, así como el de los endosornas y el de las vesículas de 
secreción. Estas borabas de H utilizan la energía de la hidrólisis del ATP para bombear H* al 
interior de estos orgármios desde el citosal. 


En las células epiteliales, la distribución asimétrica 


“de transportadores permite el transporte transcelular 


de solutos 


En las células epiteliales, como las que absorben los nutrientes del intestino, los teansporta- 
dores se hallan distribuidos de manera asimétrica en la membrana plasmática, gracias a lo 


Figura 11-10 Mecanismo reolecular de la 
permeasa de lactosa propuesto a partir 

de su estructu criztafina, (AJ Las T2 hélices 
waensreermbrana de la permeasa se agrupan 
en dos lóbulos, dibujados en dos tonos 

de verde, 5e han omitido tos budes que 
conectan las hélices en ambos lados de la 
membrana para mayor daridad. Durante el 
transporte, las hélices se desplazan e inclinan 
en la mersbrana, dejando expuestos los sitios 
de unión para el disacárido lactosa (amarilla) 


y Ht a aeabos lados de la membrana. 


(8) En ten estado conformacional, los sitios 
de unión para los lones HF y para la lactosa 
son accesibles en el espacio extracelular Ma 
superan); en el otro, quedan expuestos en el 
<itosol fila inferion. La carga de solutos en 

la cara encuacelutar está fevorecida porque la 
arginina 4) 144 forma un enfece con el ácido 
glutármico El 126, dejando bre el E269 para 
aceptar H*.La descarga de los solitos en ta 
cara citosólica está favorecida porque 

la 144 forma un endace con el E269, que 
desestabiliza los HF unidos. Además, el lugar 
de unión de lactosa está parclalrmente 
deteriorado debido ala reorganización de las 
hélices, Puesto que la transición entre los dos 
estados protonados (centro) está prohibida, 
tos jones H? sólo pueden ser transportados 
Junto con una lactosa, De esta forma, el 
gradiente electroquírnico de H* dirige 

la importación de lactosa. (Adaptado. . 
de) Abramison et al, Science 301:610-615, 
2003, Con ta autorización de AAAS.] > 
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cual contribuyen al transporte transcefular de los solutos absorbidos. En estas células, los 
transportadores facilitan que los sohutos se desplacen a través de la capa celular epitelial has- 
ta el fuido extracelular para pasar a la sengre. Como muestre la Figura 1-11, los simpor- 
tadores acoplados a Na? localizados en el dominio apical (absortivo) de la membrana plas- 
mática transportan nuuientes de forma activa hacia el interior de la célula, generanda mar- 
cados gradientes de concentración, mientras que en el domino basal y lateral (basolateral) 
existen otras proteínas tansportadores, independientes de Na”, que permiten que los u- 
trientes abandonen la célula a favor de su gradiente de concentración. 

En muchas de estas células epiteliales, la superficie de la membrana plasmática es no- 
tablerente elevada gracias a la formación de miles de microvilil, que se proyectan en forma, 
de finas evaginaciones digitíformes de la superficie apical de cada célula. Estos rmicrovilli 
pueden aurnentar el área total de absorción de una célula más de 25 veces e incrementar así 
en gran medida su capacidad de transporte. 

Como hemos visto, los gradientes iónicos desempeñan un papel crucial impulsando 
muchos de los procesos de transporte esenciales para la célula. Las bombas iónicas que utl- 
lizan la energía de la hidrólisis del ATP establecen y mantienen estos gradientes, coma se 
describirá a continuación. 


Existen tres clases de bombas impulsadas por ATP. 


A menudo, a las bombas impulsadas por ATP se les denomina A7Pasas de transporte porque 
hidrolizan ATP a ADP y fosfato y utilizan la energía liberada para bombear iones u otros s0- 
lutos a través de la membrana. Existen tres clases principales de bombas impulsadas por 
ATP (Figura 11-123. En todas las células eucariotas y procariotas se encuentran represen- 
tantes de cada una de ellas. 


Ll Las bombas de tipo P son protefnas tansmembrana multipaso funcionalmente y es- 
tructuralmente relacionadas entre sí Se denominan “de tipo P” porque se autofosforilar 
durante el ciclo de bombeo. Esta clase lacluye muchas de las bombas jónicas responsa- 
bles de generar y mantener gradientes de Na*, K*, H* y Ca?* a través de la membrana. 


2. Las bombas de tipo F son proteínas sernejantes a turbinas, construidas a parti de 
diferentes subunidades. Se diferencian desde un punto de vista estructural de las 
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figura 11-11 Transporte twanscelular, 
<GGATD> El transporte transcelular de la 
glucosa a través de las células epitellales 

del intestino depende de ta distribución no 
uniforme de los transportadores en la 
reernbrana plasmática de la célula, El proceso 
que se muestra permite el transporte 

de glucosa desde el lumen Intestinal hasta 

et fluida extraceluiar de donde pasa a la 
sangre). La glucosa es bombeada al interior 
de la célula a través del dominio apical de la 
mernbraná gracias a un sirmportador de 
glucosa impulsado por el Na”. La glucosa 
sale de la céluta (a favor de su gradiente de 
concentración) mediante un desplazamiento 
pasivo mediado por un transportador de 
glucosa diferente presente en los dominios 
basal y lateral de la mernbrana. El gradiente 
de Na* que impulsa el importador de 


'giucosa se mantiene gracias a ta bomba de 


Na? que se encuentra en los dominios lateral 
y basal de la membrana, que mantiene muy 
baja la concentración intracelular de Ma”. Las 
células adyacentes están conectadas por 
uniones estrechas impermeables, que lenen 
una doble función en el proceso de 
transporte ilustrado: evitan que los solutos 
crucen el epitelio entre las células, lo 

que permite mantener un gradiente de 
concentración de glucosa a través de la 

capa de célutas, y actúan como barreras de 
difusión de las proteínas de la merndbrana, 

lo que permite confinar las diferentes 
transportadores en sus respectivos dominios 
de raembrana (véase la Figura 19-37). 
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lones ] molécula pequeña - Figura Ub-12 Tres Gpos de bombas 
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ieopulsadas por ATR. Se hon representado 
los diferentes diseños moleculares de las 
bombas. Como ocurre con cualquier enzima, 
las bombas pueden trabajar en sentido 
inverso: cuando el gradiente elecuocuímico 
de los solutos se invierte y la relación 
ATP/ADP es baja, pueden sintetizar ATP 

a partit de ADP, corno muestra la ATPasa 

de tipo E, que normalmente trabaja de 

este modo. 


bomba de tipo P bornba de protones transportador ABE 
po E (y de tipo V) 


ATPasas de tipo P y se encuentran en la membrana plasmática de las bacterias, en la 
- menbrana interna de las mitocondrias y en la membrana tilacoidal de los cloroplastos. 
A menudo se denominan ATP sinretasos porque normelmente actúan en sentido 
opuesto: en lugar de utilizar la hidrófisis de ATP para inmpulser un gradiente de H4*, tuti- 
lizan wa gradiente de H* a través de la membrana para inapulsar la síntesis de ATP a 
partir de ADP y fosfato, El gradiente de H* está generado por el transporte electrónico 
dela fosforilación oxidativa (en las bacterias aeróbicas y en las mitocondrias), durante 
la fotosíntesis (en los cloroplastos) y por la bomba de H* activada porla huz (rodopsina 
bacteriana) de Halobactertan, En el Capítelo 14 se tratan con detalle estas proteínas, 
Existe una familia de ATPasas de tipo Y, estructuralmente relacionadas con las 
Al Pasas E que por lo general bombean H* en lugar de sintetizar ATE Bombean HP ha» 
cía el interior de los orgánulos, camo lisosomas, vesículas sinápticas y vacuolas de las 
plantas, para acidificar el interior de estos orgánulos (véase Figura 13-36). 


3. Los transportadores ABC bombean sobre todo moléculas pequeñas a través de las 
membranas celulares, en contraste con las ATPasas de típo P y de tipo F que exclusi- 
vamente transportan lanes, 


Para acabar esta seccira, vamos a centrarnos en fas bombas de tipo P y enlos transpor- 
tadores ABC, . 


La bomba de Ca”? es la ATPasa mejor conocida 


Las células eucariotas mantienen unas concentraciones de Ca?* líbre en su citosol muy ba» 
jas (107 M), frente a unas concentraciones de Ca?* extracelular muy superiores (--10 M). 
Cualquier entrada de Ca?* en el citosol, por pequeña que sea, provoca un aumento en la 
concentración de Ca?* libre en el citosol. La entrada de Ca?* a favor de su elevado gradiente 
de concentración, en respuesta a señales extracelulares, es uno de los mecanismos de trans- 
misión de estas señales de manera rápida a través de la membrana plasmática (como se des- 
cribe en, el Capítulo 15). Por lo tanto, el mantenimiento de este gradiente de Ca?* tan 
acusado es de gran importancia para la célula. El gradiente de Ca?* se mantiene mediante 
unos transportadores de Ca?* de la membrana plasmática que bormbean activamente el Ca?* 
fuera de la célula. Uno de estos transportadores es una ATPasa de Ca?* de tipo P; el otro es un 
antiportador Mamado intercambiador Nat(Ca?*) impulsado por el gradiente elecrroquímico 
de Na? a través de la membrana (véase la Figura 15-41). 

La ATPasa de transporte de tipo P mejor conocida es la bomba de Ca?*, o AFPasa de 
Ca?*, de la membrana del retícuio sarcoplesmárico (SR: sarcoplasmic reticulum) de las célu- 
las del músculo esquelético. El SR es un tipo especializada de retículo endoplasmático que 
Forma una red de úbuos en el citoplasma celular del músculo y actiía como un abnacén in- 
tracelular de Ca?*, (Cuando un potencial de acción despolariza la membrana de la célula 
. reusculaz, el Ca?* es liberado al citosol desde el retículo sarcoplasmático mediante 110.05 (2- 
nales de Ca?*, lo que estimula la contracción muscular, como se explica en el Capitulo 16.) La 
bomba de Ca?, que supone aproximadamente el 20% de la proteína de la mernbrana del 
SR, desplaza el Ca?* desde el citosol de nuevo al SR. El retículo endoplasmático de las célu- 
las no rausculares contiene ta bomba de Ca?* similar, pero en menores cantidades. j 

La estructura tridimensional de la bomba de Ca?* del SR se ha déterminado por erista- 
Joprafía de rayos X. Esta estructura y el análisis de una bomba de H* fúngica relacionada cor 
ella, han aportado las primeras imágenes de ATPasas de transporte de tipo E de las que se 
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presime que todas enenla misma estructura. Contienen 10 hélices a: transimembrana, tres 
de las cuales se alinean en un canal central que atraviesa la bicapa lípídica. En ebestado des- 
fosforilado de la bomba de Ca?*, dos de estas hélices están truncadas y forman una cavidad 
accesible desde el lado citosólico de la membrana que perznite la unión de dos iones Ca?*, La 

unión de AFP a su centro de unión en el mismo lado de la membrana y la posterior transfe” 
rencía del grupo fosfato del ATP a un ácido aspártico de un dominio adyacente hacen que las 
hélices trausriembrana se reordenen drésticamente. Esta reordenación colapsa el centro de 


(Figura 11-43). Una característica esencial de todas las bombas de tipo P es que durante el 
ciclo de bombeo la bomba se autofosforila de forma transitoria. 


La bomba de Na*/K* de tipo P de la membrana plasmática 


establece el gradiente de Na* a través de la membrana 

plasmática 

La concentración de K* en el interior celular es Upicamente de 10 230 veces más alta gue en 
el exterior, mientras que para el Na? ocurre lo contrario (véase Tabla 11-4, p. 652). Una bum- 
ba de Na*/K*, o bomba de Na”, que se halla en la membrana plasmática de casi todas las cé- 


transportador de intercambio (antiportados), impulsado por A47B bombeando de forma ac- 
tiva Naf hacia el exterior de la célula en contra de su gradiente electroquímico y K* hacia el 
juterior (Figura 11-14). Dado que la bomba hidroliza ATP para bombear el Na* hacia afuera 
Y el K? hacia adentro, también es conocido como la ATPasa de Na*/K*. La bomba pertenece 


ba de Ca? (Figura 11-15). 


unión del Ca?*, y Hbera los jones Ca?* al otro lado de la membrana, hacia el lumen del SR 


lulas animales, mantiene estas diferencias de concentración. La bomba actúa como un. 


¿la familia de las ATPasas de tipo P y funciona de forma muy similar a como lo hacela bom- - 
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Figura 11-12 Un modelo de cómo la bomba 
de Ca?* del retículo sarcoplasmático 
desplaza el Ca**. (A) Las estructuras del 
estado desfosforilado de la bomba de Ca 
Uzquierda) y del estado fosforilado Bilbre de 
Ca? (desecha) fueron determinadas mediante 
oústalografía de rayos-X. (8) El modelo 
muestra cómo la unión y la hidrólisis del ATP 
prowoca cambios conformacdionales drásticos 
y por tanto, aproxima dominios de unión de 
sudeótidos y doménios de fosforilación, 

Este cambio produce Una rotación de 990 

en el dominio activador, que conduce a una 
recrdenación de las hélices trensmernbrana. 
El reordenamiento de las hélices altera la 
actividad de las uniones de Ca?* y libera 

el Ca** al interior del lumen del retículo 
sarcoplasmático. (Adaptado de C. Toyoshima 


“etal, Moture 405:647-655, 2000, Con la 


autorización de Macmillan Publishers Ltd) 
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Ya hemos mencionado que el gradiente de Na* producido por la bomba de Nat/* imm- 
pulsa el transporte de la mayoría de los nutrientes al interíor de las células animales y tam- 
bién deserapeña un papel crucial en la regulación del pH citosático. Una célula aniraal típica 
dedica cerca de una tercera parte de toda la energía que consteme para impulsar esta born- 
ba, e incluso más en las células nerviosas eléctricamente activas que, como veremas más 
adelante, durante la propagación del impulso nervioso ganan continuamente pequeñas 
cantidades de Na* y pierden pequeñas cantidades de KC. 

Como cualquier exnziraa, la bomba de Na*/K* puede actuar en sentido opuesto, en este 
caso, produciendo ATP Cuando los gradientes de Na? y K* se incrementan experímental- 
mente hasta el punto de que la energía almacenada en sus gradientes electroquímicos es 
mayor que la energía química de la hidrólisis de ATB esos iones se desplazan a favor de 3us 
gradientes electrroquímicos y la bomba Na*/K* sintetiza ATP a partir de ADP y fosfato. Así, la 
forma fostorilada de la bornba (el paso 2 de la Figura 11-15) puede relajarse ya sea cediendo 
su fosfato al ADP (paso 2 al paso 1) o cambiando su conformación (paso 2 al paso 3). El caxa- 
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Figura 11-14 La bomba Nat.Kt, <GAGT> 
Este transportador bombes aCUvarnente 

el Mat hacía afuera y el K* hacia el interior 

de la cálida en contra de ses gradientes 
electroquímicos. Por cada molécula de ATP 
hidrotizada en la célula, se bombean tres Na? 
hada el exterior y dos X* hada el interior. 

El inhibidor específico ouabalna y el KF 
compiten por el riseno centro de unión 


E 


Figura 11-15 Modeto de funcionamiento 
de la bomba Na*/<+. (1) La unión intracelular 
del Na* y ta posterior fosforilación de la cara 
citoplasmática de la bomba por ATP inducen 
un cambio de conformación en la proteína 
que (2) transfiere el Na? através de la 
membrana y lo libera en el exterior de ta 
célula. (3) En esta situación, la unión de > 

K* ala cara extracelular y la posterior 
desfosforilación de la bomba devuelven 

la proteina a su conformación original, que 
(4) transfiere el K* a través de la membrana 

y la libera en el citosol, Estos cambios 
coodormacionales son análogos a las 
transiciones A «> B de la Figura 11-5, excepto 
que aquí la fosforilación dependiente de Na? 
y la desfosforilación dependiente de K* 
hacen quelas transiciones conformacionales 
se den de tina forma ordenada, lo cual 
permite que la proteína realice un trabajo 
útil Aunque para simplificar en la figura sóla 
se representa un centro de unión para el Na? 
y otro para el K*, en la bomba real hay 

tres centros de unión de Na? y dos de K?, 
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TRANSPORTADORES Y TRANSPORTE ACTIVO A TRAVES DELA MEMBRANA 


bio global de energía libre puede ser, pues, utilizado para sintetizar ATP o para bombear Na? 
fuera de la célula, dependiendo de las concentraciones relativas de ATB ADP y fosfazo, así 
como de los gradientes electroquímicos del Na? y el Kt. 

La bomba de Na*/K*es electrogénica porque bombea tres iones cargados positivamen- 
te hacia el exterior de la célula por cada dos que bombea hacia el interior. Establece una co- 
rriente eléctrica neta a través de la membrana, contribuyendo a generar un potencial 
eléctrico, con el interior de la célula cargado negativamente con respecto al exterior. Sin em- 
bargo, este efecto elecrrogénico de la bomba rara vez contribuye en más de un 10% al poten- 
cial de membrana. El 20% restante, como verernos más adelante, sóla depende de forma 
indirecta de la bomba de NarfK?, 

Por otra parte, la bomba de Na” /X* sí que tiene un papel directo en la regulación la con- 
ceritración de soluros en el interior de la cébula y, por tanto, colabora en la regulación de la 
osmolaridad (o tonicidad) del cosol Todas les células contienen proteínas de canal espe- 
cializados para el agua llamados acuaporinas (se describe en detalle enla p. 673) en su mern- 
brana plasmática que facilitan que el agua fluya a través de esta membrana. Así, el agua se 
desplaza bacia el interior o hacia el exterior de la célula, a favor de su gradiente de concen- 
tración, ua proceso larmado ósmosis. Como se explica en el Panel 11-1, las células contienen 
una elevada concentración de solutos, incluyendo numerosas moléculas orgánicas carga- 
das negativamente que están canfinadas en el interior de la célula dos denominados aniones 
fijos) y sus cationes acompañantes que son necesarios para mantener el balance de cargas. 
Esto tiende a generar un elevado gradiente osmótico que tiende a “arrastrar” agua hacía el 
interior de la célula. Las células animales contrarrestan este efecto por un gradiente osmióti- 
co en sentido opuesto debido a la elevada concentración de icnes inorgánicos, principal- 
mente Na? y CF en el fuido extracelular. La boniba de Na*/K* ayuda a mantener este 
balance osmótico bombeando al exterior el Nat que se filtra a favor de su gradiente electra- 
químico. El Cl se mantiene en el exterior gracias al potencial de membrana. 

En el caso especial de los eritrocitos humanos, que no tienen núcleo ni otros orgánulos 
y tienen una membrana plasmática que tiene una elevada permeabilidad para el agua, el 
desplazamiento del agua puede influir notablemente en el vatumen celular de forma que la, 
bomba de Na*/K* desempeña un papel importante manteniendo el volumen de estas célu- 
las. Si estas células se colocan en una solución hipotónica (es decir, una solución con una 
baja concentración de sotutas y, por tanto, una elevada concentración de agua), se produci- 
rá un desplazamiento neto de agua hacia el interior de las cétulas, que se hincharán y Hlega- 
rán a reventar (se lisarán); por el contrario, si las células se colocan en una solución 
hipertónica, se encogerán (Figura 11-16). El papel de la bomba de Na*/K* en el control del 
volumen de los eritrocitos se pone de manifiesto por la observación de que las células se 
hinchan y pueden llegar a explotar si son tratadas con ouabaína, que inhibe la bomba de 
Na'/K*, Sin embargo, en la mayoría de células animales, la ósmosis y la bomba de Nat/K+ 
únicamente tienen una importancia menor en el control del volumen celular porque la 1ma- 


yor parte del citoplasma está en un estado de tipo gel y resiste grandes cambios de volumen * 


en respuesta a la osmolaridad. 

Las células no animales hacen frente a sus problemas osmóticos de varias maneras. Las 
células vegetales y muchas bacterias están protegidas del riesgo de reventar por una pared 
celular semirrígida que envuelve su membrana plasmática. En las amebas, el exceso de agua 
que entra por efecto osmótico es recogido en vacuolas contráctiles que periódicamente va- 
cía su contenido al exterior (Panel 11-1). Las bacterias también han desanallado estrate- 
gjas que les permiten perder iones, e incluso macromoléculas, de manera rápida cuando se 
ven sometidas a un shock osmótico.. : 
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Figura 11-16 Respuesta de eritrocitos 
humanas a cambios de osmolaridad del 
fuido extracelular, <GTAC> La célula se 
hincha o se encoge según entre o salga agua 
a favor de su gradiente de concentración. 


FUENTES DE OSMOLARIDAD INTRACELULAR 


1 Las macromoléculas, a pezar de su 
gran tamaño, contribuyen muy poco a la 


osmoloridad intracelular, ya que ceda una 


de ellas es una sola unidad y ste número 
es relativamente bajo comparado con 

el número de pequeñas moléculas de 

la cétula. Sin embargo, la mayoría de las 
macromoléculas biológicas están muy 
cargadas y atraen tones inorgánicos 

de carga corttraria. Debido a su elevado 
número, estos contralones contribuyen 
enormemente a la osmolaridad 
intracelular, 


LA SOLUCIÓN 


Las células animales y las bacterlas controlan 


su osmolaridad intracelular bombesndo 


fuera de la célula iones inorgánicos, como el 
Na*, de manera qe su citoplasma contenga 
uria concentración total de jones inorgánicos 


menor que la del fiuido extracelular, 
compensando su exceso de solutos. 


e 


2 Como resultado del transporte 
activo y de los procesos metabólicos, 

ta célula contiene una elevada 
concentración de pequeñas moléculas 
orgánicas, como azúcares, aminoácidos 
y nucleótidos, para los cuales la 
membrana plasmática es impermeable. 
Dado que muchos de estos metabolitos 
están cargados, también atraen 
contraiones, Tanto los metabolitos de 
pequeño tamaño como sus contralones 
suponen una contribución importante 
de la osmolaridad intracelular, 


El PROBLEMA 


2 La osmolaridad del Huido extracelular es 
debida, principalmente, a pequeños jones 
inorgánicos, Estos lones difunden poco a 
poco al interior de la célula a través de 
la membrana plasmática. SÍ no fueran 
bombeados al exterior y sí no existieran 
otras moléculas en el imterior de la célula 
que interactuasen con ellos alterando su 


" distribución, llegarían finalmente a un 


equilibrio entre sus concentraciones dentro 

y fuera de la célula. Sin embargo, la presencia 
en la célula de macromoléculas y metabolitos 
cargados que atraen estos jones de lugar 

al efecto Donnan: en situación de eguilibrio 
la concentración total de lones inorgánicos 

Y, Gor tanto, su contribución a la osmolaridad, 
es mayor dentro que fuera de la célula, 


Debido a todos estos factores, una célula que no haga nada para 
controlar su osmolaridad tendrá una mayor concentración de solutos 
en su interior respecto del exterior. Como resultado de ello, el agua 
estará más concentrada fuera que dentro de la célula. Esta diferencia 
en la concentración de agua a ambos lados de la membrana 
plasmática hará que el agus entre continuamente en la céfula 

por osmosís y provoque la rotura de la misma. 


celulares y toleran una diferencia 


Las células vegetales evitan la entrada 
excesiva de agua mediante sus paredes 


osmótica a ambos lados de su membrana; 
se genera una presión interna que, en 
equilibrio, expulsa tanta agua como entra, 


Muchos protozoos eviten la entrada 
excesiva de agua, a pesar de la 
diferencia osmótica que hay a ambos | 
lados de su membrana, expulsando 
agua periódicamente mediante unas 
vacuolas contráctiles especiales. 
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(A) UN TRANSPORTADOR ABC BACTERIANO 
neta pequeña 


molécula 
pequeña $ 
Se 
domitiio AOS 2 
AlPasa dorminio ATPasa 
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(B) UN TRANSPORTADOR ABC EUCARIOTA, 


Figura 11-17 Transportador ABC típico en procariotas (4) y eucariotas (B). Los transportadores constan de varios dorminios: normalmente dos dominios 

. hidrofóbicos, cada uno de los cuales está formado por seís segmentos que atraviesan la membrana y que forman fa vía de paso y proporcionan la 
especificidad del sustrato, y dos dominios ATPasa ltambién denominados casetes de unión a ATP) que sobresalen hacía el drosol. En algunos casos, las 
dos mitades del transportador están formadas por un soto potipéptido mientras que en otros casos están formados por dos o más polipéptidos que se 
ensambian formando una estructura similar (véase la Figura 10-24) En ausencia de AYP unido, el transportador expone un lugar de unión al sustrato 

tanto hacia el espacio extracelular (en procariotas) o hacía el espacio intracelular (en eucariotas o en procariotas). La unión de ATP induce un cambia 
conformacional que expone el bolsillo de unión al sustrato hacia la cara opuesta; la hidrólisis de ATP seguida de la disociación del ADP hace que el 
transportador recupere su conformación original. La mayoría de transportadores ABC individuales son untdlreccionades. En bacterias se han encontrado 
transportadores ABC importadores y otros exportadores, pero en eucariotas todos los transportadores ABC exportan stestancias desde el citosol, tanto 
hacta eb espacio extracelular como a un corapartirmmlento rodeado por una membrana intracelular como el ER o las mitocondrias. 


Los transportadores ABC constituyen la mayor familia 
de proteínas de transporte de membrana 


El último tipo de proteínas transportadoras que se tratará es la familia de transportadores 
ARG, denominadas de este modo porque cada uno de sus miembros contiene dos motivos 
de unión al ATP (ATP-binding "cassettes": “casetes” de unión a ATP) altamente conservados 


(Figura 11-107). La unión del ATP conduce a la dimerización de los dos dorninios de unión 


al ATP y la hidróbisis del ATP provoca su disociación. Parece que estos cambios estructura- 
les en los dominios citósólicos son transmitidos a los segmentos transmembrana, generan» 
do ciclos de cambios conformacionales que alternativamente exponen los centros de 
unión a los sustratos a uno y otro lado de la membrana. De esta manera, los transpor- 

“tadores ABC utilizan la unión-e- hidrólisis del ATP para transportar moléculas pequeñas a 
través de la bicapa. 

Los transportadores ABC constituyen la mayor familia de proteínas transportadoras a a 
través de la membrana y son de una gran importancia clínica. La primera de estas proteínas 
que fue caracterizada se descubrió en bacterias. Ya hemos mencionado que la membrana 
plasmática de todas las bacterias contiene transportadores que utilizan el gradiente de H? a 
través de la mernbrana para bombear diversos nutrientes al interior de la célula. Las bacte- 
rias también tienen AfPasas de transporte que utilizan la energía de la hidrólisis del ATP pa- 
ra importar moléculas pequeñas específicas. En bacterias como E. coli, que tienen 
membranas dobles (Figura 11-18), las ATPasas de transporte están localizadas en la mem- 
brana interna y un mecanismo auxiliar captura los nutrientes y los distribuye a los anspor- 
tadores (Figura 11-19). 
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Figura 11-18 Sección de la doble 
membrana de una bacteria E coli, 


«La membrena interna es la membrana 


plasmática de la célula. Entre las bicapas 
lípídicas interna y exiema, hay una capa 

de peptidoglucano rígido y muy poroso, 
formado por proteínas y polisacáridos, que 
constituye la pared bacteriana. Está andado 
alas motéculas lipoproteicas de la membrana 
externa y llena el espacio peripiasmático (sólo 
se muestra una pequeña parte de la capa 

de peptidoglucano). Éste espacio también 
contiene una gran diversidad de maléculas 
proteicas solubles. Los filarnmentos 
discontinuos len verde) de la parte superior 
representan fas cadenas de polisacáridos de 
las moléculas del lipopolisacárido especial 
que forma la monocapa externa de la 
membrana exterlor; para rnayor claridad, 
sólo se representan algunas de estas cadenas. 


Las bacterias con doble membrana se laman 


Grantnegativas porque no retienen el 
colorante azuf oscuro utilizado en la tinción 
de Gram. Las bacterias con membranas 
sencillas (pero con paredes celulares más 


. gruesas), como los estafilococos y los 


estreptococros, sí que retienen el colorante 
azul y, por tanto, se llenan Gram-positivas; 
sy única membrana es análoga a la 
menbrana interna (plasmática) que 
tienen las bacterias Grarm-negativas. 
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En E, coli, 78 genes (un increíble 5% de los genes de la bacteria) codifican transpartado- 
res ABC, mientras que los genornas de las células animales contienen muchos más. Aunque 


parece que cada transportador es específico para tuna molécula o una clase de moléculas, la. 


variedad de sustratos transportados por esta superfamnilia es muy grande e incluye lones 
inorgánicos, aminoácidos, azúcares, mono y polisacáridos, pépuidos e incluso proteínas, 
Mientras que los transportadores ABC bacterianos se utilizan tanto para importar como pa- 
ra exportar sustratos, parece que los identificados en eucariotas están especializados en la 
exportación. ] 

De hecho, los primeros transportadores ABC eucariotas identificados fueron descu- 
hiertos porsu capacidad de bombear drogas hidrófobas al exterior del citosol, Uno de estos 
transportadores es la proteína de resistencia a muchos fármacos (MDR: multidrug resis- 
tence), cuya sobreexpresión en las células cancerosas humanas las puede volver resistentes 


de forma simultánea a una gran variedad de fármacos citotóxicos de naturalezas químicas . 


muy diversos que se utilizan en la quimioterapia del cáncer. El tratamiento con tino de estos 
fármacos puede provocar la supervivencia selectiva y sobrecrecimiento de aquellas células 
cancerosas que expresan más cantidad de la proteína de transporte MDR. Estas células pue- 
den bombear los fármacos hacia el exterior de la célula de una forma muy eficiente y resud- 
tar así relativarnente resistentes a los efectos tóxicos de estos fármacos antícancerosos, Por 
eso, la selección de células cancerosas que son resistentes a un fármaco puede conducir a la 
resistencia a una gran variedad de fírmacos antiícancerosos. Algunas estudios indican que 
más del 40% de los cánceres humanos desarrollan resistencia a muchos fírmacos, lo cual 
constituye uno de los principales escollos en la hucha contra el cáncer 

Un fenómeno relacionado e igualmente con consecuencias negativas ocurre en el pro- 
tozoo Plasmodium falciparum, que causa la malaria, Más de 200 millones de personas enta- 
de el mundo están infectados con este parásito, que continúa siendo una de las principales 
causas de mortalidad en humanos, ya que provoca más de un millón de muertes al año. El 
desarrollo de resistencia al fármaco antimalárico cloroquina dificulta el control de la ma- 
laria. Los P falciparumn resistentes han amplificado un gen que codifica un transportador 
ABC que borabea la cloroquina hecia el exterior. 

En la mayoría de las células de vertebrados, un transportador ABC de la membrana del 
retículo endoplasmático (ER) transporta activamente una gran variedad de péptidos desde 
el citosal al lumen del ER. Estos péptidos están producidos por la degradación de las pro- 
teínas en los proteosomas (descrito en el Capítulo 6). Son transportados desde el ER a la 
superficie celular, donde son expuestos al escrutinio de los linfocitos T citotóxicos, que ma: 


Figura 11-19 Sistema audllar de transporte 
asociado con las ATPasas de transporte de 
las bartedas con dotile membrana. El soluto 
difunde a través de las proteínas formadotas 
de canales (porinas) de la mernbrana externa 
y se tine a una proteína periplasmática de 
unión a sustrotos, que sufre un carmibio 
conformacional que le permite Unirse a 

un transportador ABL de la membrana 
plasmática. El transportador ABC cede el 
soluto que es transportado activamente a 
través dela rmernnbrana plasmática en na 
réacción impulsada por la hidrólisis de ATR. 
Se ha ornitido el perídoglucano para 
sionplificar la figura; su estructura porosa 
permite que las proteínas de unión a 
sustratos y los solutos hidrosolubles se 
desplacen: por el espacio periplasmático 

par difusión simple. 


CANALES JÓNICOS Y PROPIEDADES ELÉCTRICAS DE LAS MEMBRASN 


tarán a la célula silos pépúdos derivan de ten vinos o de otros microorganismos ocultos en el 
cirosol de una célula infectada (se describe en el Capítulo 25). 

Otro miembro de transportadores de la familia ABC es la proteína reguladora de la cor 
ductarcia transmembrana en la fibrosis quística (CEYA: cystic fibrosis transmeribrane cor 
ductance regulatork, que fue descubierto a través de estudios de la enfermedad genética, 


relativamente común, lamada fibrosis quística, Esta enfermedad está cansada por Una. 


inuteción en un gen que codifica CFPTR, que actúa corno un canal de CL en la mexnbrana 
plasmática de las células epitelíales, CFTR regula la concentración de jones en el ffuido ex- 
tracetular, especialmente en el pulmón. Una de cada 27 personas de reza blanca transporta 
el gea que codifica una forma mutante de esta proteína y, eu una de cada 2900 personas, están 
mutadas ambas copias del gen, lo cual causa la enfermedad. A diferencia de los otros trans- 
portadores ABC, la unión e hidrólisis del ATP uo bmpulsa el proceso de transporte En lugar 
de ello, controla la apertura y el cierre del canal de CF, lo que proporciona un conducto pasi- 
vo pará que el CF se pueda desplazar a favor de si gradiente electroquímico, Así pues, apa- 
renternente las proteínas ABC actúan como trensportadores y también como canales. 


Resumen 


Los transportadores se unen especificamente a salusos y los transfieren a través de la bicape lipídica 
mediante cambios conformacionales que exponen el centro de unión al sotuto, secuencialmente a 
un lado de la mernbrana y al otro. Algunos transportadores desplazan 1n solo soluto “cuesta abajo”, 
a favor de su gradiente mientras que otros acuian como bontbas que desplazan un soluto "cuesta 
arrita?, en contra de su gradiente electroquímico, utilizando la energía suministrada por la hidrótt- 
sis del ATR por un gradiente favorable de otro soluto (como Na* o El”) a por la luz, que impulsan la 
sería de cambios conformacionales necesarios de una manera ordenada, Los transportadores perte- 
necen dun número reducido de familias proteicas, Cada farnilia contiene proteínas de secuencias si- 
milares de aminoácidos, que parece que han evolucionado a partir de una proteína ancestral 
común y que acróan mediante urcimecanismo semejante. La fomilia de las ATPosos de transporte de 
tipo R que incluye las bombas de Ca?* y de Na*IK", es un ejemplo importante; cada una de estas 
ATPasas se autofosforila y desfosforila en secuencial durante el cicio de bombeo, La superfamilia de 
transportadores ABC es la mayor familia de proteínas de transporte de membrana y es en especial 
importante desde el punto de vista clínico, Incluye proteínas que son resporisables de la fibrosis quís- 
tica así como de la resistencia a fiérmacos en células cancerosas y al parásito que casa la mataría, 


CANALES JÓNICOS Y PROPIEDADES ELÉCTRICAS 
DE LAS MEMBRANAS 


A diferencia de los transportadores, los canales forman poros hidrófilos a través de las mem- 
branas. Una clase de canales que se encuentra eu la práctica totalidad de loé animales 
forman las uniones comunicantes Q uniones de tipo gap (gap junctions) entre dos células ad- 
yacentes; cada membrana plasmática contribuye por igual a la formación del canal, que co- 
necta el citoplasma de las dos células. Estos canales se describen en el Capítulo 19, por lo 
que aquí no trataremos de ellos, Tanto las uniones comunicantes conao las porinas, las pro- 
teínas formadoras de canales de las membranas de bacterias, mitocondrias y cloroplastos 
(descritas en el Capítulo 10), forman unos poros relativamente grandes y permisivos, que re- 
sultaríarr desastrosos si conectaran de forma directa el interior de una célula con el espacio 


extracelular, De hecho, muchas toxinas bacterianas siguen este procedimiento para matar. 


otras células (como se explica en el Capítudo 24). - 

Por el contrario, la mayoría de los canales de la membrana plasmática ds tas células ani- 
males y vegetales que conectan el citosol con el exterior de la célida deben constituir nece- 
sariamente poros estrechos y muy selectivos que se puedan abrir y cerrar con rapidez. Estas 
proteínas están relacionadas especificamente con el transporte de tones inorgánicos, por lo 
que se denominan canales iónicos. Respecto a la eficiencia de transporte, los canales ióni- 
cos tenen ventaja sobre los transportadores, ya que a tcavés de cada canal abierto pueden 
pasar hasta 100 millones de lones por segundo una velocidad 10% veces superior que la del 
trausporte mediado por cualquier transportador conocido. Sin exubargo, lós canales no pue- 
den acoplarse a una fuente de energía para realizar un transporte activo, por lo que el trabs- 
porte que median es siempre pasivo cuesta abajo”). Por lo tanzo, la fanción, de los canales 
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CERRAGO ABIERTO 


bicapai 
Epídica 


HTíltro de selectividad 
en el poro acuoso 


iónicos es la de permitir que algunos iortes inorgánicos determinados -sobre todo Na”, K*, 
Ca** o Ch difundan rápidamente a favor de sus gradientes electroquímicos a través de la 
bicapa lipídica. Como veremos, la capacidad de controlar los flujos iónicos a través de estos 
canales es esencial para muchas funciones celulares, Las células nerviosas (neuronas), en 
particular, se han especializado en utilizar una gran variedad de canales iánicos; ahora se 
considerará de qué forma utilizan muchos de estos canales diferentes para recibir, conducir 
y transmitir señales, 


Los canales iónicos son selectivos para el ion transportado 
y fluctúan entre estados abiertos y cerrados 


Dos propiedades importantes diferencian a los canales iónicos de los simples poros 2cK0sos. 
Primero, presentan selectividad iónica, permitiendo que algunos iones inorgánicos puedan 
pasar, pero otros, no. Esto sugiere que sus poros deben ser lo bastante estrechos como para 
forzar que los iones entren en contacto íntimo con las paredes del canal de modo que sólo 
los iones del tamafio y carga apropiados puedan pasar. Los lones que deben ser trausporta- 
dos tienen que deshacerse de la mayoría o de todas las moléculas de agua asociadas para 
pasar, a menudo en fla, a través de la parte más estrecha del canal, lo que se conoce como el 
Ailero de selectividad; esto limita su velocidad de paso (Figura 11-20). Asf, cuando aumenta la 
concentración de un ion, el flujo de ese ion a través del canal aumenta proporcionalmente 
hasta que se alcanzan los niveles de saturación, momento en que se llega a la velocidad má.- 
xima de transporte. 

La segunda diferencia importante entre canales iónicos y poros acuosos es que los ca- 
nales iónicos no están abiertos de forma continua. En hugar de ello, tienen “puertas”, que les 
permiten abrirse breyemente y volver a cerrarse de nuevo (Figura 11-21). Además, bajo una 
prolongada estimulación (química o eléctrica), la mayoría de canales pasan a un estado ce- 
rrado “desensibilizado” o “inactivado”, en el que son refractarios a posteriores aperturas has- 
ta que el estímulo ha desaparecido, como se explicará más adelante. En la mayoría de los 
casos, la puerta se abre en respuesta a un estímulo específico. Los principales tipos de estí- 


reguíado regulado por regulado por reguiado 
por voltaje ligando figando ligando (ligando Imecónicamente 
extracelular) intracelular) 


CERRADO 


ABIERTO 


Figura 11-20 Canal lónico típico, que 
fuctós entre sus conformacdones cerrada 


«y abierta. El canal, que se muestra aquí en 


sección longitudinal, sólo forma un poro 
hidrófito en la bicapa fípídica en su estado 
confornacional “abierto”, Se supone que la 
pared del poro está recubierta de grupos 
polares, mientras que las cadenas laterales 
de los aminoácidos hidrófobos interctúsn 
con la bicapa Upídica latinque na se muestra). 
El poro se estrecha hasta unas dimensiones 
atómicas en una región lel filtro de 
selectividad), en ta que se determina en 
gran medida la setectividad iénica del canal, 


" Figura 11-21 Regulación de los canales 
lénicos. Este esquema muesta diferentes 
tipos de estímulos que abren los carnales 
lónicos, Los canales tegulados de forma 

- -rrecánica suelen tener extensiones 

. cRoplasmáticas que unen el canal -- 
al citoesqueleto (que no se muéstra 

- enlafigura). o 


CANALES ¡ÓNICOS Y PROPIEDADES ELÉCTRICAS DE LAS MEMBRANAS 


voulos que causan esta apertmara de canales iónicos son cambios en el voltaje a través de la 
membrana (canales regulados por voltaje), an estrés mecánico (canales reguiados mecánica- 
mente) o la unión de un ligando (canales regulados por ligando). El Bgando puede ser tanto 
un mediador extracelular especificamente, un neurotransmisor (canales regulados por 
transmisor o un mediador intracelular, corno un ion (canales regulados por iones), o un nu- 
deótido (canales regulados por nucleótidos). Además, la actividad de reuchos canales iónicos 
está regulada por fosforilación y desfosforilación; este tipo de regulación de los canales se 
describe, junto con los canales iónicos regulados por nucleótidos, en el Capítulo 15. 

Hasta ahora se han descrito más de 100 tipos de canales iónicos y todavía se están des- 
cubriendo más, cada uno de los cuales se caracteriza por los iones que transporta, el meca- 
“nismo por el que se cierra y por su abundancia y localización en la célula. Los canales iónicos 
son responsables de la excitabilidad eléctrica de las células musculares y median la mayoría 
de las formas de señalización eléctrica del sistema nervioso. Una sola neurona puede conte- 
nex, típicamente, 10 tipos de canales iónicos o más, localizados en diferentes dominios de su 
menbrana plasmática. Pero los canales iónicos no están restringidos a las células excitables 
eléctricamente. Están presentes en todas las células animales y se encuentran en plantas y 
microorgarásmos: son los responsables de propagar el cierre de las hojas de la mimosa o de 
que los paramecios unicelulares cambien de dirección después de colisionar. 

Quizá los canales jónicos más comunes son los que permiten el tránsito de K*. Estos ca- 
nales se hallan en la membrana plasmática de casi todas las células animales. Un subtipo 
importante de canales de K* se abren incluso en un célula no estimulada, o “en reposo”, de 
ahí que a veces se les denomine canales de fuga de X*, Aunque este término engloba varios 
tUpos de canales de K* diferentes, según el tipo celular, todos tienen la misma función. Al har 
cer que la membrana plasmática sea mucho más permeable al X* que a otros iones, desern- 
peñan un papel crucial en el mantenimiento del potencial de membrana 2 través de todas 
las membranas plasmáticas. 


El potencial de membrana en las células animales depende 
principalmente de los canales de fuga de K* y del gradiente 
de K* a través de la membrana plasmática 


Cuando existe una diferencia de cargas eléctricas a ambos lados de una membrana, se esta- 
blece un potencial de membrana, debido a un ligero exceso de jones positivos sobre los ne- 
gativos en un lado y un ligero déficit en el otro. Estas diferencias de carga pueden deberse 
tanto a un bombeo electrogénico activo (véase p. 662) como a una difusión pasiva de iones. 
Como trataremos en el Capítulo 14, las bombas electrogénicas de H* de la membrana máto- 
condrial interna generan la mayor parte del potencial de membrana de la mitocondria. Las 
bombas electrogénicas también generan la mayor parte del potencial eléctrico de la mena- 
brana plasmática de plantas y hongos. Sin embargo, en las células animales son general- 
mente los movimientos pasivos de jones los que realizan la principal contribución al 
potencial eléctrico de la membrana plasmática. 

Tal como se ha explicado, la bomba de Na*/K* facilita el mantenimiento del balance 0s- 
mótico a ambos lados de la membrana de la célula animal al mantener muy baja la concen- 
tración intraceluwar de Na”. Dado que hay muy poco Na? en el interior de la célula, se tienen 
que acumular otros cationes para poder contrarrestar las cargas debidas a los aniones fijos 
de la célula —las moléculas orgánicas cargadas negativamente que están confinadas en el > 
terior de la célula. Este papel equilibrador lo realiza sobre tado el K*, que es bombeado actí- 
vamente al interior de la célula por la bomba Na*/K* y que también puede desplazarse hacia 
el interior o el exterior por los canales de fuga de K* de la membrana plasmática. A causa de 
estos canales, el potasio puede llegar casi hasta el equilibrio, en el que una fuerza eléctrica 
ejercida por el exceso de cargas negativas que atraen el K* hacia el interior de la célula equí- 
libra la tendencia del K* de difundir hacia el exterior a favor de su gradiente de concentra- 
ción. El potencial de membrana es la manifestación de esta fuerza eléctrica y podemos 
calcular su valor de equilibrio a partir del valor del gradierte de concentración de K*. La si- 
guiente explicación puede ayudar a aclarar este punto. 


Supongamos que inicialmente no haya un gradiente de voltaje a ravés de la membrana: .. . 


. plasmática fel potencial de membrana es cero), pero la concentración de X* es alta en el in- 
terior de la célula y baja en el exterior. ELX* tenderá a salir de la célula a través de los canales 
de Fuga de K*, impulsado por su gradiente de concentración, A medida que el K* empieza a 
salir de la célula, cada ion deja un desequilibrio de carga negativa por lo que se genera un 
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LA ECUACIÓN DE NERNST Y EL FLUJO ¡ÓMICO 


El flujo de cualquier jon a través de un canal de 
membrana viene establecido por el gradiente 
electroquímico de ese ion, Este gradiente representa la 
combinación de dos influencias: el gradiente de voltaje 
y el gradiente de concentración del ion a través de la 
membrana, Cuando estas dos influencias se contrarrestan 
entre sí, el gradiente electroquímico del ion es cero y no 
hay un flujo neto del ion a través del canal. El gradiente 
de voltaje (potencial de membrana) el cual se alcanza el 
equilibrio se flama potencial de equilibrio de este jon. 
Se puede calcular a partir de la ecuación que se deduce 
a continuación, llamada ecuación de Nernst. 


La ecuación de Nernst es 


donde 


V= potencial de equilibrio en voltios (potencial 
interna menos potencial externo) 

Cay € = concentraciones externa e interna del jon, 
respectivamente 

R =la constante de los gases (2 cal mot” ko) 

Fla temperatura absoluta (K) 

E=la constante de Faraday (2,3 x 10% cal Y? mal?) 

Z = la valencia (carga) del ion E 

lt-=logaritmo- en base-e- 


La ecuación de Nernst se deduce de la siguiente manera: 


Una molécula en una solución (un soluto) tiende a 
desplazarse desde una región de alta concentración 
hacia otra de baja concentración, simplemente por el 
moviralento aleatorio de tas moléculas, que alcanzan 

así su equilibrio. Por lo tanto, el desplazamiento a favor 
de un gradiente de concerriración está acompañado 
por tin cambio favorable de energía Ebre (AG < Y), 
mientras que un desplazamiento en contra de gradiente 
está asociado a un cambio desfavorable de energía libre 
(AG > 0). (La energía libre se trata en el Capítulo 2 

y en el Panel 19-1, p. 830, es analizada en el contexto 
de las reacciones redox.) 


La variación de energís libre por mol de soluto 
desplazado a través de la membrana plasmática (AG.0. 
es igual a RT in Col Go 0 


Si el soluto es un ion, su desplazamiento a traves de una 
membrana cuyo interior esté a un voltaje V respecto de! 
“exterior origina otro cambio adicional de energía libre 
(por mol de soluto transferido) de AGyya = zFV. 


. a sn z ET E AO O PE 
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- en una célula típica (con un volumen de citoplasma 


En el punto en que los gradientes de concentración 
y voltaje se contrarrestan, 


AGcone + AG yo = O 


y ta distribución del ion a través de la membrana está 
en equitibrio. 


Así pues, c 
ZU RT in 2 =0 
€ 
y, por tanta, 
V RT ina. 
zF G 


o, utilizando la constante pará pasar logaritmos en base e 
a logaritmos en base 10, 


Para un lon monovalente, 


2,3 4L -58mVa20*% y 61,5 mV 237 


De esta forma, para este ion a 37 *C, 
Y =+ 61,5 mV para C, ¿Cs 10, 
mientras que e 
: V=0 para CQ/Gu=tL 


El potencial de equilibrio para el gr (44d; por ejemplo, es 
61,5 logra (XK, / ¿K*J) milivoltios 


(89 mV en una célula épica en la cual [K*L, = 5 mM 
y E], = 140 mM). 


A Yi no hay Hujo neto de K” a través de la membrana. 


De manera parecida, cuando el potencial de membrana 
tiene un valor de 


61,5 log,([(Na*L, ANI), 
el potencial de equilibrio del Na* (Va), 
no hay flujo neto de Na”. 


Para cualquier valor del potencial de merbrana, Vi, la 
fuerza neta que impulse un tipo particular de ion fuera 
de la célula, será proporcional a la diferencia entre Va 
y el potencial de equilibrio de ese jon: es decir, 
para el (£* sera Vig — Va 
y para el Na” sera Vag — Vaya» 


El número de ¡ones que forman la capa de cargas 
adyacente a la membrana es minúscula comparado 

con el número total dentro de la célula. Por ejemplo, el 
desplazamiento de 6080 iones Na? a través de 1 un 

de membrana supone una carga suficiente para cambiar 
el potencial de membrana aproximadamente 100 mv 


Dado que hay aproximadamente 3 x 10 jones Na" 


de aproximadamente 1 ur), este desplazamiento de 
cargas suele tener un efecto despreciable en el gradiente 
de concentración del ion a través de la membrana. 
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número de cargas exactamente igual a cada 
fado de la membrana; potencial de 
tvaermirana == O 


aigunos leones positivos troja) cruzan la 
membrana de derecha a irquierda, dejando 
atrás sus contralones negativos (rojo); 

se establece un potencial de membrana 
distinto de cera 


campo eléctrico o potencial de membrana, que tenderá a oponerse a la salida de X*. La sali- 
da neta de K* se detiene cuando el potencial de mensbrana alcanza tn valor cuya fuerza 
eléctrica compensa exactamente el efecto del gradiente de concentración del K*, es decir, 
cuando el gradiente electroquímico del K* es cero. Aunque los iones CIF también se equili- 
brana arabos lados de la membrana, el potencial de membrana mantiene la mayoría de es- 
tos jones fuera de la célula a causa de sus cargas negativas. 

La condición de equilibrio, en la que no hay un flujo neto de iones a través de la mem- 
brana plasmática, define el potencial de reposo de la membrana de esta cétula idealizada. 
Una fórmula sencilla pero muy importante, la ecuación de Nernst, cuantifica este equilibrio 
y, tal como se explica en el Panel 112, permite calcular el potencial de membrana de repo- 
so teórico si conocemos la relación entre las concentraciones interna y externa del ion. Sin 
embargo, la membrana plasmática de una célula real no sólo es permeable al KC* y al CE, por 
lo que el potencial de membrana de reposo real no suele sex exactamente igual al predicho 
por la ecuación de Nernst para el K* o el CL. 


Cuando se detiene la bomba Nat/K*, el potencial de reposa 
sólo decae levemente 


El número de iones que se deben desplazar a través de la membrana plasmática para esta- 
blecer el potencial de membrana es muy reducido. Por lo tanto, podemos pensar que el po- 
tencial de membrana aparece por desplazamientos de cargas que casi no afectan a las 
concentraciones de iones y que generan una diferencia muy ligera entre el múmero de jones 
positivos y negativos a ambos lados de la membrana (Figura 11-22). Además, porlo general 
estos desplazamientos de cargas sen muy rápidos, ya que se dan como máxima en unos 
cuantos milisegundos. 
Consideremos la variación del potencial de membrana de una célula real tras slai inact- 
vación repentina de la bomba Na*/K*. inmediatamente, Gene lugar una ligera caída del po- 
tencial de membrana, debido a que la bomba es electrogénica y, mientras está activa, realiza 
tna pequeña contribución directa al potencial de membrana bombeando hacia el. exterior 
tres Nat por cada dos K* que bombea hacia adentro. Sin embargo, la desconexión de la born- 
ba ho elimina el componente principal del potencial de reposo, que se genera por el meca- 
nismo de equilibrio de K* que se ha descrito antes. Este componente del potencial de 
merbrana persiste mientras la concentración de Na* del interior de la célula permanece 
baja y la de K*, alta, generalmente, durante varios minutos. Pero la membrana plasmática es 
un poco permeable a todos los jones pequeños, incluso al Na*. Así pues, sín la bomba 
MNa*/K*, los gradientes de lones que la bomba ayuda a mantener, acabarán desapareciendo 
y el potencial de membrana establecido por la difusión a través de los canales de fuga de K* 
también caerá, A medida que el Na? entra, el balance osmótico se va viendo comprometido 
y va entrando agua en la célula (véase el Panel 111, p. 664) y la célula finalmente llegará a un 
nuevo estado de teposo en el que el Na, el K* y el CF estarán en equilibrio a través de la 
, merbrana. El potencial de membrana en este estado será mucho menor que el que tenía la 
célula con una bomba Nat/K* activa. 
El potencial de reposo de waa célula aniwal varía entre 26 mV y -120 mV, dependien- 
do del organismo y del tipo celular de que se trate, Aunque el gradiente de K* siempre tiene 


en 


Figura 11-22 Base iónica de ua potencial 
de membrana. Un pequeño Mujo de lonas 
supone una transferencia de carga suficiente 
para provocar un gran carmbio en el potendal 
de membrana. Los lones responsables del 
potencial de membrana se disponen en ena 
fina capa (< 1 revó adyacente a la rmmernbrana, 
retenidos por la atracción eléctrica de las 
lones de carga opuesta (contraiones) de 

la otra cara de la membrana. En una célula 
típica, la transferencia de un lado a otro 

de la merbrana de 1 microculambio de 
carga (6x 10% iones monovalentes) por 
centímetro cuadrado de membrana provoca 
un cambio de aproximadamente 1V. 

Esto signáfica, par ejemplo, que en una céluda 
esférica de 10 jun de diámetro, el número 

de jones (* que tienen que desplazarse 

para alterar el potencial de menibrana unos 
100 mU es tan sólo de unos 1/100,000 det 
número total de lones K* del citosol, 
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tor 
filtro de selectividad — potesia lazo de selectividad 


CTPOSOL 


a) 
vestíbulo 


poro 


una influencia principal sobre este potencíal, los gradientes de tros iones (y los efectos de- 
sequilibradores de las bombas iónicas) también tienen un efecto significativo: cuanto más 
permeable es la mernbrana a un lon determinado, mayor tendencia tiene el potencial 
de membrana a alcanzar el valor de equilibrio para ese ion, Por lo tanto, cambios en la 
permeabilidad de la membrana a los iones pueden causar cambios muy imporrantes en el 
potencial de membrana. Éste es uno de los principios clave que relacionan la excitabilidad 
eléctrica de las céhulas con las actividades de los canales lónicos. 

Para entender cómo seleccionen los canales sus lones y cómo se abren y se cienan, es 
necesario conocer su estrucrura atómica. El primer canal iónico cristalizado y estudiado por 
difracción. de rayos X fue un canal de K* bacteriano. Los detalles de su esguctura revolucio- 
naron el conocimiento de los canales iónicos. 


La estructura tridimensional de un canal bacteriano de K* 
muestra cómo funciona un canal iónico 


Los científicos se han enfrentado al problerna de la notable capacidad de los canales únicos 
de combinar una exquisita selectividad iónica con una elevada conductancia. Los canales 
de fuga de K*, por ejemplo, transportan el K* 10.000 veces mejor que el Na?, aunque ambos 
ones son esferas de características parecidas y con diámetros similares (0, 133 nya y 0,095 nus, 
respectivamente). La sustitución de un único aminoácido en el poro de un canal de K* de una 
célula animal puede provocar la pérdida de la selectividad iónica y la muerte celular. No po- 
demos explicar la selectividad normal al K* en base al tamaño del poro, ya que el Na? es me- 
nor gue el K*, Además, la elevada conducrancia es incompatible con la presencia en el canal 
de centros de unión de alta afinidad af K*, ya que la unión de los iones KY a estos centros dis- 
minuiría de forma considerable su velocidad de transporte, 

Este rompecabezas se solucionó al determinarse por existalogralía de rayos Xla estruc- 
tura de un canal bacteriano de K”. El canal está constítuido por cuatro subunidades trans- 
membrana idénticas, que forman en conjunto un poro central que atraviesa la membrana 
(Figura 11-29). En la entrada citosólica del poro se concentran aminoácidos cargados nega- 
tivamente, que supuestamente atraen cañones y repelen aniones, lo que hace que el canal 
sea selectivo para cationes. Cada subunidad aporta dos hélices ransmemnbrana, dispuestas 
enla membrana de manera que juntes forman una especie de cono, con su extremo ancho 
dirigido hacia el exterior de la célula, por donde los iones X* abandonan el canal La cadena 
polípeptídica que conecta las dos hélices tansmembrena forma un corto segmento de hél- 
ceo. Ga hélice del poro) y un lazo protuberante que resulta crucial en la sección ancha del 
cono, que foraaa el filtco de selectividad, Los lazos de selectividad de las cuatro subunidades 
forman un poro corto, rígido y estrecho, en el que se alinean los átomos de oxígeno de los 


grupos carbonilo del esqueleto polipeptídico, Dado que todos los lazos de selectividad de * 


todos los canales de K* conocidos tienen unas secuencias de aminoácidos similares, es muy 


Figura 11-23 Estructura de un coral 


bacteriano de K*. <ATTA> [A] Se muestran 
dos hélices a transmembrana de dos de las 
cuatro subunidades idénticas. Desde el lado 
ditosólico, el poro se abre a un vestíbulo en el 
interior dela mernibrana. El vestíbulo facilita 
el ansporte al permitir que los iones KY 
permenezcao hidratados ataque estén en el 
ittterior de la membrana, El estrecho filiro de 
selectividad tine el vestíbulo con el exterior de 
la célula.Las peredes del filtro de selectividad 
están tapizadas con fos oxígenos de los 
grupos carbonilo del esqueleto peptídico, 
Que suponen centros de unión transitorios 
para los iones K* deshidratados. Las 
posiciones de los jones K* en el poro se 
determinaron sumergiendo cristales de la 
proteína en una solución que contenía lonas 
rubidio, que soni más densos a los electrones 
que los de K*, pera sólo un poco mayores; a 
partir de las diferencias en los patrones de 
difracción obtenidos con dos jones K* y con 
los jones rubídio en el canal, se pudo calcular 
tas posiciones de los jones. Dos iones K* 
ocupan los centros en el filtro de selectividad, 
mientras un tercer ion K* está situado en el 
ceraro del vestíbulo, donde se estabiliza por 
interacciones eléctricas con los extremos 
cargados negativamente de las hélices del 
poro, Los extremos de las cuatro hélices (sólo 
se muestran dos de ellos) miran precisamente 
hacía el centro del vestíbulo, guiando así a 
los tones KC" hacia el filtro de selectividad. 


. Cererminados srninoácidos cargados 


negativamente (indicados como signos 
negativos en rojo) se concentran cerca del 
cenal de entrada y salida. (B) A causa de la 
polaridad de los enlaces de hidrógeno (rojo) 
que unen las diferentes vueltas que presenta 
una hélice a, cada hélice O tiene un dipolo 
eléctrico a lo largo de su eje, con un extremo 
C-ermpinal cargado más negativamente (87) 
y un extremo Naerminal cargado más 
positivamente (5*), (A, adaptado de 


LA, Doyle et al, Science 280:69-77, 


1998. Con la autorización de la AAAS] 
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(8) on en el 
vestíbulo 


(B) jon en el 
fiftro de 
selectividad 


probable que todos ellos tengan una estructura muy semejante, La estructura cristalina 
muestra la existencia dentro del flo de selectividad de dos ¡jones K* en fila india, separados 
to de otro unos 0,8 nm. Se supone que la repulsión mutve entre los dos jones ayuda a que 
se desplacen a través del poro hasta el Buido extracelular. 

La estructura del filtro de selectividad explica la selectividad iónica del canal. Un ion K+ 
tiene que perder casi todas las moléculas de agua que tiene unidas para poder entrar en el 
filo, donde interactúa con los oxígenos de los grapos carbonilo que se alinean a lo largo del 
filtro; los oxfgenos están espaciados rigidamente a una distancia exacta que permite aco- 
modar abion Kt, Por el contrario, el ion Na* no puede entrar en el filtro porque los oxígenos 
carbónilo están demasiado alejados del Na*, más pequeño que el K*, para compensar el gas- 
to energético asociado a la pérdida de las moléculas de agua que se requiere para entrar en 
el canal (Figura 11-24), 

“Los estudios estructurales de los canales de K* y de otros canales han hudicado también 
algunos principios generales sobre córno se pueden abrir y cerrar estos canales. Parece ser 
que en la apertura participan desplazamientos de las hélices en la membrana de forma que 
obstruyen (en el estado cerrado) o dejan libre (en el estado abierto) el paso para el desplaza- 
miento del ión. Dependiendo del tipo particular de canal de que se trate, parece que durar- 
te el proceso de apertura y cierre las hélices se inclinan, giran sobre su eje o se curvan. La 
estructura del canal de K* cerrado muestra que mediante la inclinación de las hélices 
interiores el poro se constriñe como un diafragna por su extremo citosólico (Pigura 11-25), 
De forma general, las cadenas laterales de algunos aminoácidos hidrófobos de la proteína 

bloquean la pequeña abertura que queda e impiden la entrada de jones. 
La mayoría de los canales iónicos están construidos por muchas subunidades idénti- 
cas, cada una de las cuales contribuye a formar un pora central común. Sin embargo, la es- 


hélice interna poro lónica —.. 


CERRADO 


Figura 11-24 Determinación de La 
especificidad para el K* del filtro de 
selectividad del canal de K*. Lo figura 


smuestra tones de K* y Nat (A) en el vestíbulo 


y (B) en el filtro de selectividad del poro, 
vistos en sección transversal. En el vestíbulo, 
los jones están hidratados, En el filtro de 
selectividad, han perdido sus moléculas de 
agua y los ogenos de los grupos carbonto 
están situados de forma precisa acornodendo 
alion XK” deshidratado. La deshidratación del 
ion K* requiere energía, que se recipera 
precisarnente por la interacción delion con 
los oxigenos de los grupos carbonila, que 
actúen como sí fueran moléculas de agua. 

E Na? es demasiado pequeño para 
intersocionar con los oxigenos, porio que 
sólo puede entrar en el filtro de selectividad 
a expensas de Un gran gasto energético, 

De esta forma, el filtro selecciona los lones 
K* con una gran especificidad. (Adaptado de 
D.A. Doyle et aí., Science 280:69-77, 1998. 
Con fa autorización de la ABAS.) 


Figura 11-25 Modelo de reguiación 


"del canal de K* bacteriano. El canal está 


representado en sección transversal, 

La conformación cerrada se consigue cuando 
las cuatro hélices trensmembraria internas, 
que drcundan el poro por la cara citosélica 


del filtro de selectividad (véase Figura 11-23)... 
 sereordenan cerrando la entrada citosólica 


del canal. (Adaptado de E. Perozo et al, 


Science 285:73-78, 1999. Com la autorización 00% 
: se Ea o 
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(4) CANAL DE CLORO (B) CAMAL DE POTASIO 


a 


ES cuatro subunidades 
dos subunidades 


filtro de selectividad 


rosa 


tructura cristalina reciente determinada del canal de Cl ha revelado que algunos canales ló- 


nicos tienen uma estarctura muy diferente a ésta, A pesar de que la proteína es un dímero 
formado por dos subunidades idénticas, cada una de las subunidades contiene su propio 
poro a través del cual se desplaza el Cl. En el centra de la membrana, unas cadenas latera- 
les de aminoácidos forman un filtro de selectividad que es conceptualmente similar al de 
los catrales de K*, Pero, a diferencia del filtro de los canales de K*, en este caso diferentes re- 
giones de la proteína contribuyen con sus cadenas laterales y no están distribuidas de forma 
simétrica (Figura 11-28), 


Las acuaporinas son permeables al agua pero impermeables 
alos iones 


Las células procariotas y las células eucariotas tienen canales de agua, o acuaporinas, em- 
bebidas en sa membrana plasmática, que permiten que el agua se desplace con facilidad a 
través de esta membrana. Las acuaporinas son especialmente abundantes en las cétulas que 


tienen que transportar agua a velocidades particularmente elevadas, como las células epite- 


hiales o las células del riñón. a eS 

Las acuaporinas deben resolver este problema que es opuesto al de los canales fónicos, 
Para evirar romper los gradientes iónicos a través de las merbranas, las acuaporinas tienen, 
que dejar pasar rápido las moléculas de agua pero bloqueando por completo el paso de lo- 
nes. La estructura cristalina de una acuaporina revela de qué forma consiguen esta selectí- 
vidad tan destacable. Los canales tienen un estrecho poro que permite que las moléculas de 
agua atraviesen la merbrana de una eu una atravesando un carino de oxígenos carbanilos 
que recubren cada lado del poro (Figura 11-274 y B). Los aminoácidos bidrofóbicos recu- 
bren los otros lados del poro. El poro es demasiado estrecho para que pueda entrar cualquier 
jon hidratado y el coste energético para deshidrarar un ion serfa enorme, ya que la pared hí- 
drofóbica del poro no puede interactuar có un ion deshidratado para compensar la pérdi- 
da de agua. Este diseño explica por qué las acuaporinas no conducen jones K*, Nat, Ca?* ni 
Cr. Para entender por qué estos canales también son impermeables al E”, recordemos que 
en la célula la mayoría de protones están en forma H30*, que difunde a través del agua 
de una forma muy rápida utilizando ti mecanismo de Hberación molecular que requiere la 
formación y la rotura de enlaces de hidrógeno entre mouiéculas adyacentes, de agua 
Figura 11-270). Las acuaporinas contienen dos esparraguinas colocadas estratégicamente 


Figuera 11-26 Coroparación de la 
arquitectura de los canales de CE y de K*, 
(8) E canal de Ch es un canal dobla, un 
dirnero formado por dos subunidades 
idénticas, cada una de las cuales presenta un 
poro que conduce los jones, La figura superior 
es ina representación esquemática de la cara 
extracelular del canal, que muestra los dos 
poros idénticos conductores de lones. La 
figura inferior muestra ura sección que 
atraviesa una subunidad, vista desde el 
interior de la rnermbrana. (La linea negra de 


. puntos en la parte supeñor indica el planó de 


la sección.) La subunidad es una sola cadena 
polipeptídica formada por dos partes que, 
armque similares, atraviesan la membrana en 
ortentaciones opuestas (Mechos biancash. cada 
parte aporta al poro una hélice orientada de 
forma que su carga positiva quede dirigida 
hacia la posición central del filtro de 
selectividad. Tarito el filtro de setectividad 
coma fas hélices bipolares contribuyen a la 
selectividad del canal para iones CF cargados 
negativamente, (B) Por ef contrario, el canal de 
K* es un tetrámero formado por cuatro 
subunidades idénticas, cada una de las cuales 
forma parte del poro central. Las clatra 
subunidades tienen la misma orientación en 
la membrana Úlechos blancas). Cada unidad 
aporta una de las cuatro hélices del poro, con 
su carga negativa dirigida hacia el vestíbulo, 


'estabilizando los jones K* cargados positiva- 


mente (véase también la Figura 11-23). 
(Dibujos inferlares en A y B, adaptado de 

R. Dutzler et al, Nature 415:287-294, 2002. Can 
la autorización de Macmillan Publishers Ltd.) 
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ta) 


q 
CIFOSOL 


(10) 


que se unen alos átomos de oxígeno central de la molécula de agua en la línea de moléculas 
de agua que atraviesan el poro. Dado que las dos valencias de este oxígeno son inasequibles 
para formar evlaces de hidrógeno, la molécula central de agua no puede participar en nin- 
guna liberación de H* por lo que el poro es impermeabie a los protones (Figura 11-27€ y Dj, 

Algunos canales de agua bacterianos similares a las acuaporinas también conducen gli- 
cerol y pequeños azúcares, que interactían con oxígenos carbonilo situados de forza sirni- 
lax recubriendo el poro. Estos contactos transitorios que hacen los solutas con las paredes 
del poro asegurau que el transporte sea altamente específico sin impedir de forma significa» 
tiva la velocidad a la que los soluros atraviesan el poro. Cada canal individual de acuaporina 
deja pasar mas 10% moléculas de agua por segundo. 

Las células que utilizan los canales de una forma más sofisticada son las neuronas. Án- 
tes de explicar cómo lo hacen, una breve digresión permitirá describir coma está organiza- 
da una neurona. 


La función de una neurona depende de su estructura alargada 


La labor fundamental de una neurona, o célela nerviosa, es recibir, conducir y transmitir se- 
ñales. Para llevar a cabo estas funciones, las neuronas suelen ser exremadamente alarga- 
das. Por ejemplo, una sola neurona de un ser humano que vaya desde la médiia espinal 
hasta un músculo del pie, puede Hegar a medir l raetro de largo. Cada neurona consta de un 
cuerpo o soma celular (que contiene el núcteo) y un número variable de pequeñas prolon- 
gaciones que imadian de él. Por lo general, una de estas prolongaciones es un largo axón que 
conduce las señales desde el soma celular hasta dianas que pueden estar muy alejadas, 
mientras que las otras prolongaciones más cortas y ramificadas, las deradritas, son expan- 
siones del soma celular a modo de antenas, que aumentan la superficie necesaria para reci- 
bir señales desde los axones de otras neuronas (Figura 11-28) a pesar de que el soma celular 
también recibe señales. Un axón típico se divide en su extrema distal en muchas ramifica- 
ciones, lo cual le permite transmitir su mensaje a muchas células díana de forma simultá- 
nea. Del mismo modo, el grado de ramificación de las dendritas también puede ser muy 
elevado; en algunos casos, suficiente para recibir hasta 100.000 señales en una sola neurona, 


axón fde menos de 1 mm 


soma celubar derdritas a más de 1 m de longitud) del axón 


¡Fly TF 
se 
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ramificaciones terminates 
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Figura 11-27 La estructura de las 
acuaporinas. (A) Diagrama de cintas de un 
rmonómero de acuaporina. Las acuaporinas z 
forraan tetrámeros en la membrana, enlos 


que cada monáómero tiene un poro central 
(no mostrado). (B) Un modelo especial 
compacto de un monómero de acuaporina, 
cortado y abierto corno un libro de manera 
que sea visible el poro interior, Los 
arninoácidos que revisten los poros están 
cotoreados: en rojo y azul, los arninoácidos 
hidrofílicos; en amarillo, los hidrofóbicas. 

En verde se muestran los aminoácidos no 
refacionedos én la formación del poro. 
Obsérvese que una de las caras del poro está 
revestida con aminoácidos hidrofílicos, que 
proporcionan uniones de hidrógeno 
transitorias para moléculas de ague; estas 
uniones ayudan a afinear las molécutas de 
¿gua en transición en fila y las orlentan 

en su paso a través de la mernbrana. Por 

el contrario, la otra cara de las poros 

está desprovista de estos amincácidos, 
proporcionando una capa hidrofóbica que 

no permite la formación de enlaces de 
hidrágeno, (C y DJ Un modelo que explica por 
qué las acuapoñnas son impermeables a HF, 
(O En eb agua, los iones de H*se difunden 

de manera muy rápida, al ser transmitidos de 
una molécula de ¿gua a otra cercana. (0) Dos 
esparraguinas, situadas estratégicamente en 
el centro de cada poro de acuaporina, ayudan 
a amarrar una molécula central de agua, 
ocupando las dos valencias del oxfgenio 

e impidiendo así la transmisión de un H?, 

(A y B, adaptado de RM. Stroud et al, Curr. 
Opín. Struct, Biol, 13:424-431, 2003, Con la 
autorización de Elsevier) 


Figura 11-28 Una neurona típica de 
vertebrados. Las flechas indican la dirección 
en que viajan las señales. El único axón de la 
célula transporta las señales desde el soma 
celular, míentras que las máútitiples dendritas 
ty el soma celular) reciben señales de los 
axones de otras neuronas. Las terminaciones 
nervíasas acaban en las dendritas o en tos 
somas de otras neuronas o en otros tipos. 
celulares, como fibras musculares o glándulas, 
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A pesar de que las señales transrojtidas por las diferentes clanes de neuronas pueden 
tener significados muuy variados, la forma de la señal siempre es la nolema: una serie de carn- 
bios en el potencial eléctrico de la membrana plesmática de la neurona. La señal se trans- 
roite porque una perturbación eléctvica en una zona de la célula se desplaza a otras zonas de 
la célula, a pesar de que la perturbación se iría debilitando a medida que se distanciara de la 
fuente, sí no se utllizase energía para explificarla reientras viaja. En distancias cortas, esta 
atenuación no es muy importante; de hecho, muchas neuronas pequeñas pueden transtai- 
tir sus señales de forma pasiva, sin amplificación. Pero para la comunicación a larga distan- 
cia, esta transmisión pasiva na es adecuada. Por tanto, las neuronas mayores deben utilizar 
tn mecanismo de señalización activo, que constitiye una de sus características más nota- 
bies. Un estímulo eléctrico que sobrepase una cierta intensidad unabral dispara una explo- 
sión de actividad eléctrica que se propaga rápidamente a lo largo de la membrana 
plasmática de la neurona y se mantiene mediante ampliicación automática durante todo el 
recorrido. Esta onda de excitación eléctrica, conocida como potencial de acción o impulso 
nervioso, puede transportar un mensaje sín atenuación desde un extremo de una neurona al 
owo, a velocidades de 100 metros por segundo. Como vamos a describir a continuación, 108 
potenciales de acción sonda consecuencia directa de las propiedades de los canales catióni- 
cos regulados por voltaje. 


Los canales catiónicos regulados por voltaje generan potenciales 
de acción en las células excitables eléctricamente 


La membrane plasmática de todas las células excitabies eléctricamente -- ho sólo les neuro- 
nas, sino también las fibras musculares, las células endocrinas y los vocitos- tiene canales 
catiónicos regulados por voltaje, que son los responsables de generar los potenciales de 
acción. Un potencial de acción se dispara por la despolarización de la merabrana plasmá- 
tica, es decir, por una variación del potencial de merbrana a un valor menos negativo en el 
interior. (Veremos más adelante de qué manera los neurotransmisores producen una 


despolarización.) En las células nerviosas y en las fibras de la musculatura esquelética, un es-. 


tímulo capaz de provocar la súficiente despolarización abre unos canales de Na* regulados 
por voltaje, permitiendo que entre en la célula una pequeña cantidad de Na? a favor de su 


gradiente electroquímico. La entrada de cargas positivas aumenta la despolarización de la. 


roembrana, lo que provoca la apertura de más canales de Na” y la entrada de más Nat, lo 
que, a su vez, lleva a una mayor despolarización. Este proceso de autoamplificación (un. 
ejemplo de retroalimentación positiva, analizada en el Capítulo 15) contimía hasta que, en 
una fracción de milisegundo, el potencial eléctrico de la región de la membrana que ha sido 
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Figura 11-29 Un potencial de acción. 
«CGAGO (A) Se dispara un potencial de 
acción mediante un breve pulso de corriente, 
que (B) despolariza de forma parcial la 
membrana, como se muestra en la gráfica 
del potencial de membrana en función del 
tiempo. La curva verde tnsestra cómo 
regresaría el potencial de membrana a su 
valor de reposo después del estímulo jniciól 
sino hubiera canales de Na”? regulados por 
voltaje en la membrana; este retomo 
relativamente lento del potencial de 
membrana a su vator inicial de 70 mV en 
ausencia de canales de Na” abiertos se debe 
alasalida de K? a revés delos canales de 
KFregulados par voltaje, que se abren 

en tespuesta a la despolarización de la 


- membrava y la devuelven al potencial de 


equilibrio de ** La curva roja muestra el 
curso de un potencial de acción causado por 
la apertura y la posterior inactivación de los 
canales de Na” reguiados por voltaje, cuyo 
estado se muestra en (O). La menbrana no 
puede disparas un segundo potencial de 
acción hasta que los canales de Na* regresen 
asu conformación cerrada; hasta entonces, $2 
merbrana es refractaria a la estimulación. 
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Figura 11-30 La propagación de un 
potencial de acción a lo largo de un ón. 
(A) Los voltajes que se registrarian en una 
serie de electrodos intracelulares sítuados 
a diferentes intervalos a lo largo del axón. 
(B) Los caribios en Jos canales de Na? y el 
fiujo de la corriente ¡Mechas naranja) que 
dan tugar a la perturbación del potericial 
de riembrana que se desplaza. La región del 
axón con su membrana despolarizada se 
muestra en azul. Hay que resaltar que 

un potencial de acción sólo puede viajar 
alejándose del punto de despofarización, 
ya que la inactivación de los canales de 
Na? evita que la despolarización se 
extienda hacia atrás. 


A — o 
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afectada pasa de su valor de-—70 9x4 en reposo a un valor de +50 mV, próximo al del potencial 
de equilibrio del Na* (véase Panel 11-2, p. 670). En este punto, en el que la fuerza electroquí- 
mica que impulsa el hujo de Na? es casi cero, la célula Hegaría a un nuevo estado de reposo, 
con todos sus canales de Na* permanentemente abiertos, sila conformación abierta del ca- 
nal fuera estable. Dos mecanismos achían de forma concertada para salvar a la célula de este 
espasmo eléctrico: los canales de Na* se inactivan y los canales de K* regulados por voltaje se 
abren. E E 
Los canales de Na* tienen un mecanismo de inactivación automático, que hace que se 
"vuelvan a cerrar rápidamente incluso aunque la membrana todavía esté despolarizada. Los 


canales de Na* permanecen en este estado inactivado, incapaces de volverse a abrir, hasta . 


después de que el potencial de membrana vuelva a su valor negativo inicial El ciclo com- 
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pleto desde el estírmalo inicial hasta el retorno al estado de reposo inicial dura unos cuantos 
nilisegundos o menos. Así pues, el canal de Na? puede encontrarse en tres estados diferen- 
tes: cerrado, abierto e inactivo. En la Figura 11-24, se muestra de qué manera el cambio de 
estado contribuye al aumento y caida del potencial de acción. 

Esta descripción de un potencial de acción sólo corresponde a ma pequeña zona de la 
merabrana plasmática. La despolarización autoamplibicada de esta zona es suficiente para 
despotarizar las regiones vecinas de la membrana que, a 5u vez, entran en el mismo ciclo. De 
esta forma, el potencial de acción recorre toda la membrana plasmática como una ola des- 
de el punto inicial de despolarización, coro se observa en la Pigura 11-30, 

Los canales de KC” regulados por voltaje suponen un segundo mecanismo que, en la 
mayoría de las células neráosas, contribuye a que le membrana plasmática activada recu 
pere con más rapidez su potencial negativo original y quede preparada para tanspoitit un. 
segundo impulso. Estos canales se abren en respuesta a una despolarización de la membra- 
na de ina manera muy parecida a corno lo hacen los canales de Na”, pero con pequeñas di- 
ferencias cinéticas; por esta razón, a veces se les denomina canales retordados de K*. Cuando 


un canal de K* se abre, el Rujo de potasio sobrepasa rápido la entrada transitoria de Na? y . 


conduce a la membrana hacta el potencial de equilibrio del K£*, inchuso antes de que $e cona- 
plete la inactivación de los canales de Na”, 

Al igual que los canales de Na”, los canales de K* también se inactivan automáticamen- 
te. Los estudios de mutaciones de los canales de X* regulados por voltaje dernuestran que los 
20 arninoácidos N-terminales de la proteína son necesarios para la inactivación rápida del 
cenal: alterando esta región cambia la cinética de inactivación del canal; eliminando la re- 
gión se elimina por completo la inactivación. Sorprendentemente, en este último caso, la ex-. 
posición de la cara citoplasmática de la membrana plasmática a un pequeño péptido 
sintético que contenga el fragruento amino terminal eliminado restaura la inactivación. Es- 
tos descubrimientos sugieren que el extremo N-terminal de cada subunidad del canal de K* 
actúa como una bota anclada mediante una corta cadena, que octuye el extremo citoplas- 
mático del poro muy poco tiempo después de que se haya abierto e inactiva de esta forma el 
canal (Figura 11-31), Se supone que un mecanismo similar a este participa en la rápida 
inactivación de los canales de Na* regulados por voltaje (que describiremos más adelante), 
aunque parece que participa un segmento diferente de la proteína. j 


El mecanismo electroquímico del potencial de acción fue establecido por primera vez 


en una serie de famosos experimentos realizados en las décadas de 1940 y 1950. En aquella 
época nose habían desarrollado todavía las técnicas necesarias para estudiar los fenómenos 
eléctricos en células pequeñas, por lo que se utilizaron neuronas gigantes de calamar A pe- 
sarde los muchos avances técnicos realizados desde entonces, la lógica de los análisis origi- 


nales continúa siendo un modelo de trabajo. En el Panel 11-3 se resumen algunos de los . 


experimentos clave originales. 
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Figura 11-31 EEmodelo de “ta bala y la 
cadena” de inactivación rápida de los 
canales de (C* regulados por voltaje. 
Cuando fa membrana se despotariza, el canal 
se abre y se inicia el transporte de iones, Si se 
mantiene la despotarización, el canal abierto 
adopta una conformación inactiva, en la que 
el poro queda ocjuido por la “bota” formada 
gor los 20 aminoácidos N-terminales, que 
están unidos al canal por un seginento de 
cadena polipeptidica no plegada que actúa 
de"cadena”. Para simplificar la figuea, sólo 

se muestran dos botas; de hecho, hay 

cuatro, una por cada subunidad. $e ha” 
propuesto un mecanismo similar, que 
utilizaría aro segmento de la cadena 
polipeptídica, para la inactrración de 

los canales de Na”, Las fuerzas intemas 
estabilizan: cada uno de estos estados contra 
pequeñas perturbaciones, pero una colisión 
suficientemente violenta con otras moléculas 
puede hacer que el canal pase de una de 
estos estados al otro. El estado de menor 
energía depende del potencial de membrana 
porque las diferentes conformaciones tienen 
diferentes disteibuciones de carga. Cuanda 
ta membrana está en reposo (altamente 
polarizada), la conformación cerrada tiene 

la menor cantidad posibíe de energía libre 

y, por tanto, es la más estable; cuando la 
membrana está despolarizada, la energía 

de la conformación abierta es menor, por io 
que el canal tiene una alta probabilidad de 
estar abilerto, Pero la energía libre dela 
conformación inactivada es todavía menor, 
de forma que tras pasar un periodo variable 
aleatorío en el estado abierto, el canal se 
inactivará, Par lo tanto, la conformación 
abierta corresponde a un estado metaestable 
que sólo puede existiriransitoriamente. Las 
flechas rojas indican la secuencia que se sigue 
tras una despótarización repentina; fa flecha 
negra indica el retomo a la conformación 
original, la de menor energía una vez se ha 
repolarizado la membrana, 


y 


h 


1 Los potenciales de acción se registres con un electrodo intracelular 


El axón gigante del calernar eoide aproximadamente 0,9-1 mea de membrana electrodo 
diámetro y varios centimetros de longitud. A lo largo del eje del axún, E plasmáuca — intracelutar 
se puede introducir un electrodo en forma de un tubo capilar de vidrio GAso 7 
que contanga una solución conductora, de moda que el extremo del 
cagilar se encuentres en el cltosol de la céluda. Con su eyuda, 88 
pueden medir las diferencias de voltaje entre el interior y el exterior 
del axón es decir, el potencialde mernbrana—al paso de tun potencial 
de acción sobre el electrodo, £l potencial de acción se desencadena 
por un breve estímulo eléctrico en un extrerno del axón. Mo importe 
an qué extremo, yá que la excitación puede viajar en cualquier 
sentido; y a importa la intensidad del estímulo, páentras sobrepase 
potencial de acción es de todo o nada. 


sá z 


“potencial de acción. 


2 Los potenciales de soción sólo dependen de la rrernbrána 

plasmática de la neurona y de los gradientes de ba” y de Y. que destacar Que, si (y sólo si) les concentraciones de Na? y K* 
dentro y fuera se aproximan a los valores naturales, el axón 
todavía será capaz de propagar los potenciales de acción de 
forma normal. Por tanto, la membrana plasmática es la parte de 
da célula que resulta importante para la señalización eléctrica; 
los lones relevantes son el Na? y el ?; el gradiente de 


Los tres iones más abundantes, tanto en el interior como en el 
exterior del axón, son el Na?, el K* y el CF. igual que en otras 

células, la bomba de Na” mantiene un gradiente de concentración: 
la concentración de Ma? es unas Y veces menor dentro del axón que 


ad ER es pS concentración de K” es unas 20 veces mayor concentración a través de la membrana debe aportar una fuente 
o Po tera. ¿Qué jones son importantes para el potencial suficiente de energía bre para impulsar el potencial de acción, 


ya que probablemente todas las demás fuentes de energía 


El axón gigante del calamar es tan grande y robusto que es posible metabólica han sido eliminadas con la perfusión. 


extraer su ctoplasma, como el dentifrico de un tubo, y perfundirio 


cánula de perfusión —axón gigante — rodillo. axoplesima fiuicio de perfusión flujo de fluido de perfusión 
y , , : 


- 2ddombrila 
l de goma 


eS a, 


3. En reposo, la membrana es permeable sobre todo al K”; membrana revierte a un valor negativo que depende de la 
durente el potencial de acción, se hace temporalmente concentración externa de K* y está incluso más próximo al 
permeable sl Ma”. , potencial de equilibrio del K* que el potencial de reposo: la 

. A . membrana ha perdido su permeabilidad al Na? y se ha hecho 

En reposo, el potencial de membrana está próximo al potencial de: incluso más permeable af IC” que antes, es decir, se har cerrado 

equilibrio para el £%, Cuando cambia la concentración externa de K”, los canales de Na? y se han abierto canales adicionales de K*, 

el potencial de reposo cambia aproximadamente según la ecuación 

de Nernst para el K* [véase el Panel 1-2). Por tanto, en reposo ta A j a E y 

membrana es permeable principalmente al K*: los canales de fuga AO o E LES 

de K” suponen la vía principal de transferencia de este ion a travós 

de la membrane. 

Las variaciones de la concentración externa de Na” no afectan el 
potencial de reposo. Sin embarga, la altura del pico del potencial de , 
acción varía de forma aproximada según la ecuación de Nernst para 40 
el Na”, Así pues, durante el potencial de acción, la membrana parece ES 
ser permeable principalmente al Nat: los canales de Na? se han dl E 
abierto, Una ve? transcurrido el potencial de acción, el potencial de 


Forma del potencial de 
acción cuando el medio 
externo contiene 100%, 50% 
033% de la concentración 
normal de Na?. 


4. El control de voltaje revela de qué manera el potencial de 0 Ep un axón normal, no sometido al control de voltaje, la 

membrana controla la apertura y clerce de canales iónicos entrada de Na” e través de los canales de Na? abienos produce 
la chispa que dispara el potencial de acción; la inactivación de 
los canéles de Na? y la apertura de los canales de K* devuelven 
la membrana rápidamente a su potencial de reposa 


El potencial de membrana puede ser mantenido artificialmente en 
ten valor constante a lo largo del axón, haciendo pasar la corriente 
aproplada a través de un hilo metálico insertado a lo largo del eje 
del axón, mientras se registra el potencial de membrana con otro 
electrodo intracelular. Cuando se cambia bruscamente el potencial 
de reposo de la mernbrana y ésta se mantiene despolarizada (4), 
los canales de Na? se abren con rapidez hasta que ta permeabilidad > 
de ta membrane al Na” es mucho mayor que al K*; estos canales sa (4) E 
cierran espontáneamente paco después, aunque el potencial de 

membrana se mantenga constante. Los canales de K* también se 

ábren, pero rniás tarde, de modo que la permeabilidad al K* aumenta 

mientras disminuye la del Na" (EL Si ahora se inicia de nuevo el 

experimento, devolviendo la membrana al potencial de reposo . 
durante un breve periodo y despolarizándola de nuevo rápidamente, E 

la respuesta es diferente: la despolarización prolongada ha hecho que 18] 5 10 
los canales de Na” entren en un estado inectívado, de modo que la E 
segunda despolarización no consigue provocar el aumenta ge 
Y descenso de su permeabilidad que consiguiá la primera vez. 

La recuperación de este estado inactivado requiere que la membrana 0 
Pase un tiempo relativamente largo unos 10 milisegundos 200 

E el potencial de membrana repolarizado (reposo), j 
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vaina de 


capas de 
mielina 


¿tula gliat 


de Ranvier Vaina de mielina 


Figura 11-32 Mielinizacion. (A) Axón 
mielinizado de un nervio periférico, Cada 


La mielinización incrementa la velocidad y la eficiencia 


de propagación del potencial de acción en las células nerviosas cétuta de Schwann enrolía su membrana 
plasmática de forma concéntrica alrededor 
Los axones de muchas neuronas de vertebrados están aislados por una vaina de mielina,  etaxón, formando un segmento de vaina 


que incrementa la velocidad a la que el axón puede transmitir un potencial de acción. La im- lr ebe a es 
portancia de la mielinización queda demostrada por la desmietinización que se produce en q der 


E A - las vainas de mielina de la membrana se 
la esclerosis múltiple, enfermedad en la que el sistema nervioso destruye las vainas de mieli- muestran menos compactadas de lo que 


na de algunas regiones del sistema nervioso central; en las regiones afectadas, la propaga- son en realidad fvéase la Hustración 8). 
ción del impulso es mucho más lenta, con unas consecuencias neurológicas devastadoras. (B Electromicrografía de una sección de un 
La mielina es fabricada por unas células especiales, llamadas células gliales. Las células nervio de la pata de una rata joven, Se puede 
_ de Schiwann mielinizan los axones de los nervios periféricos y los oligodendrocitos lo hacenen  “PServar dos células de Schwann: una, en la 
' el sistema nerviosa central. Estas células gliales enrollan su membrana plasmática capa tras Pe interior, está empezando a mielinizar 
; z A . su axón; la otra, en la parte superior, ya ha 
capa envolviendo al axón en una espiral compacta (Figura 11-324 y B), aislando la membra- formado una vaina de mielína prácticamente 
na del axón de tal forma que se pierda muy poca comente eléctrica. La vaina de mielina está madura. (C) Micrografía de fluorescencia 
interrumpida en los nódulos de Ranvier, distribuidos a intervalos regulares, en los cuales se y diagrama de axones mielinizados 
concentra la mayoría de los canales de Na? del axón (véase Figura 11-320). Las porciones de la diseccionados a parúr de un nervio. Mediante 


membrana del axón todeadas de mielina tienen unas excelentes propiedades conductoras, es la tinción con anticuerpos, se detectan tres 
decir, que se comportan eléctricamente como los cables telegráficos subacuáticos, porla que era praia En e (Pera de 
la despolarización de la membrana en un nódulo se propaga inmediatamente de forma pasi- A O 


concentran canales de Na”? regulados por 
voltaje teñidos en verde) Una proteina 
extracelular llamada Cospr, teñida en rojo) 


va al siguiente nódulo. Así, un potencial de acción se propaga a lo largo de un axón mieliniza- 
do saltando de un nódulo a otro nódulo, proceso conocido como conducción saltatoria. Ésta 


tiene dos ventajas: los potenciales de acción viajan más deprisa y se conserva más energía me- marca el extremo de cada vaina de mielina. 
tabúlica, ya que la excitación activa sólo se produce en las pequeñas regiones de la membrana  Casprse acumula en los puntos de unión de: - 
"plasmática del axón que no están aisladas eléctricamente, en los nódulos de Ranvier. . la membrana plasmática de la célula glial con 


el axón y proporciona la señal eféctrica. Los 
canales de K* regulados por voltaje (teñido en 


El registro de zona indica que cada uno de los canales de Na* es selocaten en 8 región den membre 
: E , plasmática del axón, próximos a los nudos. 
se abre siguiendo la ley del todo o nada (B, de Cedric S. Raine, en Myetín [P. Morell, ed]. 


Mew Yorke Plenuen, 1976; C, de MN, Rasband . 
Las membranas plasmáticas de las neuronas y las fibras musculares esqueléticas contienen y R Shrager, J. Physiol. 525:63-73, 2000. senda 


ss - auchos miles de canales de Na* zegulados por voltaje; la corriente total que atraviesa la Con la autorización de Blackawell Publishing) 
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membrana es la suma de las conientes que Duyen a través de todos ellos. Esta corriente agre- 
gada puede registrarse con un microelectrodo intracelular, tal corno se muestra en la Figura 
11-30. Sin embargo, tembién es posible registrar la corriente que fluye a través de cada uno 
de los canales individualmente, La técnica del registro de zona (patch-clamp recording), de- 
sarollada en las décadas de 1970 y 1980, revolucionó el estudio de los canales iónicos al per- 
mitin examinar el bhansporte a través de una única molécula del canal en la pequeña zona de 
la membrana que queda cubierta por la punta de una micropipeta (Figura 11-33). Con esta 
técnica, sencilla pero muy potente, se pueden estudiar con detalle las propiedades de los ca- 
nales iónicos en todos los tipos celulares, Este trabajo ha llevado al descubrimiento de que 
incluso las células que no son excitables eléctricamente suelen tener una gran variedad de 
canales lónicos en su mernbrana plasmática. Muchas de estas células, como las levaduras, 
son demasiado pequeñas para ser investigadas mediante el método tradicional en electrofi- 
siclogía de letroduck un microelectrodo intracelular. 

El registro de zona indica que cada uno de los canales de Na” regulados por voltaje se 
abre siguiendo la ley del todo o nada. Un canal se abre y se cierra aleatorjamente, pero cuan- 
do se abre sierapre tiene la misma conductancia y perodite el paso de más de 1000 jones por 
milisegundo, Así pues, la comente agregada que cruza la membrana de wma célula po indi- 
ea el grado de apertura de los canales sino el número total de canales de la membrana que 
están abiertos en un momento dado (Figura 11-34). 

Algunos principios físicos elementales permiten entender el fenómeno de regulación 
regulada por voltaje. El interior de una neurona o de una fibra muscular en reposo tiene un 
potencial eléctrico unos 50-100 mV más negativo que el medio externo. Aunque esta dile- 
rencia de potencial parece pequeña, se de a través de una membrana plasmática de tan só- 
lo 5 nan de grosor, por lo que el gradiente de voltaje resultante es de unos 100.800 V/cna. Por 
lo tanto, las proteínas de membrana están sometidas a un campo eléctrico muy grande que 
puede afectar profundamente a su conformación. Estas proteínas, como muchas otras, tie- 


Figura 11-34 Registros de corriente a través de un solo canal de Na* regulado por Voltaje, Se utiliza 
una diminuta zona de membrana plasmática separada de una célula muscular de embrión de rata 
(véase Figura 11-33). (A) La membrana se despolariza por un abrupto incrémento de potencial. (B) Los . 
tres registros de coniente que se presentan proceden de tres experimentos realizados sobre la mistma 
zona de membrana. Cada una de las variaciones mayores de corriente en (B) corresponde a la apertura 
y el cierre de un solo canal, El estudio comparativo de los.tres registros muestra que, a pesar de que los 
demmpos de apertura y dere del canal varían considerablemente, la velocidad a la que la corriente fluye 
a través del canal abierto es casi constante. Las fiuctuaciones menores del registro de coniente proceden 
principalmente de ruido eléctrico de fondo del aparato de medida. La corriente está medida en 
picoamperlos [pA). Por convención, el potencial eléctrico en el exterior de la célula se define como 
cero, En (() se muestra la surna de corrientes medidas en 144 repeticiones del miso experimento. 
Esta corriente agregada es equivalente a la corriente de Na? habitual que se podría observar a través 

de une zona de membrana que contuviera 144 canales. Comparando (8) y (C), se puede observar que la 
variación temporal de voltaje de la coniente agregada refleja lo probabilidad de gue cualquier canal 
individual se encuentre en el estado abierto; esta probabilidad disminuye con el tiempo a medida que 
los canales de la membrana despolerizada adopten su conformación inactivada, (Datos de J Patlak 

y A. Horn,J. Gen. Physiol 79233-351, 1982. Con da autorización de The Rockefefier University Press) 
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Figura 11-33 Latécnica del registro 
dezona. La unión entre la boca de la 
múicropipera y la membrana es muy intensa, 
por lo que la coriente únicarnente puede 
-entrar o salir de la mitropipeta atravesando 
los canales de la zona de rnemnbrena que 
recubre la boca de la mrécropipeta. $e utiliza 
un dispositivo electrónico que permite 
mantener el potendal de mernnbrana a un 
valor constante predeterninado mientras 
se registra la comiente lónica que alraviesa 
los canales indhaduales, La comente de estos 
canales puede registrarse cuendo la zona 
de la rmembrano todavía está unida al resto 
de la célula, como en (A), o separada, como 
enfBih La ventaja de trabajar en la zorra de 
merabrana separada de la célula es que 
resulta más fácil afterar la composición de la 
solución a cada lado de la membrana, para 
estudiar el efecto de diferentes solutos sobre 
el comportamiento del canal. La zona de 
memnnbrana separada del resto de la célula 
también puede colocarse en la orientación 
optiesta, con la cara citoplasmática de la 
mernbrana hacía el himen de la pipeta. 


£ 
(2) -40 
membrana 
(ms) 


(8) 


corriente 
de la 

zona de 
membrana 
(pAj 


2 0o2-9ma 


(o 


corriente 
agregada 


0 4 80 
j tiempo (milisegundos) 


AS 


a 


ió 


Sa 


Am 


a 


y 


682 Capítulo 19 Transporte de moléculas pequeñas a través de la menfbrana 


nen muchos grupos cargados y diversas undones polarizadas ente sus átomos. Por const- 
guienze, el campo eléctrico genera fuerzas sobre su estructura molecular. Para muchas pro- 
teínas de mernbrana, los efectos de los cambios en el campo elécteico de la membrana 


probablemente son insignificantes, pero los canales lónicos regulados por voltaje pueden 


adoptar varias conformaciones alternativas, cuyos estabilidades dependen de la fuerza del 
campo. Por ejeraplo, los canales de Mar, K* y Ca?* regulados por voltaje tienen unos deter- 
minados aminoácidos cargados positivamente en uno de sus segmentos transmernbrana 
que responden a la despolarización exponiéndose más hacia el exerior, lo que conlleva una 
serie de cambios conformacionales que abren el canal. Cada conformación puede saltar de 
una conformación a Otxa si sufre una sacudida lo bastarte importante debida a los mot- 
mientos térmicos aleatorios del entorno, alterándose la estabilidad relativa de las confor- 
reaciones cerrada, abierta e inactivada (véase la Figura 11-31). 


Los canales catiónicos regulados por valtaje están relacionados 
evolutiva y estructuralmente 


Los canales de Na* no sor el único tipo de canales catiónicos regulados por voltaje que pue- 
den generar un potencial de acción. Por ejemplo, los potenciales de acción de algunos nuús- 
culos, los oocitos y células endocrinas no dependen de canales de Na? sino de canales de 
Ca?* regulados par voltaje. * 

En cada tuna de estas tres clases de canales catiónicos regulados por voltaje exáste una 
sorprendente diversidad estructural y funcional, generada tanto por múltiples genes corno 
por la maduración alternativa de los transeritos de RNA producidos a partir de un noismo 
gen. Sin embarga, las secuencias de todos los canales conocidos de Na*, K* y Ca? regulados 
par voltaje rmuestran elevados grados de similitud, lo que demuestra que todos ellos perte- 
necen a una gra superfamilia de protefaas evolutiva y estructuralmente relacionadas y que 
comparten muchos de los principales motivos de diseño. La levadura unicelular $. cerevi- 
siae contiene un solo gen que codifica un canal de K* regulado por voltaje, pero el genorna 
del gusano €. efegans tiene 68 genes que codifican canales de K* diferentes pero relaciona- 
dos entre sí. Esta complejidad indica que incluso un sistema nervioso sencillo de tan sólo 
302 newonas utiliza un gran número de canales iónicos diferentes para integrar sus res- 
puestas, j 

Los seres humanos que heredan mutaciones en los genes que codifican canales ióni- 
cos pueden sufnr una gran variedad de enfermedades nerviosas, musculares, cerebrales o 
cardiacas, dependiendo del tipo de células en las que actúe el canal codificado por el gen 
mutado. Par ejemplo, las mutaciones en los genes que codifican canales de Na* regulados 
pot voltaje en las fibras musculares pueden causar miíotonía, una condición en la que la re- 
lajación muscular tras una contracción voluntaria está retardada, lo que produce dolorosos 
espasmos musculares. En algunos casos, esto se debe a que los canales anómalos no se 
inactivan normalmente; como resultado de ello, una vez acabado el potencial de acción la 
entrada de Na” persiste y vuelve a reiniciar de forma repetida la despolarización de la mem- 
brana y la contracción muscular De manera semejante, las mutaciones que afectan a 


- los tanales de Na? o K* del cerebro pueden causar epilepsia, enfermedad en la que la 


activación sincronizada excesiva de grandes grupos de neuronas causa las convulsiones 
epilépticas. h 


En las sinapsis químicas, tos canales iónicos regulados 
por transmisores convierten las señales químicas 
en señales eléctricas 


Las señales neuronales se transralten de célula a célula en unos lugares de contacto espe- 
cializados, conocidos como sinapsis. El mecanismo normal de transmisión es todirecto. Las 
células están elécuicamente aisladas unas de otras, ya que la célula presináptica se encuen- 
tra separada de la célula posisináptica voediante una estecha hendidura sináptica, Un cam- 
bio en el potencial eléctrico de la célula presináptica desencadena la liberación de unas 
pequeñas moléculas señal, conocidas como neurotransmisores, que se hallan almacena- 
das en unas vesículas sinápticas próximas a la membrana y que pueden ser liberadas por 
exocitosis. El neurotransmisor difunde con rápidez a través de la hendidura sináptica y pro- 
voca un carabio eléctrico en la célula postsinéptica mediante su unión a carnales iónicos 


CANALES lÓNICOS Y PROPIEDADES ELÉCTRICAS DELAS MEMBRANAS 


terminación nerviosa 
a e de ta célula presináptica 
E ñ 
E 
NS neurotransmisor en, 


e vesículas sinápticas 


a 04) 
(e > 
Y, 
AS hendi de sináptica 
o canal ¡iónico 
do 


regulado por 
transmisor 


a, 


A céiula diana 
postsináptica 


SINAPSIS QUÍMICA EN REPOSO 


membrana plasmática 


de la célula diaria terrainación 


presináptica 


14) SINAPSIS QUÍMICA ACTIVA 


merabrana 
presináptica 


(8) vesiculas sinápticas -— 


regulados por transmisores (Figura 11-35) y deterraína su apertura. Una vez secrerado el 
newotransmisor, es rápidamente eliminado por degradación mediante enzimas específicas 
situadas enla hendidura sináptica, por la captura gracias a la terminación perviosa que lo ha 
hiberado ou por las células pliales vecinas. La recaptación está mediada por diferentes trans- 
portadores de neurotransmisores dependientes de Nat; de esta forma, los neurotransmiso- 
res son reciclados, permitiendo que las células puedan mantener una elevada tasa de 
liberación. Su rápida eliminación asegura la precisión espacial y temporal de la señal en la si- 
napsis. Disminuyen las posibilidades de que la influencia del neurotranstnisor alcance a cé- 
lulas vecinas y despeja la hendidura sináptica antes de que se produzca el próximo pulso de 
* neurotransmisor, de forma que las señales rápidas y repetidas puedan ser comunicadas de 
- forma adecuada ala célula postsináptica. Como veremos, la señalización mediante estas si- 
'nápsis « químicas es mucho más versátil y adaptable que el acoplamiento eléctrica directo 
mediante uniones estrechas: en las sinapsis eléctricas (descritas en el Capítulo 19), que tam- 
bién son utilizadas por las neuronas, aunque con menos frecuencia. 
Los canales lónicos reguladas ] por transmisores están especializados en transtormar 
5 rápidamente! las señales químicas extracelulares en señales eléctricas en las sinapsis quími- 
cas; Estos canales están concentrados en la membrana plasmática de la célula postsináptica 
enla región de la sinapsis y se abren de forma transitoria en respuesta a la unión delas mo- 
léculas de neurotransmisor, generando asfun breve cambio en la permeabilidad de la mermn- 
brana (Figura 11-354). Al contrario de lo que ocurría con los canales regulados por voltaje 
responsables de los potenciales de acción, los canales regulados por transmisores son rela- 
tivamente insensibles al potencial de membrana y, por tento, no pueden provocar por sí 
-Mistoos una autoamplificación de la señal. En lugar de ello, generan cambios en la permea- 
bilidad local y, por tanto, cambios en el potencial de membrana; la magnitud de estos cam- 
bios dependerá de la cantidad de neurotraasmisor liberado a la sinapsis y del tiempo que 
permanece allí. Sólo se odiginará un potencial de acción si el potencial de membrana local se 
despolariza lo suficiente como para poder abrir los canales catiónicos regulados por voltaje 
presentes en la misme membrana de la célula diana. 
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Figura 11-35 Una sinapsis química. <CIGA> 
(4) Cuando un potencial de acción alcanza 

la terminación nerviosa de una célula 
presináptica, estimula a esta terminación a 
que libere zu neurotransmisor. Las moléculas 
del neurotransmisor están almacenadas en 
vesículas sinápticas y se iberan al exterior de 
ta célula cuando estas vesículas se fustonan 
con la membrana plasmática de la 
terminación nerviosa. El neurotransmisor 
liberado se une a los canales iónicos 
regulados par el transmisor de la membrana 
de la célula diana postsináptica y los abre, 

El flujo de lones resultante altera el potenclal 
de raembrena de fa célula dlana y transmite 
de esta manera la señal desde el nervio 
excitado. (8) Electromicrografía de una 
sección ultrafina de dos terminaciones 
sinápticas en Una dendrita de una céluta 
postsináptica, (8, cortesta de Cedric Raíne,) 
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Las sinapsis químicas pueden ser excitadoras o inhibidoras 


Los caneles- iónicos regulados por transmisores se diferencian entre sí en varios aspectos 
importantes. Primero, al ser receptores, presentan un centro de unión altamente selectivo 
para el neurotransmisor que se libera en la terminación nerviosa presináprica. Segundo, al 
ser canales, son selectivos respecto del tipo de iones que dejan pasar a través de la menn- 
brana plasmática; esta propiedad determina la naturaleza de la respuesta postsináptica. 
Los neerotransiaisores excitadores abren canales catiónicos, causando una entrada de 
Na? que despolariza la membrana postsináptica hacia el potencial umbral que dispara el 
potencial de acción. Los neurotransmisores inhibidores, por el contrario, abren canales 
de CF a de X*, lo que elimina la posibilidad de ua potencial de acción, ya que hace más di- 
fícil que las señales excitadoras despolaricen la membrana postsináptica. Muchos neuro- 
transmísores pueden ser tanto excitadores como inhibidores, dependiendo de dónde 
hayan sido Kberados, a qué receptores se unan y qué condiciones iónicas se encuentren, 
Por ejemplo, la acetilcolina puede tanto excitar como inhibir, según a qué receptores se 
una. Pero la acetiicolina, el glutamato y la serotonina generalraente actúan como neuxro- 
transmisores excitadores, mientras que el ácido y-aminobutírico (GABA: gamma amino- 
butyric acid) y la glicina actúan como inhibidores, El glutamato, por ejemplo, es el 
responsable de la mayoría de la señalización excitadora en el cerebro de los vertebrados. 

Antes se explicó de qué manera la apertura de los canales catiónicos puede despolarizar 
una membrana. Es posible entender el efecto de la apertura de los canales de CI” de la sí- 
guiente manera. La concentración de CF es mucho mayor fuera de la célula que dentro 
(véase Tabla 11-4, p. 652), pero su entrada está inhibida por el potencial de membrana que 
se opone a su fiujo, De hecho, en muchas neuronas el potencial de equilibrio del Cir está 
ruy próximo al potencial de reposo o es incluso más negativo. Por ello, la apertura de los ca- 
nales de Cl tende a tamponar el potencial de membrana; a medida que la membrana exo- 
pieza a despolarizarse, entran en la célula más iones negativos CF que contrarrestan la 
despolarización. Así, la apertura de los canales de CI dificulta la despolarización. de la mexn- 
brana y, por tanto, la excitación de la cétula. La apertura de los canales de K* tiene un efacto 
similar. El efecto de toxinas que bloquean su acción demuestra la importancia de los neuro- 
transmisores inhibidores: la estricnina, por ejemplo, se une a los receptores de la glicina blo- 
queando su acción imbubidora y provoca espasmos musculares, convulsiones y la muerte, 

Sín embargo, no todas las señales químicas del sistema nervioso actúan mediante €a- 
nales iónicos regulados por ligando. Muchas de las moléculas señal que son secretadas por 
las terminaciones nerviosas, incluyendo una gran diversidad de neuropéptidos, se unen a 
receptores que sólo regulan indirectamente la actividad de los canales iónicos. Estos recep- 
tores acoplados a proteínas G y receptores acoplados a enzimas se describen en el Capítulo 15, 
Mientras que la señalización mediada por los neurotransmisores excitadores e inhibidores 
que se unen a canales iónicos es inmediata, simple y breve, la señalización mediante recep- 
tores acoplados a proteínas G y a enzimas es más lenta, compleja y duradera. 


Los receptores de acetilcolina de las uniones neuromusculares 
son canales catiónicos regulados por transmisores 


El ejemplo mejor estudiado de un canal iónico regulado por transmisores es el receptor de 
acetilcolina de las fibras musculares esqueléticas. Este canial se abre de forma transitoria 
por la acetilcolina liberada por la terminación nerviosa de la unión neuromuscular la si- 
napsis química especializada ente una neurona motora y una Bbra muscular esquelética 
(Figura 11-36). Esta sinapsis se ha investigado armpliamerte, ya que es fácilmente accesible 
para los estudios electrofisiológicos. 

El receptor de acetilcolina ocupa un hogar especial en la historia de los canales iónicos. 
Fue el primer canal iónico purificado, el primero cuya secuencia de aminoácidos fue deter- 
minada y que pudo ser reconstituido funcionalmente en bicapas lipídicas sintéticas y el pri- 
mero para el que se registró la señal eléctrica de la apertura de una sola molécula de canal. Su 
gen también fue gen de un canal iónico donado y secuenciado y su estructura tridimensional 
ha sido determinada, aungue a una resolución moderada. Existen al nenos dos razones que 
explican el rápido progreso en la purificación y caracterización de este receptor. Primero, se 
encontró una fuente muy rica de receptores de acetilcolina en los órganos eléctricos de los 
peces eléctricos y las rayas (estos órganos son músculos nodificados que propercionan a la 
presa una gran descarga eléctrica), Segundo, algunas neurotoxinas (como la o-bungarotoxt- 
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Figura 11-26 Eleciromicrografía de 
barrido a bajo aumento de una sinapsis 
neuromuscular de rana, Se muestra la 
terminación de un solo axón sobre una fibra 
muscular esquelética. (De 3 Desakí y 

Y Ulehara, 4. Neurocyfol. 10:101-110, 198]. 
Con la autorización de Kluwer Academic 
Publishersj 
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na) del veneno de ciertas serpientes se unen con una gran afinidad UG = 10% htros/mob y es- 
pecificidad al receptor por lo que pueden ser utilizadas para su purificación por cromatogra- 
fía de afinidad, También se puede usar e-bungarotoxina fluorescente 6 marcada 
radiacivamente para localizar y cuantificar los receptores de acetilcolina. De esta forma los 
investigadores han cormprobado que los receptores están densamente empaquetados en la 
inexabrana plasmática de la fibra muscular en la unión neuromuscular (unos 20.000 recepto- 
tes por pra?) y que existen mury pocos receptores en el resto de la membrana. 

El receptor de acetilcolina del músculo esquelético está formado por cinco polipéptidos 

transmembrana, dos de un tipo y tres más diferentes entre sí, codificados por cuatro genes 
independientes, Los cuatro genes tienen una secuencia extraordinariamente similar entre sí, 
lo que implica que evolucionaron a partir de un único gen ancestral. Cada uno dedos dos po- 
lipéptidos idénticos del pentámero contíbuyen a uno o dos centros de unión para la acetil 
colirta que están colocados entre subunidades adyacentes. Cuando se unen dos moléculas 
de acetilcolina al complejo pentamérico, inducen un cambio de conformación: las hélices 
que tapizan el poro giran sobre su eje y desorganizan un anillo de aminoácidos hidrofóbicos 
que bloquea el fnjo de jones en el estado cerrado. Con el ligando todavía unido, el canal al- 
terra los estados abierto y cerrado, pero ahora tiene una probabilidad del 90% de estar abier- 
to. Este estado continúa así hasta que la hidrólisis por una enzima específica la acetilcolina 
esteras, localizada en la unión neuromuscular, haga disminuir de forma suficiente la corr 
centración de acetilcolina. Una vez liberado del neurotransmisor unido, el receptor de ace- 
tilcolina vuelve a su estado de reposo inicial. Si la presencia de acetilcolina se prolonga 
mucho tiempo como resultado de una excesiva estimulación nerviosa, el canal se inactiva 
(igura 11-37. 

Por microscopía electrónica se ha determinado la forma global del receptor de acetilco- 
lina y el probable reordenamiento de sus subunidades (Figura 11-38). Las cinco subunida- 
des se disponen en anillo y forman un canal transmembrane con un interior acuoso 
consistente en un estrecho poro que atraviesa la bicapa lipídica y se ensancha en cada ex- 
trermo formando unos vestíbulos. Unos grupos de aminoácidos cargados negadvamente y 
dispuestos en cada extresro del poro ayudan a exchúr los jones negativos y favorecen el pa- 
so de jones positivos con un diámetro inferior a 0,65 nm. El tráfico normal consiste mayorl- 
tariamente en Na? y K*, junto con algunos iones Ca?*. Así, al contrario de lo que pasaba con 
los canales catiónicos regulados por voltaje como el canal de K* que hemos descrito, este re- 
ceptor tiene poca especificidad de cationes, de forma que las contribuciones relativas de los 
diferentes cadones a la corriente global a través del canal dependen sobre todo de sus con» 
centraciones y de las fuerzas electroquímicas inmpulsoras. Cuando la membrana de la fibra 
rouscular se encuentra en su potencial de reposo, la fuerza impulsora neta para el K* es casi 
cero, ya que el gradiente de voltaje casi contrarresta el gradiente de concentración de K+a 
través de la membrana (véase Panel 11-2, p. 670). Para el Na*, en cambio; el gradiente de vol- 
taje y el de concentración actúan ambos en la misma dirección impulsando elion hacia el 
interior de la célula. (Lo mismo es válido para el Ca?*, pero la concentración extracelular de 
Ca?* es tan inferior a la de Na? que el Ca?* contribuye muy poco a la corriente totai de entra- 
da.) Así pues, la apertura de los canales del receptor de acetilcolina provoca una gran entra- 
da neta de Na? (a una velocidad punta de 30,000 iones por canal en cada milisegundo). Esta 
entrada provoca una despolarización de la membrana que lleva a la contracción muscular, 
como se describe más adelante, 
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Figura 11-37 Las tres conformaciones del 
receptor de acetilcolina. Este canal regulado 
por transmisor se abre por la unión de dos 
moléculas de acetilcolina. Hasta que la 
acetilcolina sea hidrolizada, el canal tiene una 
alta probabilidad de permanecer abierto, . 
Sila presericia de acetilcolina se mantiene, 

el canal se inactiva (se desensibifiza). Por 


lo general, la acetilcolina se hidrofiza 


con rapidez y el canal se clerra en 
aproximadamente 1 milisegundo, antes de 
que ocurra una desensibilización importante. 
La desensibilización tiene lugar después de 
unos 20 milisegundos de presencia 
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Los canales iónicos regulados por transmisores son las dianas 
principales de los fármacos psicoactivos 


Los canales lónicos que se abren de forma directa en respuesta a los neurotransmisores a0e- 
tiícolina, serotonina, GABA y glicina contdenen subunidades estructuralmente similares en- 
tve ellas y es probable que formen los poros transmenbrana de forma parecida, aumque sean 
distintas sus especificidades de undón a los neurotransmisores y su selectividad iónica. Pa- 
rece que todos esos canales están formados por subunidades polipeptídicas idénticas, que 
probablemente se ensambian formando un pentáranero similar al receptor de la acetilcolina. 
Los canales iónicos regulados por ghitamato están consttuidos por una familia distinta de 
subunidades y se supone que actúan como tetrámeros, como los canales de K*, 

Para cada clase de canal iónico regulado por transmisores existen formas alternativas de 
cada tipo de subunidad, codificadas por distintos genes o generadas por maduración (ayus- 
te) alternativa del mismo producto génico. Estas variantes se ensamblan en diferentes corm- 
hbinaciones generando una serie muy diversa de subtipos distintos de canales, con diferentes 
afinidades por sus ligandos, diferentes conductancias, velocidades de apertura y cierre y 
sensibilidades a fármacos y toxinas. Por ejemplo, las neuronas de los vertebrados tenen £á- 
nales iónicos regulados por acetilcolina que difieren de los de las fibras musculares en que 
están formados por dos subunidades de un tipo y tres de otro; pero hay al menos nueve gé- 
nes que codifican las versiones del primer tipo de subunidad y al menos tres genés que co- 


difican las diferentes versiones del segundo, aumentando la diversidad gracias a la 


maduración alternativa de sus RNA, En el cerebro, los diferentes grupos de neuronas sensi- 
bles a la acetiicolina tienen funciones diversas y expresan diferentes combinaciones de estas 
subunidades. Este fenómeno en teoría, y en cierta medida ya en la práctica, hace posible di- 
señar fármacos dirigidos contra grupos de neuronas o sinapsis muy bien definidos que in- 
fuyán así de forma específica sobre funciones particulares del cerebro. 

De hecho, los canales iónicos regulados por transmisores han sido dianas de algunos 
fármacos desde hace mucho tiermpo. Por ejemplo, en cirugía se pueden relajar los músculos 
durante una operación mediante el bloqueo de los receptores de acetilcolina de las fibras 
musculares esqueléticas con curare, ua compuesto vegetal que utilizaban los indígenas su- 
damericanos para envenenar sus flechas. Miachos de los fármacos utilizados para tratar el 
iasommnio, la ansiedad, la depresión y la esquizofrenía ejercen sus efectos sobre las sinapsis 
químicas y actúan mediante su unión a los canales regulados por transmisores, Par ejemplo, 


los barbitúricos y los tranquilizantes, como el Valium o el Libriuro, se unen a los receptores 


de GABA, potenciando la acción inhibidora del GABA, al permítir que los canales de CF se 
abran en respuesta a concentraciones ruás bajas de este neurotransmisor. Los avances en la 
bialogía molecular de los canales iónicos, al revelar tanto su diversidad como las detalles 


de su estructura, alimentan la esperanza de diseñar una nueva generación de fármacos 


psicoactivos para aliviar los efectos de las enfermedades mentales, 

Además de los canales iónicos, muchos otros componentes de la maquinaria señaliza- 
dora de la sinapsis también pueden ser dianas para fármacos psicoactivos. Como ya hemos 
mencionado, tras su liberación en la hendidura sináptica muchos neurotransmisores deben 
ser eliminados por mecanismos de recaptación mediados por transportadores dependien- 
tes de Na”. La inhibición de estos transportadores prolonga el efecto del neurotransmisor y, 


Figura 11-38 Modelo de la estructura 

del receptor de acetiicolina. (4) Cinco 
subunidades hornólogas ta, a, B, y 6) 

se combinan entre sí formando el poro 
transerermborana acuoso. El poro está 
constituido por un anillo de cinco hélices a 
iransmernbrana, cada una de une subunidad 
diferente, Parece que en su conforrnación 
cemrada el poro está octuido por las cadenas 
laterales hidráfobias de cinco leucinas, tina 


de cada hélice q, que forman ura compuerta - 


cerca del centro de la bicapa lipídica, Las 
cadenas laterales cargadas negativamente 
que hay a cada extrerno del poro aseguran 
que sólo atraviesen el canal iones cargados 
positivamente. (8) Ambas subunidades ( 
aportan un centro de unión a la acetilcolina 
alojado entre las subunidades adyacentes; 
cuando hay acetilcolina unida a ambos 
centros, el canal sufre un cambio de tipo 
conformacióonal que abre la compuerta, 
posiblemente por rotación de tas hélices 
que hace que las leuucinas que contienen y 
estaban ocultas, se desplacen hacia atrás. 
En el dibujo de la estructura (derecha), 

las partes del canal que se desplazan, en 
respuesta a la tinión de ACHhñ abriendo el 
poro estáncoloreadas en azul, (Adaptado 
de N, Unwin, Cell THSuppi]31-41, 1993, 
Con la attorización de Elsevier) 
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por tanto, potencia la transraisión sináptica. Muchos fármacos antidepresivos, Como por 
ejemplo el Prozac, inhiben la recaptación de serotonina; otros inhiben tanto la recaptación 
de serotonina como de soradrenalina. 

Los canales iónicos son los componentes moleculares básicos de los mecanismos neu- 
xonales de señalización y computación. Estos mecanismos son ray sofisticados. A continmaa- 
ción damos varios ejeraplos que dernuestran cómo pueden actuar juntos algunos grupos de 
canales iónicos en la comunicación sináptica entre células excitabies eléctricamente. 


La transmisión neuromuscular implica la activación secuencial 
de cinco grupos diferentes de canales iónicos 


La importancia de los canales iónicos en las células excitables eléctricamente se puede lus- 
trár mediante el seguimiento del proceso a través del cual un impulso nervioso estimula la 
contracción de una fibra muscular. Esta respuesta, aparertemente sencilla, requiere la acti- 
vación secuencial de como mínimo cinco grupos diferentes de canales iónicos, en el inter- 
valo de unos cuantos milisegundos (Figura 11-39). 

1. Este proceso se inicia cuando un impulso nervioso alcanza la terminación nerviosa y 
despotariza la membrana plasmática de la terminación. La despolarización abre de 
forma transitoria los canales de Ca?* regulados por voltaje de esta membrana. Dado 
que la concentración de Ca?* fuera de la célula es 1000 veces superior a la concentra: 


ción de Ca** libre en el interior, el Ca?* entra en la terminación nerviosa, El aumento 


en la concentración de Ca?* del citosol de la terminación nerviosa dispara la fibera- 
ción local de acetilcolina a la hendidura sináptica. 

2. La acetilcolina liberada se une a los receprores de acetiicolina de la membrana plas- 
rnática de la fibra muscular y abre transitoriamente los canales iónicos asociados a 
ellos. Por ello la entrada de Na? causa una despolarización local de la membrana. 

3. La despolarización local de la membrana plasmática de la fíbra muscular abre los ca- 
nales de Na? regulados por voltaje de la membrana, perraitiendo la entrada de más 
Na* y aumentando la despolarización de la membrana. Esto provoca la apertura de 
los canales de Na? regulados por voltaje vecinos y genera una despolarización auto- 
propagadora (un potencial de acción) que se extiende hasta afectar a toda la membra- 
na plasmática (véase la Figura 11-39). 

4. La despolarización generalizada de la mernsbrana plasmática de la fibra muscular 10- 
tiva los canales de Ca?* regulados por voltaje de algunas regiones especializadas de la 
membrana (os túbulos transversos [Tl descritos en el Capítulo 16). 

5. Esto, a suvez, hace que los canales de liberación de Ca?* regulados por Ca?* presentes 
en una región adyacénte de la membrana del retículo sercoplasmático (SK) se abran 
transitoriamente y liberen al citosol el Ca?* almacenado en el SR. Las membranas del 
tíbulo T están muy próximas entre sí y los dos tipos de canales se disponen juntos en 
una estructura (véase la Figura 16-77). El incremento brusco de la concentración de 
Caét en el citosol hace que las miofibrillas de las Albras musculares se contralgan. 


437 


Figura 11-39 El sistema de canales iónicos 
dela unión neuromuscular. Estos canales 
lónicos son esendates para la estimulación 
dela contracción muscular por un impulso 
nenáoso. Los diferentes canales están 
numerados según la secuencia en la que 
son activados, como se describe en el texto, 
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Aunque la activación de la contracción muscular por una neurona motora es compleja, 
todavía se requiere un mecanismo de canales iónicos más sofisúcado para que una neurona 
integre el gran múmero de señales de entrada que recibe en sus sinapsis y responda de forma 
apropiada, como se explica a continuación. 


Cada heurona es un complejo sistema de integración 


En el sisterna nervioso central, una sola neurona puede recibir señales de miles de otras neu- 
ronas y a su vez puede establecer sinapsis con muchos miles de células, Por ejenaplo, una 
neurona motora de la médula espinal puede recibir siñapsis de varios miles de terminacio- 
nes nerviosas; tanto su sorna celular como sus dendritas están prácticamente cubiertos de 
ellas (Figura 11-40). Algunas de estas sinapsis transmiten señales desde el cerebro o la mé- 
dula espinal; otras aportan información sensorial desde los músculos o la piel. Cada neuro- 
na motora debe combinar la información recibida de todas estas fuentes y reaccionar 
provocando un potencial de acción a lo largo de su axón o permanecer en reposo. 

De entre la gran cantidad de sinapsis de una neurona, algunes de ellas tienden a exci- 
tarda y otras a inhibirla. Los neurotransmisores liberados en una sinapsis excitadora pro- 
vocan una pequeña despolarización en la membrana postsináptica Hamada potencial 
postsináptico (PSP) excitador, mientras que los neurotransmisores liberados en una sinap- 
sis inhibidora causan una pegueña hiperpolarización conocida como PSP inhibidor. La 
membrana de las dendritas y del soma celular de la mayoría de las neuronas contiene una 
densidad baja de canales de Na? regulados por voltaje, de forma que un solo PSP excitador 
suele ser débil para desencadenar el potencial de acción. En lugar de eso, cada señal que 
llega se refleja en un PSP local de determinada intensidad, que va disminuyendo con la dis. 
tancia desde el punto de la sinapsis. Si llegan de forma simultánea diversas señales a varias 
sinapsis de la misma región del árbol dendrítico, el PSP total local será la suma de los PSP 
individuales, mientras que la contribución de los PSP inhibidores al total seria negativa. Los 
PSP de cada región se extienden pasivamente y convergen en el soma celular. En las trans- 
misiones a largas distancies, la magnitud combinada del PSP se traslada, o se codífica, en la 
frecuencia de disparo de los potenciales de acción (Fignra 1 1-41). Esta codificación se con- 
sigue mediante un grupo especial de canales iónicos presentes en una elevada densidad en 
Ja base del axón, adyacentes al soma cehilar, en una región conocida como segmento inicial 
o colina axónica (véase la Figura 11-40). 
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Figura 11-49 Soma de una neurona motor 
de la médula espinal, (A) Sobre el sorna 
celular y las dendritas existen muchos miles 
de sinapsis formadas por terminaciones 
nerviosas. Estas sinapsis suministran señales 
de otras zonas del organismo controlando 

el desencadenariento de potenciales de 
acción a lo larga del axón de esta gran céfula, 
(8) Micrografía de un soma celalar y de sus 
dendritas, marcados con un anticuerpo 
fitorescerte que reconoce una proteína de 
citoesqueleto (verde). Miles de tererinaciones 
axónicas lrojol de otras células nerviosas 

fro visibles) establecen sinapsis en el sorna y 
las dengritas; estas sinapsis están marcadas 
con un anticuerpo que reconoce las vesiculas 
sinápticas. (B, cortesía de Olaf Mundigl 

y Pietro de Camilli) 
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La integración neuronal requiere la combinación 
de por lo menos tres clases de canales de K* 


La intensidad de la estimulación que recibe una neurona está codificada, en el ceso de la 
transmisión a larga distancia, por la frecuencia de los potericiales de acción que la neurona 
dispara: cuento más fuerte es la estimulación, mayor es la frecuencia de los potenciales de 
acción. Los potenciales de acción se inician en el segmetito inicial, una región única de ca- 
da neurona donde existe uma gran cantidad de canales de Na? regulados por voltaje. Pero 
para poder realizar esta especial función de codificación, la membrana del segmento inicial 
también condene, al menos, otras cuatro clases de canales iónicos: tres selectivos para el K* 
y uno selecóvo para el Caót, Las tres variedades de canales de K* tienen propiedades dife- 
rentes; nos referiremos a ellos como los canales de K* retardado, temprano y activado 
por Ca?*. 

Para entender la función que desempeñan tantos tipos de canales, es necesario consi- 
derar primero qué ocurriría si los únicos cansles iónicos regulados por voltaje presentes en 
la célula nerviosa fueran los canales de Na”. Por debajo de un cierto nivel vanbral de estímiu- 
lación sináptica, la despolarización de la membrana del segmento inicial sería insuficiente 
para provocar un potencial de acción. A medida que la estimulación fuera incrementándo- 
se gradualmente, se cruzaría el valor umbral, se abrirían los canales de Na? y se produciría el 
' potencial de acción. El potencial de acción acabarta de la forma habitual por la inactivación 
de los canales de Na*, Antes de poder provocar un nuevo potencial de acción, estos canales 
se tendrían que recuperar de su inactivación. Pero esto requeriría el retorno a un valor de 
potencial de mentbrana muy negativo, lo que no se podría dar mientras se mantuviera el 
fuerte estímulo despolerizador (causado por los PSP). Por consiguiente, se necesita un tipo 
de canal adicional para repolarizar la membrana después de cada potencial de acción y pre- 
parar a la célula para volver a disparar otro potencial de acción. 

Esta función la realizan los canales retardados de K* que se describieron anteriormen- 
te en relación a la propagación del potencial de acción (véase p. 677). Están regulados por 
voltaje pero, a causa de su lenta cinética, sólo se abren durante la fase de caída del potencial 
de acción, cuando los canales de Na? son inactivos. Su apertura permite una salida de K* 
que devuelve la membrana a su potencial de equilibrio de K*, que es tan negativo que los ca- 
nales de Naf pueden recuperarse con rapidez de su estado inactivado. La repolarización de 
la rembrana también cierra los canales retardados de K*. Ahora el segmento inicial 
está de nuevo en condiciones para que los estímulos despolarizadores de las señales que He- 
guen a la célula provoquen un nuevo potencial de acción. De esta manera, la estimulación 
sostenida de las dendritas y del soma celular permiten que en el axón se disparen potencia- 
les de acción de forma repetitiva. 

Sin embargo, esta capacidad repetitiva de provocar potenciales de acción no es suñ- 
ciente por sí sola. La frecuencia de los potenciales de acción debe reflejar la intensidad de la 
estimulación y un sistema sencillo de canales de Na? y canales retardados de K* es inade- 
cuado para este propósito. Por debajo de un cierto nivel de estimulación estable, la célula no 
disparará ningún potencial de acción, por encima de ese valor umbral, empezará a dispa- 
rexlos de repente a una frecuencia relativamente rápida. Los canales tempranos de KC? re- 
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Figura 11-41 La magnitud del potencial 
sináptico principal (PSP) se refleja en la 
frecuencia de los disparos de los 
potenciales de acción. Cuando Began 
sucesivos potenciales de acción a una misma 
sinapsis, cada PSP originado se suma a la cola 
del precedente provocando un PSP principal 
mayor. La comparación de (4) y (B) muestra 
cómo alementa la frecuencia de disparo de 
un axón con el aumento del PS£ principal. 
(0) Resume la refación general. 
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suelven este problerna. Se trata, también, de canales regulados por voltaje y se abren cuan- 
do la membrana se despolariza, pero su específica sensibilidad al voltaje y su cinética de 
inactivación les permiten actuara unos valores de estimulación levemente superiores al va- 
lor umbral y, por tanto, reducir la frecuencia de disparo de los potenciales de acción. De es- 
ta forma, pueden eliminar la discontinuidad que se da en la relación entre la velocidad de 
disparo y la intensidad de la estimulación. El resultado es una velocidad de disparo propor- 
cional a la fuerza del estímulo despolarizador a lo largo de tun amplio rango de valores (véa- 
se la Figura 1LA IC). 

Además, el proceso de codificación suele estar modulado por otros dos tipos de canales 
iónicos del segmento inicial que hemos mencionado, denominados canales de Ca?* regula. 
dos por voltaje y los canales de E? activados por Ca**, Estos canales actúan de forma coordi- 
nada disminuyendo la respuesta de una célula a una estimulación prolongada e invariable: 
este proceso se denomina adaptación. Estos canales de Ca” son similares a los canales de 
Ca* que median la Hberación del neurotransmisor en las terminaciones axénicas presináp- 
ticas; se abren cuando se dispara un potencial de acción y permiten la entrada transitoria de 
Ca?* en el segmento inicial. 

El canal de K? activado por Ca?* es estructural y funcionalmente diferente de cualquier 
otro tipo de canal que hayamos descrito. Se abre en respuesta a le elevación de la concen- 
tración de Ca?* en la cara citopiasmática de la membrana de la célula nerviosa. Suponga- 
mos que aplicamos un fuerte y prolongado estímulo despolarizador, provocando una larga 
serie de potenciales de acción. Cada potencial de acción permite una breve enuada de Ca?+ 
mediante los canales de Ca?* regulados por voltaje, de modo que la concentración Íntrace- 
fular de Ca?* aumenta de forma gradual hasta alcanzar un valor lo bastante alto como para 
abrir los canales de K* áctivados por Ca?*, Como el aumento resultante en la permeabili- 
dad de la membrana al K* hace que ésta sea más difícil de despolarizar, se aumenta el desfa- 
se entre un potencial de acción y el siguiente. De esta forma, una neurona que sea 
estimulada de forma continua durante un largo periodo de tiempo se va haciendo gradual. 
mente menos seusible a este estímulo constante. 

Esta adaptación, que también puede ocurrir mediante Otros mecanismos, permite que 
una neurona —de hecho, todo el sisterna nervioso reaccione sensiblemente al cambio, ln- 
cluso en un nivel basal elevado de estimulación continua. Es una de las estrategias que nos 
ayudan, por ejemplo, a notar un ligero toque en la espalda y seguir ignorando la presión 
constante de nuestra ropa. La adaptación como una característica general del proceso de 
señalización celular se explicará con más detalle en el Capítulo 15. 

Otras neuronas llevan a cabo diversas integraciones, reaccionando a las señales que 1e- 
ciben en sus sinapsis de maneras muy diferentes, lo cual refleja las múltiples dotaciones de 
las diferentes familias de canales iónicos presentes en sus membranas. En el genoma 
humano existen varios centenares de genes que codifican canales iónicos y más de 150 que 
codifican canales regulados por voltaje. Tanto la maduración alternativa del RNA como el 
ensamblaje de canales a partix de diferentes combinaciones de subunidades diferentes 
introducen todavía mayor complejidad en el sistema de canales. Evidentemente la multipli- 
cidad de canales iónicos permite disponer de una gran variedad de tipos de neurorias, cuyo 
comportamiento eléctrico está adaptado de forma específica a las funciones particulares 
que deben desarrollar. 

Una de las propiedades más importantes del sistera nervioso es su paa de 
aprender y de recordaz, la cual parece depender en gran medida de los cambios a largo pla- 
zo que tienen lugar en sinapsis especificas. Acabaremos este capítulo considerando un canal 
iónico que, según parece, desermpeña un destacado papel en algunas de las formas de 
aprendizaje y memoria. Está localizado en muches sinapsis del sistema nervioso central, 
donde está regulado tanto por voltaje como por el neurotransmisor excltador glutamato. 
También es la diana de la acción del fármaco psiccaciivo fenciclidina o polvo de ángel. 


La potenciación a largo plazo en el hipocampo de los mamiferos 
depende de la entrada de Ca** a través de los canales 
de los receptores de NMDA 


Casitodos los animales pueden aprender, pero parece que los mamiferos aprenden particu- 


larmente bien (o al menos esto es lo que parece). En el cerebro de un manifero la región Ba- 


mada hipocampo tiene un papel especial en el aprendizaje. Cuando se destruye en los dos 
lados del cerebro, la capacidad para forrar nuevos recuerdos se pierde casi del todo, aunque 
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los recuerdos adquiridos previamente se mandenen. En consonancia con esta función, al- 
gunas sinapsis del hipocampo presentán unas mercadas alteraciones funcionales tras su uso 
repetido: mientras que un potencial de acción ocasional no deja ninguna traza duradera en 


la célula presínáptica, una corta serie de potenciales de acción repetifivos causa la llamada 


potenciación a largo plazo (EXP: long-term potentiation), de modo que los potenciales de 
acción individuales posteriores enviados por la célula presináptica pueden provocar una 
respuesta altamente potenciada en la célula postsináptica. El efecto puede durar horas, días 
o semanas, según el número y la intensidad de las series de potenciales de acción. Sálo 
muestran LTP las sinapsis que han sido activadas; las sinapsis de la célula postsináptica que 

han permanecido en reposo no están afectadas. Sin embargo, si mientras la célula está reci- 
biendo una serle de estimulación repetitiva en una de sus sinapsis llega um potencial de ac- 


. ción individual a otra de las sinapsis de su superficie, esta segunda sinapsis rambién sufrirá 


la UTE aunque este potencial de acción por sí solo, en otro momento, no hubiera sido capaz 
de provocarla, 

La regla que parece cegir el fenómeno de la 1TP en estas sinapsis es que la LTP tendrá lu- 
guren cualquier momento en que la cóbda presináptica dispare uno o más potenciales de ac- 
ción mientros la membrana postsináptica esté fuertemente despolarizada (ya sea por una 
serie repetitiva de potenciales de acción procedentes de la misma célula presináptica o por 
otra razón). Esta regla refleja el comportamiento de una clase particular de canales iónicos 
de la merabrana postsinápuica. El glutamato es el principal neurotransmisor excktador del 
sistema nervioso central de los mamiferos y los canales jónicos regulados por el gluiamato 


son ios canales iónicos regulados por transmisores más abundantes del cerebro. En el hipo- 


campo, como en el resto del cerebro, la mayoría de la corriente despolarizadora responsable 
de los PSP excitadores es debida a los canales iónicos regulados por glutamarzo, denomina- 
dos receptores AMPA, que acuían segtn el mecanismo habitual. Pera esta corriente tiene 
un segundo componente mucho más fascinante, mediado por una subclase diferente de ca- 
nales iónicos regulados por glutamato, conocido como los receptores de NMDA, llamados 
así porque pueden ser activados selectivamente por el análogo artificial del glutamato, el 
Nemetil-p-aspartato. Los canales del receptor de NMIDA están doblemente regulados, 
abriéndose sólo cuando se cumplen de forma simultánea dos condiciones: el ghutamato de- 
be estar unido al receptor y la membrana debe estar fuertemente despolarizada, La segunda 


condición es indispensable para liberar el Mg? que por lo general bloquea el canal en esta- 


do de reposo. Esto significa que normalmente lós receptores de NMDA sólo se activan cuar- 
do los receptores AMPA también están acuvados y despolarizan la riembrana. Los 
receptores de NMIDA son enticos para la ¿TPB Cuando se bloquean selectivamente mediante 
un inbibidor específico o en animales transgénicos en los que el gen se ha inactivado, la LTP 
no tiene lagar, aunque la transmisión sináptica ordinaria continúa. Estos animales presen- 
tan deficiencias específicas en su capacidad de aprendizaje pero se compartan casi con nor- 
malidad en todo lo demás, 

¿Cómo los receptores de NIMDA pueden mediar un efecto tan notable? La respuesta es 
que estos canales, cuando se abren, son altamente permeables al Ca*, que actúa como un 
mediador intracelular en la célula postsinápiica y provoca una cascada de cambios respon- 
sables, en último término, de la LTP De esta manera, se puede bloquear la LFP cuando los ni- 


Veles de Ca?t se mantienen artificialmente bajos en la célula posisináptica mediante la. * 
inyección del quelante de Ca?t EGTA, y se puede induch una LTP elevando artificialmente - . 
los niveles de Ca?” intracelulares, Uno de los cazmbios a lergo plazo que incrementan la sen- 


sibilidad de la célula postsináptica al gutamato consiste en la inserción de nuevos recepto- 
res ÁMPA en la membrana plasmática (Pígiea 11-42). Existen evidencias de que los cambios 
también afectan a la célula presináprica, que libera más glutamato del normal cuando vuel- 
ve aser activada. e 

Si las sinapsis sólo expresan LTP se saturarán con rapidez y, por tanto, constituirán ua 
vajor liraitado como elementos de almacenamiento de información. De hecho, las sinapsis 


también presentan depresiones a largo plazo (LTD: long-term depression) que, sorprenden 


temente, también requieren la activación de receptores NMDA e incrementos de Ca?*. ¿De 
qué forma el Ca?* provoca efectos opuestos en una misma sinapsis? Este hecho indica que 
este contro! bidireccional de la fuerza sináptica depende de la magnitud del aumento de 


Ca?" niveles elevados de Ca?* activan la proteína quinasa y LTP mientras que niveles mo. 


destos de Ca?* activan la proteína fosfatasa y LID. 

Tarnbién existen evidencias de que los receptores de NMDA desempeñan un papel im- 
portante en el aprendizaje y en otros fenámenos relacionados en otras áreas del cerebro, 
además del hipocampo. En el Capítulo 21 veremos que, según se desprende de algunos ex- 
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perimentos, los receptores de NMDA tienen un papel crucial en el ajuste del patrón anató- 
mico de conexiones sinápticas durante el desarrollo del sisterna nervioso. 

Por tanto, los neurotransmnisores liberados en las sinapsis, adernás de transmitir señales 
elécuicas transitorias, también pueden alterar las concentraciones de mediadores intracelu- 
lares que desencadenan cambios duraderos en la eficacia de la transmisión sináptica. Sin em- 
bargo, todavía no está claro de qué forma estos cambios pueden durar semanas, meses o toda 
una vida cuando los constituyentes celulares siguen recambiéndose a la velocidad normal, 

En la Tabla 11-2, se resumen algunas de las familias de canales iónicos descritos ex es- 
te capítulo. 


Resumen 


Los canales iónicos forman poros acuosos a través de la bicapa lipídica y permiten que los iones 
inorgénicos de tamaño y carga adecuados crucen la membrana a favor de sus gradientes electro- 
químicos a velocidades unas 1000 veces superiores que las que se consiguen mediante un Iranspor- 
tador. Los canales están regulados y por la general se abren transitoriamente en respuesta a una 
perturbación específica de la membrana, como un cambio en el potencial de membrana (canales re- 
gulados por voltaje) o la unión de un neurotrarsmisor (canales regulados por transmisores), 

En muchas células animales, los canales de fuga selectivos de K* desempeñan un papel impor- 
tante en el establecimiento del potencial de membrana de reposo, Los canales catiónicos regulados 
por voltaje son responsables de la generación de potenciales de acción autoamplificados en las célu- 
las excitables eléctricamente, como las neuronas y las fibras musculares. Los canales iónicos regula- 
dos por transmisores convierten las señales químicas en señales eléctricas en las sinapsis químicas. 
Los neurotransmisores excitadores, como la acetilcolina y el gluzamato, abren los canales catíónicos 
regulados por transmisores y despolarizan la membrana posisináprica hacia el valor umbral que 
dispare el potencial de acción. Los neurotransmisores inhibidores, como el GABA o la glicina, abren 
canales de CF o K* regulados por transmisores y, de esta forma, suprimen el disparo de potenciales 
de acción manteniendo polarizada la pnembrana postsináptica. Una subclase de ganales iónicos re- 
gulados por glutamato, llamado canal de los receptores de NMDA, es altamente permeable al Ca?r, 
gue puede provocar cambios a largo plazo en las sinapsis como LTP y LTD, que parece que están im- 
plicados en algunas formas de aprendizaje y memoria. 


Tabla 13-2 endo familias de canales iónicos 


canales de Na? eniódos ortohaje. 
canales de K* regulados por voltaje Encluyendo retardados Y tronos 
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Figura-11-42 Cascada de señalización en 

la potenciación a largo plazo. Aunque no se 
muestran en la figura, existen evidencias que 
apuntan a que también se producen cambios 
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Los canales iónicos actúan coordinadamente de formas complejas y corairolan el comporta» 
miento de las células excitables eléctricamente, Por ejernplo, na neurona típica recibe miles de se- 
ñales excitadoras e inhibidoras, que se corabinan por suma espacial y temporal generando ur 
potencial postsináptico (PSP) en el soma celular. La mágnitud del PSP se traduce en una velocidad 
de disparo de potenciales de acción mediante una combinación de canales catiónicos en la mem- 


brana del segmento inicial. 


PROBLEMAS 


¿Qué afirmaciones son ciertas? Explicar por qué sío por qué no 


114 El transporte mediante transportadores puede ser activo 
o pasivo, mientras que el tezusporte a través de canales es siempre 
pasivo, 


112 Los transportadores se saturar a elevadas concentraciones 
de la molécula transportada, cuando todos sus lugares de unión 
están ocupados; por el contrario, los iones transportados a través 
de un canal no se unen a él, de manera que el flujo a través del ca- 
nal no se satura, 


11-3 El potencial de membrana es consecuencia de los des- 
plazamientos de carga que dejan las concentraciones de jones ca- 
si inalteradas, generando únicamente ua ligera discrepancia en 
el número de jones positivos y negativos a los dos lados de la 
membrana. 


Resolver los siguientes problemas 


114 Ordenar de acuerdo con su capacidad de difusión a tra- 
vés de la bicapa lipídica: Ca?*, COz, etanol, glucosa, ENA y B20, 
comenzando por el que la atraviesa con mayor facilidad, Explicar 
el oxden elegido, 


1-5 ¿Cómo es posible que algunas moléculas mantengan ul 
equilibrio a través de las membranas biológicas y no estén a la 
misma concentración en ambos lados? 


11-64 Los transportadores de jones están estrechamente “uuni- 
" dos”, no fisicamente, sino como consecuencia de sus funciones. 
Por ejemplo, las células pueden aumentar su pA intracelular 
cuando se acidifican demestado, intercambiando Nat intermo por 
K* interno, utifizando un antiportador Na*/H*, La variación del 
Na* interno es reparada mediante ua bomba de Na*/Kr, 
A. Estos dos transportadores, actuando conjuntamente, ¿pue- 
den normalizar las concentraciones de H* y de Na* en el interior 
de la célula? 


8.  ¿Laacción conjunta de estas dos bombas puede provocar un. 
desequilibrio en la concentración de + o en el potencial de mem- 
brana? ¿Por qué sí o por qué no? 


117 Los microvilli aumentan el área de superficie de las célu- 
las intestinales e incrementan así la eficiencia de la absorción de 
nutrientes. En la Figura P11-1 se muestra una visión de perfil y 
una sección transversal de los microvilli Sobre las dimensiones 
dadas en la figura, calcular el incremento del área de la superficie 
que proporcionan los microvilli (para la parte de la membrana 
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118 Según las leyes del movimiento de Newton, union expues- 
to 2 un carpo eléctrico en el vacío tendría una aceleración cons- 
tante de la fuerza electromotdz, similar a la aceleración constente 
debida a la gravedad de un cuerpo cayendo en el vacío. Sin embar- 
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Figura P11-1 Perfil y sección transversal de los microvilli de las células del 
epitelio intestinal (Problema 11--7). (Panel izquierdo, de Rippel Eleczron 
Microscope Facility, Dartrmouth College; panel derecho, de David Burgess.) 


go en el agua un lon sometido a un carpo eléctrico se desplaza a 
una velocidad constante. ¿Por qué pasa esto? 


11-29 El modelo de “la pelota y la cadena” para la inactivación 
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11-30 El axón gigante del calamar ocupa una posición singular 
en la historia dé nuestra comprensión del potencial de la meno- 
brana celular y la actividad nerviosa, Cuando se introduce un elec- 


Figura 2112 Una “pelote” atada por una “cadena”a un canal dek+ 
regulado por voltaje (Problema 11-92). 
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trodo dentro de un axón hatacto, seJegiístra un potencial de mer 
brana de 70 20. Cuando el axón sumergido en un baño de agua 
de mar es estimulado a conducio un impulso nervioso, el poten. 
clal de membrana cambia transitoriamente de 76 va W a +40 nov. 
Para iones univalentes 420 9C (299 EX), la ecuación de Nernst se 
reduce a 
V= 58 10Vx log (Cp/Cp 


donde Cy y Ci son las concentraciones en el exterior y en el Ínte- 
dior, respectivamente. 

Aplicando esta ecuación, calcular el potencial de la membrana 
en reposo () asumiendo que sólo se debe a E? y (2) asumiendo 
que se debe únicamente a Na?. (Las concentraciones de Nat y de 
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Compartimientos intracelulares 


y clasificación de proteínas 


A diferencia de las bacterias, que por lo general constan de un solo compartimiento rodea- 
de por una membrana plasmática, la célula eucariota está subdividida ea compartimientos 
rodeados por membrana, que son funcionalmente distintos. Cada compartimiento u 
orgánulo contiene su propia dotación de enzimas, otras moléculas especializadas y un 
complejo sistema de distribución que transporta de forma específica los compuestos de 
un cormpartimiento a otro. Para entender la célula eucariota es necesario conocer cómo ge- 


nera y mantiene estos corapartimientos, qué ocurre en cada uno de ellos y cómo se despla- * 


zan las moléculas entre ellos. 

Las proteínas confieren a cada compartimiento sus propiedades estructurales y funcio- 
nales. Catalizan las reacciones que fenen lugar en cada orgánulo y transportan selectiva- 
mente pequeñas moléculas hacia dentro y hacia fuera del interior del orgénulo o himen. 
También actúan como marcadores específicos de superficie de los orgánulos que dirigen el 
destino de proteínas y lípidos al orgánaulo apropiado. 

Una célula animal contiene alrededor de 10 mil millones (101%) de moléculas de protel- 
na de unos 10.000 tipos distintos. La síntesis de la mayoría de todas estas proteínas empieza 
en el citosol, el espacia cormúa que engloba a los orgánulos. Una vez sintetizada, cada pro- 
teína es transportada especificamente al compartimiento celular que la necesita. El trans- 
porte intracelular es el tema central de este capítulo y del siguiente. El conocimiento del 
tráfico de proteínas desde un compartimiento a otro permite empezar a comprender el des- 
concertarte laberinto de las membranes intracelulares. 


LA COMPARTIMENTACIÓN DELAS CÉLULAS 


En esta sección introductoria se proporcionará una visión general de los distintos comparti- 
mientos de la célula y de las relaciones que existen entre ellos mediante la organización con- 
ceptual de los orgánulos en 11n pequeño número de familias, revisando cómo las proteínas se 
dirigen a orgánulos específicos y explicando cómo atraviesan las membranas de los orgánulos 


Todas las células eucariotas tienen la misma dotación básica 
de orgánulos rodeados de membrana 


Muchos procesos bioquímicos vitales ocurren en o sobre superficies de mernnbrana. Por 
ejeraplo, el metabolisrao lipídico está catalizado sobre todo por enzimas unidas a menmbra- 
nas y tanto la fosforilación oxidativa como la fotosíntesis requieren una membrana seríi- 
permeable para acoplar el transporte de H* con la síntesis de ATR Adernás de proporcionar 
un incremento del área de membrana a las reacciones bioquímicas, los sistemas intracelu- 
lares de membranas forman compartimientos cerrados separados del citoso!l, generando 
dentro de la célula espacios acuosos que tienen una función especializada. Dado que la bi- 
capa Bpídica de los orgánulos de membrana es impermeabie a la mayoría de las moléculas 
hidrofílicas, la membrane de cada orgánulo debe disponer de proteínas transportadoras que 
importan o exportan determinados metabolizos. La membrana de cada orgánulo también 
debe tener un mecanismo de importación y de incorporación al orgánulo de las proteínas 
características de dicho orgánudo. 

En la Figura 121, se ihustran los compartimientos más importantes comunes a todas 
las células eucariotas. El núcleo contiene el genoma principal (además de las mitocondrias y 
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En la Figura 121, se ihustran los compartimientos más importantes comunes a todas 
las células eucariotas. El núcleo contiene el genoma principal (además de las mitocondrias y 
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los cloroplastos) y es el lagar más importante de síntesis de DNA y de RNA. El citoplasma 
que lo circunda consiste en el citosol y los orgánulos citoplasmáticos suspendidos en él El 
citosol constituye un poco más de la mitad del vohimen total de la célula y es el hugar donde 
tiene lugar la síntesis de proteínas y su degradación. Adernás es donde se desarrollan la ma- 
yoría de las reacciones del metabolismo intermediario celular, es deciz, el elevado número de 
reacciones mediante las cuales algunas moléculas pequeñas son degradadas y otras son sin- 
tetizadas proporcionando los elementos para la construcción de las macromoléculas (se 
describe en el Capítulo 2). 

Aproximadamente la mitad del área total de membrana de una célula eucaríota englo- 
ba los espacios laberínticos del retículo endoplasmático (ER: endoplasmic reticulurn). El ER 
FUBoso presenta muchos ribosomas unidos a su superficie citoplasmática, que sintetizan 
proteínas solubles e integrales de membrana, la mayoría destinadas a ser segregadas o a ser 
transportadas a otros orgánulos. Veremos que aunque las proteínas son transportadas a 
otros orgánulos después de ser sintetizadas, son transportadas al ER a rmedida que se sinte- 
tizan. Esto explica por qué el ER presenta ribasomas de forma característica. Ciertas regiones 
que no tienen ribosomes se denominan ER liso. El ER también produce la mayoría de Jos If- 
pidos del resto de la célula y también actúa como almacén de jones Ca?*, El ER envía muchas 
de sus proteínas y lípidos al complejo de Golgí, que está formado por una serie de cormparti- 
mientos organizados en forma de sacos discoidales llamados cisternas del Golgi. El comple- 
jo de Golgi recibe lípidos y proteínas del ER y las distribuye hacia diferentes destinos 
intracelulares, porlo general modificándolas covalentemente durante el viaje. 

Las mitocondrias y (en plantas) los cloroplastos generan la mayor parte del ATP que uti- 
lizan las células para impulsar las reacciones biosintéticas que requieren un aporte de ener- 
gía libre; los cloroplastos son una versión especializada de los plastidios, que pueden tenex 
otras funciones en las células vegetales, como el almacenamiento de reservas o de pigmen- 
tos. Los lísosomas contienen enzimas digestivas que degradan tanto orgánulos rmauertos cu- 
mo macromoléculas y partículas captadas del exterior de la célula por endocitosis. En su 
camino hacia los lisosomas, las macromoléculas y las partículas endocitadas primero deben 
pasar por una serie de cornpartimientos lkarnados endosomas. Por último, los peroxisomas 
son pequeños compartimientos vesiculares que contienen enzimas que participan en di- 
versas reacciones oxidativas, 

En general, cada orgánulo rodeado por membrana realiza el mismo Upo de funciones 
básicas en todos los tipos celulares. Pero, para poder cumplir las funciones especializadas de 
las célules, estos orgánulos verían en abundancia y pueden tener propiedades adicionales 
que difieran. de un tipo celular a Otro, 

En conjunto, estos orgánulos ocupan casi la mitad del volumen cebilar (Pabla 12-10) y 
para fabricarlos se requiere una gran cantidad de membranas intracetulares. Por ejemplo, en 
Jas células hepáticas y en las células pancreáticas, el retículo endopiasmático tiene una super- 


ficie de membrana total que es 25 y 12 veces mayor respectivamente que la membrana plas- * 
mática (Fabla 12-2). Así, en términos de área y de masa en la mayoría de las células * 


Figura 12-1 Esquema de los principales 
compartimientos intracelulares de una 
célula arúmal. <ATOC> El citosol len gris), 

ef retículo endoplasmático, el complejo 

de Golas, el núcleo, las mitocondrias, los 
endosomas, los lisosomas y los peraxisomas 
son diferentes compartirnientos que se hallan 
aísiados del resto de la célula mediante, al 
menos, una membrana dotada de 
permeabilidad selectiva. 
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Tabla 12-1 Volúmenes relativos ocupados por los principales compartimientos 


a E eS 
+ PEPA 
Citosol. E 
Mitocondrias *- 
Vesículas del ER nigoso e eS eE 
Vestculás del ER liso y istemias del Goli-2 27 
Peroxisomas 


Lisosomas 
'“Endosomas * 


eucariotas la ruernbrana plasmática sólo es una mernabrana minoritaria y los orgánulos se 
encuentran densamente empaquetados en el citosol (Figura 12-2). 

A menudo los orgánulos rodeados de membrane ocupan posiciones características 
en el citosol. Por ejemplo, en la mayoría de células el complejo de Golgi se encuentra cerca 
del núcleo núentras que la red de sáculos del ER se extiende a partir del núcleo por todo el 
citosol Estas distribuciones características dependen de las interacciones de los orgá- 
nulos con el citoesqueleto. Por ejemplo, la localización del ER y del complejo de Golgi 
depende de la existencia de una red intacta de microtúbulos. Si se despolimerizan experi- 
mentalmente los microtúbulos con un fármaco, el complejo de Golgi se fragmenta y se 
dispersa por toda la célula y la red del ER se colapsa hacia el centro celular (se describe en 
el Capítulo 16). 


Los orígenes evolutivos explican las relaciones topolégicas 
de los orgánulos 


Para entender la relación que existe entre los compartimientos de la célula, resulta útil con- 
siderar cómo pueden haber evolucionado. Se cree que los precursores de las primeras célu- 
las eucariotas fueron organismos parecidos a bacterias, los cuales generalmente tienen 
membrana plasmática pero no membranas internas. En estas células, porlo tanto, la mem- 


Tabla 12-2 Cantidades relativas de tipos de membrana en dos tipos de células 
eucariotas , 


Membraria de lisosomas * 
Membrana de peroxiscm: 
Membrana de endosom 


* Estas dos células son de tamaño muy diferente: los hepatocitos tienen un volumen medio de 5000 un? 
en comparación con los 1000 pri de las células exocrínas pancreáticas. Las áreas touales de membrana 
por célula se estiman en 110.000 ura? y 13,000 por? respectivamente. : 
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brana plasmática realiza todas las funciones dependientes de membrana, como el bombeo 
de protones, la síntesis de ATP y la síntesis de lípidos. No obstante, las células eucariotas ac- 

uales tienen uma dimensión lineal entre 10 y 30 veces mayor y un volumen entre 1000 y 
10.000 veces mayor que una bacteria típica como E. cali Se podría proponer que la profusión 
de mernbranas internas responde en parte a una adaptación a este incremento en tamaño: 
tas células eucariotas tienen una relación entre superficie y volumen mucho menor, de for- 
ma que probablemente su membrana plasmática es demasiado pequeña para desermpeñar 
la gran cantidad de funciones vitales ligadas a membrana. El extenso sistema de membranas 
intracelulares de una célula eucariota cormpensa ese problema. 

Como es evidente, la evolución de las membranas internas ha ido en paralela con la es- 
pecialización de sus hinciones. Consideremos, por ejemplo, la formación de las vesículas ti- 
lacoidales en los cloroplastos. Estas vesículas se forman durante el desarrollo de las 
cloroplastos 4 partir de propiastidios en las hojas verdes de las plantas, Están rodeadas de 
una doble merbrana y se desarrollan de acuerdo con las necesidades de las células diferen- 
ciadas: por ejemplo, en.las células de la hoja se transforman en cloroplastos, pero en otros ti- 
pos celulares forman orgánulos que almacenan almidón, iípidos o pigmentos (Figura 
12-34). Cuando se transforman en cloroplastos, se forman regiones de rnembrana especia- 
lizadas que se separan de la membrana interna del proplastidio, Estas vesículas forman un 
nuevo compartimiento especializado, el rilacoide, que contiene toda la maquinaria fotosin- 
tética del cloroplasto (Figura 12-3 B). 

Otros compartimientos de la célula eucariota se pueden haber formada de una manera 
conceptualmente similar (Figura L2-4). Las invaginaciones y separación de estructuras la- 
tracelulares membranosas de la membrana plasmática generan orgánulos con un interior 
que es equivalente desde un pinto de vista topológico al exterior de la célula. Veremos que 
estas relaciones topotógicas existen para todas los orgánulos implicados en las vías secreto- 


Figura 12-2 Electromicrogratía de una 
parte de una cétida hepática vista en 
sección transversal. 5e señalan ejemplos 
de la mayoría de los prindpales 
compartirierítos intracelulares. 

(Por cortesía de Daniel S. Friend) 
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ras y endocíticas, inchuyendo el ER, el complejo de Golgi, los endosomas y has lisosomas. Por 
lo tanto podemos pensar que todos estos orgánulos son miembros de la misma farnilia. 
Como se describirá en detalle en el próximo capíndo, sus interiores se coraunican entre sí y 
con el exterior de la célula a través de vesículas de transporte que emergen por gemación de 
un orgánualo y se fusionan con, otro (Elgura 12-$), 

Como describimos en el Capímlo 14, las mitocondrias y los cloroplastos difieren de los 
otros orgánulos rodeados de membrana porque poseen su propio genoma. La naturaleza de 
estos genornas y la estrecha sicoilitud evastente entre las proteínas de estos orgánulos y las 
de algunas bacterias actuales sugiere claramente que las mitocondrias y las cloroplastos 
evolucionaron a partir de bacterias que fueron “engullidas” por otras células con las que ini- 
cialmente vivieron en simbiosis (se explica en los Capítulos 1 y 14). De acuerdo con el es- 
quema hipotético de la Figura 12-48, la membrana interna de las mitocondrias y de los 
cioraplastos corresponde a la menbrana plasmática original de las bacterias, mientras que 
el lamen de estos orgánalos evolucionó a partíz del citoplastaea bacteriano, Como podría- 
mos esperar debido a su origen endocítico, estos dos orgánulos están formados por una 
doble meribrana y permanecen aislados del extenso tráfico de vesículas que conecta el 
interior de la mayoría de los orgánulos delimitados por menabrana entre sí y con el exterior 
de la célula. o 

El esquema evolutivo descrito anteriormente agrupa los principales compartimientos 
intracelulares de la células eucariotas, en cuatro grupos: (1) el núcleo y el citosol, que se co- 
munican entre sía través de los complejos de poros nucleares por lo que son topológicamen- 
te continuos (a pesar de tener funciones diferentes); (2) todos los orgánulos que actúan en. 
las rutas de secreción y de endocitosis, incluyendo el ER, el complejo de Golgi, los endoso- 
raas y los lisosornas, las numerosas clases de vesículas de transporte que se desplazan entre 
ellos y posiblemente los peroxisomas; (3) las mitocondrias, y (4) los plastidios (sólo en 
plantas). 


Las proteínas pueden desplazarse entre compartimientos 
de diferentes maneras 


La síntesis de todas las proteínas empleza en el citosol, excepto tas que son sintetizadas en 
los ribosomas de las mitocondrias y de los plastidios. Su destino siguiente depende de su 
secuencia de aminoácidos, que puede presentar señales de clasificación que dirigen su re- 
parto hacia posiciones fuera del citosol Muchas proteínas no presentan señales de clasi- 
ficación y, en-consecuencia, permanecen en el citosolcomo residentes permanentes. Sia 
embargo, muchas otras tíenen señales de clasificación específicas que las dirigen desde el 
citoso! hacia el núcleo, el ER, las roltocondrias, los plastidios o los peroxisomas; las seña- 
les de clasificación también pueden dirigir el transporte desde el ER hacia otros destinos 
celulares, 

Para entender los principios generales por los que actúan las seriales de clasificación, es 


importante distinguir tres sistemas fundamentales diferentes mediante los cuales las pro- 


teínas se desplazan desde un compartimiento a otro. Estos tres mecanismos se describen 


Figura 12-3 Desarrollo de los plastidios, 
(A) En tas plantas, los proplastidios sen 


"heredados con el citoplasma de las céfutas 


del huevo, Cuando una célula vegeta! 
iimadura se diferencia, los proplastidios se 
desarrollan de acuerdo con las necesidades 
de la célula especializada: pueden convertirse 
encloroplastos (p. ej en las célutas de las 
hojas), en plastidios de almacenamiento que 
¿cumelan almidón tp. ej. en dos tubérculos de 
patata) o aceite y gotas de fípidos tp, ej. en las 
semillas grasas), o cromoplastos que 
acunaulan pigmentos (p. el endos pétalos de 
las fibres). 18) Desarrollo del tilacolde, A 
medida que el cloroplasto se desarrolla, unas 
regiones de la mernbrana especializada se 
van separando por invaginación de la 
membrana interna del proplastidio, 
formando vesículas tilacoidales que 
madurarán conviriéndose en el tilacoide 
maduro. La membrana del tilecoide forma 


cun compartimiento separado, el espacio 


tilacoidal, que es estructural y funcionalmen- 
te diferente del resto del cíoroplasto, Los 
tilacoides pueden crecer y dividirse de 

forma autónoma a medida que el cloroplasta 
protifera. d 


2 . 10 membrana 
é externa 
€ proplastidio proplastidio 
¿ membrana 
E interna 
des 13 peclalízada 
familia de región especia vesículas 
i de la membrana titacoídales 
plastidios interna del 
(E proplastidio 
plastidio de cromoplasto cloropiasto ] 
almacenamiento falmacena trealiza la ra 
talmaceña grasa, pignentos) fotosíntesis) espacio til drid ES y 0 
aceite o almidón) a mbraná == cloroplasto 
tílacoidal XA 


A 


¡ 
de 
$ 
É 
[ 
¿ 


700 Capítalo 12: Comapartimientos intracelulares y clasificación de proteínas 


la) cmplja membrana nuclear interna 


de poro 


nuciasr e 


membraca nudear externa 


núdeo 


retículo 
endaplasmático 


ribosomas 
unidos a 


merabrana citoso! 


da 


célula eucariota 
arestral primitiva 


célula procarlota 


0) 


célula preeucarlota 
anaeróbica 


céluta eucariota 
aeróbica ancestral 
membranas 


s laternas 
núdeo 


mitacandria con 
doble mernbrana 


membrana celular membrana procedente 


de la célula eucariota 
célula procarlota aeróbica 


más adelante, mostrándose el lugar donde ocurren en la Figura 12-6, En este capítalo des- 
cribimos.con detalle los dos primeros mecanismos y el tercero flechas verdes en la Figura 
12-6) en el Capítulo 13, 


1. Enel transporte regulado, las proteínas se desplazan entre el citosol y el núcleo (que 
son equivalentes en cuarto a su topología) a través de los complejos de poro de la en- 
voltuza del núcleo. El complejo de poro nuclesr actúa como una puerta selectiva que 
puede transportar de forma activa macromoléculas específicas y complejos macro» 
moleculares, aunque también permiten la difusión libre de moléculas pequeñas, 


2. Enel transporte transmenabrana, unos translocadores proteicos transmembrana di- 
rigen el transporte específico de proteínas a través de la mernbrana desde el citosol ha- 
cia un espacio que es topológicamente distinto. Por lo general, la molécula de proteína 
transportada tiene que desplegarse para poder deslizarse a través del translocador; de 
este modo por ejemplo tiene lugar el transporte inicial de determinadas protefias des- 
de el citosol hacía el hamen del ER o hacia el interior de les mitocondrias. 


membrana plasmática 


lisosorma 


ER rugoso 


de secreción 


menbrana 

envoltura | terna: : 
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externa X 

nn complejo de Golgi  endosoma 


Figura 12.-4 Esquema hipotético de los 
origenes evolutivos de algunos orgánulos, 
Los orígenes de la mitocondria, de los 
cdoroplastos, del ER y del núcleo celular 


. pocirtan explicar las relaciones topológicas 


de estos compartimientos en las cóludas 
eucariotas, . 

(A) Una posible vía para la evolución del 
núcleo celular y del ER. En algunas bacterias 
la molécula de DNA única, que contiene el 
cromosoma bacteriano, está unida a una 
invagiración de la raembrana plasmática, 
Esta invagiración enuna cólula procariota 
primitiva podría haber evolucionada 
formando tna envoltura del DNA, que 
permitiría todavía el acceso del DNA al 
citosol celular (corno se requiere para la 
sintesis de protelnas). Se suporte que esta 
envoltura podría haberse separado de la 
mernbrana plasmática, formándose un 
compartimiento nuclear rodeado de 
una doble membrana. 

Como se ilustra, unos carnales de 
comunicación denominados complejos de 
poto nuclear (NPO) atraviesan la envoltura 
nuclear. Dado que está rodeado por dos 
membranas que están en contacto y 
atravesadas por los NPC, el compartimiento 
nudear es topológicamente equivalente al 
citosol; de hecho, durante la mitosis el 
contenido nuclear se mezca con el citosol, 
El lumen del ER es continuo con el espacio 
entre las membranas nucleares interna y 
externa y es topológicamente equivalente 
al espacio extracelular (véase Figura 12--5). 

(8) Parece que las mitocondrias (y los 
plastídios) se originaron cuando una 
bacteria fue incorporada por una célula 
preeucariota de un tamaño mayor. Este 
hecho podría explicar por qué contienen. . 
sus propios genormas y por qué eb lumen de 
estos orgánulos se martiene aislado del 
tráfico de membranas que interconecta el 
jurnen de muchos otros compartimientos 
intraceluleres. 


Figura 12--5 Relaciones topolágicas entre 
fos compartimientos de las vías secretora 
y endiocítica de una célula eucariota. 
Los espados topolégicarmente equivalentes 
se representan en rojo, Los ciclos de 
gemeación y fusión permiten, en principio, 
que cualquier lumen se cominique con 
cualquier otro y con el exterior celular 
mediante vestcutas de transporte. Las flechas 
azules indican la extensa red del tráfico de 
salida y de entrada de vesículas (se explica 
en el Capítulo 13). Algunos orgánulos, 
especialmente las itocondrias, y los 
plastídios en células vegetales, no participan 
_enesta comunicación sino que están 
alslados del tráfico entre orgánulas tal corno 
que se muestra en la figura, 
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Figura 12-6 “Mapa de carreteras” sienplificado del tráfico proteica. Las protelnas 
pueden desplazarse de un compartimiento a otro por medio de un transporte reguíado 
fen rojo), un transporte tranemernbrana (en azul a tn transporte vesicutar (en verde) La 
Información para la organización de las señales que dirlgeo el camino de una determinada 
proteína a través del sistema, determinando su localización en la célula, está contenida en 
la secuencia de amincácidos de cada proteína, El viaje comienza con la síntesis de una 
proteína sobre un ribosoma en el ditosol y termina cuando la proteína alcanza su destino 
final. En cada una de las estaciones intermedias frecuadros) se toma una decisión respecto 
astla proteína será retenida en ese cormpartirmiento o será transportada más allá, En 
principio, tanto para rezener la proteína en el compartimiento como para no retenerla 
se requiere una señal de clasificación. 

En este capítulo y en el sigulente, se utilizará a menudo esta figura como referenda, 
destacando el color de la vía particutar que se analiza en cada momento. 


3, Eneltransporte vesicular, intermediarios de transporte rodeados de membrana, que 
pueden ser vesículas de transporte pequeñas y esféricas o fragmentos de orgánulo 
grandes y de formas irregulares, conducen proteínas desde un compartimiento a otro. 
Las vesículas de transporte y los fragmentos de orgánulo están cargados de moléculas 
que se encuentran en el himen del orgánulo, hasta que geman y se separan de su 
membrana; entonces descargan su carga en un segundo compartimiento al fusionar- 
se con la mernbrana que rodea este compartimiento (Figura 12-73. Por ejemplo, la 
ransferencia de proteínas solubles desde el ER al complejo de Golgi tiene lugar por 
este mecanismo. Dade que las proteínas transportadas no atraviesan la membrana, el 
transporte vesicular sólo puede transportar proteínas entre compartimientos que son 
topológicamente equivalentes (véase Figura 12-5). 


Por lo general, cada sistema de transporte de proteínas está controlado mediante seña- 
les de clasificación presentes en la proteína transportada, que son reconocidas por recepio- 
res de clasificación complementarios. Por ejemplo, si una proteína grande tiene que ser 
importada hacia el núcleo, debe tener una señal de clasificación que sea reconocida por los 
receptores de clasificación que la guiarán a través del complejo de poro nuclear. Sí una pro- 
tefna tiene que ser transferida de forma directa a través de una membrana, debe tener una 
señal de clasificación en la membrana que sea reconocida por el translocador. Del mismo 
modo, si una proteína tiene que ser incorporada a cierto Upo de vesículas o retenida en cier- 
tos orgánulos, sus señales de clasificación deben ser reconocidas por un receptor comple- 
merntario de la membrana apropiada. 


Las secuencias señal dirigen a las proteínas a su destino 
celular correcto 


La mayoría de señales de clasificación de las proteínas residen en una región continua de la 
secuencia de aminoácidos de 15-60 residuos de longitud característicos. A menudo estas 
secuencias señal se encuentran en el extrenno N-terminal una vez se ha completado el pro- 
ceso de clasificación, unas peptidasas señal especializadas eliminan la secuencia señal de la 
proteína. En algunos casos, las señales de clasificación están compuestas por varias secuen- 
cias imemas de aminoácidos que adopten una disposición tridimensional característica de 
los átoraos de la superficie de la protefna, denominadas una región señal, 

Cada secuencia señal especifica un destino particular en la célula. En general, las pro- 
teinas que están destinadas a ser transferidas al ER tienen, en su extremo N-terainal, se- 
Cuencias señal que en su parte central presentan ente 5 y 10 restos de aminoácidos hidro- 


Í6bicos. Muchas de estas proteínas pasarán después desde el ER al complejo de Golgk; no 


Figura 12-7 Gemación de vesículas y fusión durante el wansporte vesicular. Las 
vesículas aparecen por gemación de um compartimiento (dador) y se fusionan con otro 
compartimiento faceptor o dlanaj. En el proceso, determinados componentes solubles 
(puntos rofosj son transferidos de un lumen a otro. Nótese que la membrana termbién es 
transferida y que la orientación original, tanto para los proteínas como paza los fpidos en 
el compartimiento original, se mantiene en la membrana del compartimiento aceptor. 
Así pues, las proteírias de mersbrena conservan su orientación asimétrica, con los 
rrásmos dornintos siempre orientados hacia el cítosol, 
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obstante, las proteínas que presentan en su euremo C-terminal uss secuencia señal deter- 
minada de cuatro arninoácidos son reconocidas como residentes en el ER y devueltas al ruás- 
mo Las proteínas desdnadas a las raltocondrias tienen secuencias señal de otro típo, en las 
que se alternan restos de aminoácidos cargados positivariente con restos de arginoácidos 
húdrofóbicos, Finalmente, las proteínas destinadas a los peroidsomas tienen una secuencia 
señal de tres aminoácidos característicos en su exbrerno C-terminal. 

En la Tabla 12-4 se muestran algunas secuencias señal específicas. La importancia que 
tiene cada una de estas secuencias señal en el destino de las proteínas se ha dennostrado me- 
diante experimentos en los que el péptido ha sido transferido desde una proteína'a 
otra mediante técnicas de ingeniería genética. Por ejemplo, colocando la secuencia señal 
biterminal específica pera el ER, al principio de una proteína citosólica, se consigue que 
ahora la proteína se diríja al ER. Por tanto, las secuencias señal son tan necesarias Si 
como suficientes para el direccionarniento de las proteínas. Aunque sus secuencias de armi- 
noácidos difieran en gran medida, las secuencias señal de todas las proteínas que tienen 
el mismo destino son funcionalmente intercambiables; parece que en el proceso de reco- : 
nocimiento de la señal son más importantes las propiedades físicas que la propia secuencia : 
de arvinoácidos. 

Las secuencias señal son reconocidas por receptores de clasificación que guían a las 
proteínas hacia el destino correcto, donde los receptores se separan de su carga. Los re- y 
ceptores actúan de forma catalítica: después de completar un ciclo de transporte vuelven a 
$u punto de origen y son reutilizados, La mayoría de los receptores de clasificación recono- 
cen clases de proteínas más que una sola especie proteica. Por lo tanto pueden ser consi. 
derados corno sistemas públicos de transporte dedicados a la entrega de diferentes compo- 
nentes 3 su destino correcto de la célula, 

En el Panel 12-1 se describen los principales métodos utilizados para estudiar cómo se 
dirigen las proteínas desde el citosol a un compartimiento específico y los mecanismos de su 
translocación a través de las membranas, 


cae 


par 


La mayoría de los orgánulos no se pueden construir de novo: . 
necesitan información del propio orgánulo 


Cuando tula célula se reproduce y se divide, tiene que duplicar sus org£nulos. Normalmente - 
las células realizan esta duplicación incorporando nuevas moléculas y, por tanto, agrandán- 
Gotas; entonces, los orgániudos agrandados se dividen y se distribuyen entre las dos células 
hijas. Así, cada célula hija hereda de su madre un juego completo de membranas celulares 
especializadas. Esta herencia es esencial ya que lima célula no puede fabricar de la nada es- 
tas membranas. Por ejemplo, si se elimina completamente el ER de la célula, ¡de qué forroa 
puede la célula reconstruidio? Como veremos més adelante, las proteínas de membrana que 
definen el ER y realizan muchas de sus funciones clave son productos del propio ER. No se 
puede fabricar un nuevo ER sin la exastencia previa de um ER o al menos de una membrana 
que contenga las transiocadores necesarios para importar proteínas específicas hacia el ER 


Jabla 12-3 Algunas secuencias señal típicas 
Tar 


irmportación al nádeo Pro-Pro-LysLystysArg- Lys Mal 

Exportación desde el núcleo <= Bla dy AeGly o Aspe + : : : 

importación a la mitocondria HNidlietrLeySerLey Ag ln Sere Arg hc he Lys Pro Al Th io Tre gyeser - 
Ser-Arg-Pyr-Les-Leu- 

importación a plastidios Her Val Bla-MetbAla-Met-Ala-Ger- Leu- Gi SerSerMet Ser Serleusertel-seróer 

y AsirserPhe-Lev Gly-Gio Pro-Leu-SerPro-lle-Thrleu-SerPro-Phe-Leu-Gin-Ciy- 

Importación a los peroxisomas «Serlye 007 o o 

Importación al ER +A Met-MerSer-Phe-Val-Ser- . ThrGtu-Ala- Gu: eN 
Gin-Leu-Thr- Lys Cys-Glu-Val-Phe-Gin- CN 

Retomo al ER : Lys Asp-Ghe  -CO07 


En color se destacan algunas de las caracteristicas de los diferentes tipos de secuencias señal Cuando se sabe que tenen importancia para la función 

de la secuencia señal, los residuos de aminoácidos cargados positivamente se muestran en rojo y los cargados negativamente en verde, De rranera similar, 

tos arninaácidos hidrofóbicos importantes se muestran en bíenco y los aminoácidos hidroxilados más importantes se muestran en azul, YHad indica el extremo 
N-terminal de la proteína y COC” el Ctermáinal. 


APROXIMACIÓN POR TRANSFECCIÓN 


PARA DEFINIR SECUENCIAS SEÑAL 


Una manera de demostrar que una secuencia señal es 
necesaria y suficiente para dirigir una proteína hacia 


en generar una proteína de fusión en la que la 
secuencia señal se halle unida, mediante técnicas de 
ingeniería genética, a una proteína que normalmente 
reside en el citosol, Después de transfectar células con 
el <DMA que codifica esta proteína, se determina la 
localización de la proteína de fusión mediante 
inmunomarcaje o fraccionamiento celular, 
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Alterando la secuencia señal mediante mutagénesis 
dirigida, puede determinarse cuáles de sus 
características son importantes para su función. 
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APROXIMACIÓN GENÉTICA AL MECANISMO 


ARE 
MECANISMO DE TRANSLOCACIÓN DE LA PROTEÍNA 


¿ En este caso, una proteína marcada que contiene una secuencia señal 

7 específica es transportada in vítro al interior de orgánulos aislados. 

A Generalmente la proteína marcada es producida por traducción de un 
MENA que codifica la proteína en un sistema libre de células; se utilizan 
aminoácidos radiactivos para marcar la proteína acabada de sintetizar 
de forma que pueda distinguirse de las muchas otras proteínas que se 
hallan presentes en el sistema de traducción in vitro. 


Por lo general, se utilizan tres métodos para determinar si la proteina 
marceda se ha transiocado al orgánuto: 
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1. La proteína marcada cofracdioria. 7 ¿2 La secuencia señal es eliminada . 
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Utilizando estos ensayos in vitro puede determinarse qué componentes 


ES 


Para estudiar la translocación de proteínas, se utilizan habitualmente células 
de levadura con mutaciones en genes que codifican componentes de la 
maquinaria de translocación. Debido a que las células mutantes que no 
pueden translocar proteínas a través de sus membranas morirán, el truco 
consiste en diseñar una estrategia que permita aislar tas mutaciones 

que sólo causan un defecto parcial en la translocación de proteínas. 


Una estrategia consiste en Utilizar la ingeniería genética para diseñar células 
especiales de levadura. Por ejemplo, la enzima histidinol deshidrogenasa 
reside normalmente en el citosol, donde es necesaria para producir el 
aminoácido esencial histidina a partir de su precursor histidinol. Se construye 
una cepa de levadura en la que el gen de la histidinol reductasa está 
sustituido por un gen modificado de forma artificial para que codifique una 
proteina de fusión con una secuencia señal extra que dirige la proteína al 
interior del retículo endoptasmático (ER). Cuando estas células se hacen . 
crecer en ausencia de histidina, mueren debido a que toda la histidinol 
deshidrogenasa está secuestrada en el ER, donde no es funcional. Sia 
embargo, las células con mutaciones que inactivan parcialmente el 
mecanismo de translocación de las proteínas desde el citosol al ER 
sobrevivirán debido a que habrá suficiente cantidad de deshidrogenasa 
retenida en el citosol para producir la histidina necesaria. 


A menudo se obtienen células en las que la proteína mutante de la 
maquinaria de translocación todavía actúa de forma parcial a temperatura 
normal pera que es completamente inactiva a temperaturas elevadas. Una 
célula que transporte una de estas mutaciones sensibles a la temperatura 
muere a temperaturas elevadas, tenga o no histidina, ya que no puede 
transporter ninguna proteína al ER. Este hecho permite identificar el gen 
normal que fue modificado por la mutación, mediante la transtección de 
la célula mutante con un vector plasmídico de levadura en el que se han 
donado fragmentos al azar de DNÁ genómico: el fragmento especifico 
¿de DNA que recupera la célula mutante cuando se hace crecer a una 
temperatura elevada será el que codifica la versión salvaje del gen rurtante. 
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desde el citosol (incluyendo a dos propios translocadores específicos del ER). Lo mismo es 
válido para mitocondrias, plastidios y peroxisomes (véase la Figora 12-86). 

Así, parece que la información necesería para constrodr un orgánulo no reside exchasi- 
vamente en el DNA que especifica las proteínas del orgánreddo. También se requiere la infor- 
mación en forma de al menos una proteína característica de cada una de las protelnas de 
merbrana del orgánulo; esta información es transmitida desde la célula progenitora a les 
células de la progenie en forma del propio orgánulo. Probablemente esta información es 
esencial para la propagación de la organización celular en cormpartiralentos, al igual que la 
información del DNA es esencial pará la propagación de las secuencias celulares de nucleó- 
tidos y de aminoácidos. 

Sin embargo, corno se expone con mayor detalle en el Capítulo 13, el ER produce de for- 
ma constante une corriente de vesículas de rmerbrana que sólo bacorporan un subconjun- 
to de protefuas del ER, por tenio con una composición diferente a la del propio ER, De 
manera sisailas la membrana plasmática constantemente produce varios tipos de vesículas 
endocíticas especializadas. De este modo, se pueden former algunos orgánulos a partir de 
otros orgánulos y no es necesario que se hereden en el proceso de división celular, 


Resumen 


Las células eucariotas contienen membranas intracelulares que encierran casi la mitad de su volu- 
men total er compartimientos intracelulares individualizados amados orgániudos. En todas las cé- 
tulas eucariotas, los principales tipos de orgáraidos son el retículo endoplasmático, el complejo de 
Golgi, el núcleo, las mitocondrias, los lisosomas, los endosomas y tos peroxisomas; las células vege- 
tales además contienen plastidios, como por ejernplo los cloroplastos, Cada orgánulo contiene pro- 
teinas características que desarrollan sus funciones características. 

Cada rueva proteína de un orgánulo debe encontrar su camino desde el ribosoma donde ha si- 
do sintorizada hasta el orgárudo donde actuará. Lo consigue siguiendo una vía específica, guiada 
por señales de clasificación que se encuentran en su secuencia de aminoácidos y que acts corno 
secuencias señal o como regiones señal. Las secuencias señal son reconocidas por receptores de clasi- 


“ficación complementarios que entregan la proteína en los orgánulos de destino. Las proteínas que 
" actúan en el citosol no presentan secuencias o regiones señal y, por lo tanto, permunecen en el cito- 


sol después de ser sintetizadas, 

Durante la división celular, los orgánulos corno el ER y la mitocondria se distribuyen intactos 
entre los cólulas hijas. Estos orgármdos contienen información necesaria para su construcción, lo que 
impide que puedan reconstrulrse de novo. 


TRANSPORTE DE MOLÉCULAS ENTRE EL NÚCLEO 
Y EL CIFOSOL. 


La envoltura nuclear encierra el DNA y define el compartimiento nuclear Esta envoltura es» 
tá formada por dos membranas concéntricas que están perforadas por complejos de poro. 
nuclear Figura 12-8). A pesar de que la mezxebrana nuclear interna y la externa son, de 
hecho, un continuo, presentan una composición proteica diferente. La membrana nuclear 
interna contiene proteínas que acuían como lugares de anclaje específicos de la cromatina 
y de la lámina nuclear ua red proteica que aporta soporte estructural a la envoltura nu- 
clear. La mernbrana nuclear interna está rodeada por la membrana nuclear externa, que es 
continua con la membrana del ER. Como en el caso de la membrana del ER (trataremos de 
ella posteriormente), la membrana nuclear externa está tapizada por ribosomas que realizan 
la síntesis de proteínas, Las proteínas producidas por estos ribosomas son transportadas al 
espacio que queda enwe las membranas nuclear interna y externa (el espacio perinuciear), el 
cual, a su vez, es contioro con el lumen del ER, : 
Existe un tráfico bidireccional contínuo entre el citosol y el mícleo. La gran cantidad de 
proteínas que actízn en el núcleo que incluye las histonas, las DINA y RNA polimerasas, 


las proteínas reguladoras de genes y las proteínas de procesamiento del RINA son importa- . : 


des de forma selectiva desde el citosol, donde son fabricadas, hasta el compartimiento nu- 


clear Al mismo tiempo, los ERNA y los mBNA son sintetizados en el compartimiento nuclear y -. 


luego son exportados al citosol, Al igual que el proceso de importación, el proceso de expor- 


tación también es selectivo; por ejemplo, los mANA sólo son exportados si han sido modili- 
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TRANSPORTE DE MOLÉCULAS ENTRE EL NÚCLEO Y EL CITOSOL 


cados de forma correcta en el núcleo por reacciones de procesamiento de RNA. En algunos 
casos, el proceso de transporte es complejo. Por ejemplo, las proteínas ribosomales son fa- 
bricadas en el citosol e importadas al núcleo, donde se ensambian con RNA nbosomales re- 
cién fabricados formando partículas. Estas partículas son exportadas de nuevo al citosol 
donde se ensamblan formando los ribosomas, Cada uno de estos pesos implica un trans- 
porte selectivo a través de la envoltura nuclear, 


Los complejos de poro nuclear atraviesan la envoltura nudear 


Ex todas las células eucariotas, la envoltura nuclear está perforada por elaboradas estructa- 
ras conocidas como complejos de poro nuclear (NPC: nuclear pore complexes). En las célu- 
las animales coda NPC tiene un peso molecular estimado de 125 millones de dalton y está 
formado por unas 30 proteínas diferentes o nucleoporinas, ordenadas según una sorpren- 
dente simetría octogonal (Piguras 12-9). 

La envoltura nuclear de una célula típica de mamífero contiene entre 30009 y 4000 NPC 
y el tráfico que pasa a través de cada INPC es enórme: cada NPC puede transportar más de 
500 macromoléculas por segundo y en ambos sentidos simultáneamente, No sabemos có- 
mo puede coordinar el Huja de macromoléculas en ambos sentidos para evitar atascos y ca- 
lisiones frontales. 

Cada NPC contiene uno o más pesos acuosos a través de los cuales pueden difundh pa- 
sivamente pequeñas moléculas solubles en agua. Los investigadores han determinado que 
el tamaño efectivo de estos pasos inyectando en el citosol moléculas marcadas solubles en 
agua de diferentes tamaños y midiendo luego la velocidad de difusión hacia el núcleo. Las 
moléculas pequeñas (5000 dalton o menos) difunden con tanta rapidez que podemos con- 
siderar que la envoltura nuclear es Bbrernente permeable 3 ellas. Sin embargo, las proteinas 
de mayor tamaño atraviesan los NPC con mucha más lentitud; cuanto mayor es una protof 
na més lentamente atraviesa los MPC. Las proteínas mayores de 60,000 dalton apenas pue- 
den entrar en el núcleo por difusión pasiva. Parece que este tamaño lnntre para la difusión 
depende de la estructura de los NPC (Hgarra 12-10). Muchas proteínas NPC que recubren el 
poro central sólo contienen regiones desestrucmradas que parecen forenar un laberinto de- 
sordenado (semejantes a un banco de algas en el man, iogueando el paso de macrormolé- 
culas grandes pero dejando pequeños orificios que permiten la difusión de las moléculas 
pequefias, 

Dado que muchas proteínas celulares son demasiado grandes para difundir de forma 
pasivaa través delos NPC,el comparumiento nuclear y el citosol pueden mantener diferen- 
tes conjuntos de proteínas, Por ejemplo, los ribosomas citoplasmáticos maduros tienen un 
diámetro de unos 30 nn, por lo que no pueden difundir a través de los NPC de forma que la 
síntesis proteica quedará confinada en el citosol Pero ¿cómo importa el núcleo las grandes 
moléculas que necesita, como las DNA y las RNA polimerasas cuyas subunidades tienen pe- 
sos moleculares de entre 100.000 y 200.060 dalton? Como explicaremos más adelante, éstas 
y muchas otras moléculas de proteína y de RNÁ se unen de forma específica a protelzas re- 
ceptoras que los traysportan activamente través de los NPC, y 


Las proteínas nucleares son dirigidas hacia el núcleo mediante 
señales de localización nuclear 


Cuando las proteínas son experímentelmente extraídas del núcleo y reintroducidas de. nue- 
vo en el citosol, incluso las más grandes se vuelven a acumular en el núcleo de una forma ef- 
ciente, Ciertas señales de clasificación denominadas señales de localización nuclear son las 
responsables de este proceso de importación activo al núcleo. Estas señales se han definido 
con precisión utilizando la tecnología del DNA recombinante en numerosas proteípas y en 
proteínas que sólo entran en el núcleo de forma transitoria (Figura 12-13). En muchas pro- 
teínas, las señales consisten en una o dos secuencias cortas, ricas enlos arninoácidos carga- 
dos positivamente lisina y arginina tvéase Tabla 12-3, p. 702), con una secuencia precisa 
diferente de la de otras proteínas nucleares. Otras proteinas nucleares tenen señales dife- 
rentes, algunas de las cuales todavía no se han caracterizado. 

Las señales de localización nuclear se localizan en casi en cualquier lugar de la secuen- 
cia de aminoácidos y parece que forman asas o parches en le superficie de las proteínas. 
Muchas de ellas actúan incluso cuando se unen como péptidos cortos a las cadenas latera- 


membrana 
secdear 
eruoltura externa 
nudear | membrana 
nudear 
A menbrana del ER 


lámina 

espacio 
perinuciear 

poros nucleares 


Figura 12-48 La envoltura nuclear. La doble 
membrana de la envoltura está atravesada 
por poros en los que se encuentran los N2C 
y es continua con el retículo endoplesmático. 
No se muestran los ribosomas que 
normalmente se hallan unidos a la cara 
citosólica de la membrana del ER y en la 
mernbrana externa del núdeo. La lámina 
nuclear es una red fibrosa que recubre la 
membrana nuclear interna. 


OS 


706 Capítulo 12: Compartimientos intracelulares y clasificación de proteínas 


orilla 
ditosólica 


subunidad ON membrana 


nuclear externa 


envoltura 
nuclear 


A Ni Ad 
sn z 


NÚCLEO 


subunidad LES 
en columna lámina == 
nuclear membrana 
subunidad nudear ínterña 
del anillo canasta nuclear - : 
AS 
tibrilla nuclear 50 
- d nm 
LA) 
citosal 


núcleo 


complejos de poro nuclear 


( AAA 
0,7 um 


Figura 12-9 Disposición de tos complejos de los NPC en la envoltura nuclear. (A) Esquerna que muestra una pequeña región de la envoltura nuclear En una 

sección wansversal, el NPC parece ester formado por cuatro elementos: las subunidades en forma de colurana, que forman el gruesa de la pared del poro; las 
subunidades anulares, ubicadas en el centro; fas subunidades fuminales, que contienen proteínas transmembranea que anclan el complejo de poro a la 

membrana nuclear, y las subunidades del anillo, que forman las caras citosólica y nuclear del complejo. Además, existen fibrillas que sobresalen tanto 

desde la cara citosólica corno desde la cara nuclear del NPC, En la parte nuclear, las fibrillas convergen formando estructuras en forma de cesta. Estudios de 

inmiinolocalización en microscopía electrónica muestran que las proteínas que forman el núcleo del NPC se orientan simévicamente a través de la envoltura 

nudear de forma que las caras nuclear y citosólica parecen idénticas. Por el contraño, las proteinas que forman las fibras son diferentes en el lado citosófico 

y ef nuclear de los NPC. La simetría de ocho unidades centrada en un punto y de dos unidades centrada en un plano del núcleo de tos NPC explica cómo. 
puede formarse Una enorme estructura con sólo unas 30 proteinas diferentes, ya que muchas de estas proteínas están presentes 16 copias (o múltiplos 

de 16). Los dominios desordenados del núcleo de las proteínas se extienden hada el centro de fos NPC fno mostrado), bloqueando la difusión pasiva de las 

grandes macromoléculas. (8) Una electromicrografía de barrido de la cara nuclear de la envoltura nuclear de un occdito fuésse ternbién la Figura 9-55), 

(O Electromicroscopía de una sección uitrafina, en la que se muestra una vista lateral de dos NPC (corchetes), Obsérvese que el interior y el exterior de las 

membranas nudeares son continuos en los hordes de los poros. (D) Esta electromicrografía muestra una imagen frontal de NPC teñidos negativamente, 

Se ha eliminado la membrana mediante extracción con detergentes. Obsérvese que algunos de los NPC contienen material en el centro; se cree que son 
"macromoléculas en tránsito por estos NPC, (8, de MÁ, Goldberg y TO. Allen, 4, Cell Blol 119:1429-1440, 1992. Con la autorización de The Rockefeller University 
Press;¡C, cortesía de Werner Franke y Ulrich Scheer; D, cortesta de Ron Milligan) 


les de lisina de la superficie de proteínas citosólicas, lo que sugiere que la localización preci- 
sa de la señal dentro de la secuencia de aminoácidos no es importante: Además, mientras 
una de las subunidades de un complejo formado por muchos componentes presente una 
señal de localización nuclear, todo el complejo será importado al mícleo. 
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Figura 12-10 Un modelo para la difusión 
reguiada por barrera del NPC. El dibujo 
rasestra una vista lateral de un NPC Las 
regiones desestructuradas de las proteinas 
que revásten el poro central forman una 
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Podemos visualizar el transporte activo de proteínas nucleares a través de los NPC re- 
cubriendo partículas de oro coloidal con una señal de localización nuclear, inyectando estas 
partículas en el citosol y siguiendo su destino mediante la técnica de microscopía electróni- 
ca (Figura 12-12). El transporte empieza cuando las partículas se unen a unas fibrillas se- 
mejantes a tentáculos que sobresalen hacla el citoplasma desde el borde del NPC y después 
se produce por el centro del NPC. Probablemente las regiones desestructuradas de las pro- 
teínas del NPC, que forman una barrera a la difusión de las grandes moléculas (que ya he- 
mos mencionado), se separan y permiten que la partícula de oro pase a st través 

El transporte de macromoléculas a través de los NPC se diferencia del transporte de 
proteínas a través de las membranas de oros orgánulos en que ocurre a través de un gran 
poro acuoso en lugar de a través de un transportador proteico que atraviesa una o más bica- 
pas lipídicas. Por esta razón, a través de los NPC se pueden transportar las proteínas nu- 
cleares plegadas por completo y las subunidades de los ribosomas son transportadas hacía 
fuera del núcleo en forma de partículas ensambladas. Por el contraria, para poder ser trans- 
portadas a otros orgánulos, las proteínas tienen que estar desplegadas en su totalidad, como 
veremos más adelante. Sin embargo, imágenes de microscopía electrónica de partículas 
muy grandes atravesando los NPC parecen indicar que estas partículas se comprimen a me-' 
dida que pasan por el pora, lo cual indica que se reestrucruran durante el transporte, Como 
se describe en el Capítulo 6, la exportación de algunos mRNA muy grandes se ha observado 
con detalle (véase la Figura 6-39). 


Los receptores de importación nuclear se unen tanto a señales 
de localización nuclear como a proteínas NPC 


Para que se inicie el transporte hacia el núcleo, muchas secuencias de localización nuclear 
han de ser reconocidas por receptores de importación nuclear, codificados por una familia 
de genes relacionados entre sí. Cada uno de los miembros de esta farnilía codifica uma pro- 
teina receptora que está especializada en el transporte de un subconjunto de proteínas de 
carga las que contienen señales de localización nuciear a las que se puede unir dicho re- 
ceptor (Figura 12-134). 

Los receptores de importación son proteínas citosólicas solubles que se unen tanto a 
las secuencias de localización nuclear de la proteína que vá a ser transportada como a pro- 
teínas NPC, algunas de las cuales forman las fibrillas que se introducen en el citosal. Estas E- 
brillas y muchas otras proteínas MPC, que recubren el centro del NPC y contribuyen a 
formar la barrera de difusión, incluyen un gran número de cortas secuencias repetidas de 
aminoácidos ricos en fenilalanina y glicina, por lo que se denorninan repeticiones FG (a par- 
tir del código de una letra de los aminoácidos, que se describe en el Capítulo 3). Las repeti- 
ciones FG actúan como lugares de unión de los receptores de importación. $e cree que 
trarcan el camino que siguen a través del NPC los receptores de importación y las proteínas 
que ransportan. Estos complejos receptor-carga se desplazan a ixavés de la vía de transpor- 
te mediante ciclos repetidos de unión, disociación y nueva unión, a secuencias FG repetidas 
adyacentes, De esta forma, los complejos saltan de una proteína NPC a otra para atravesar el 
laberíntico interior del NPC. Una vez en el interior del núcleo, los receptores de dis 
Se separan de su carga y vuelven al citosol. 

Los receptores de importación no siempre se tnen directamente a las proteínas nu- 
cleares. En ocasiones participan proteínas adáptadoras adicionales que forman un puente 
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Figura 12-11 Función de una señal de 
localización nuclear. Micragrafías obtenidas 
por inmunofluorescencia que muestran la 
localización en ta cóluta del antígeno Y del 

S 440 conteniendo a no una corta secuencia 
que actúa como señal de localización 
nuclear. (4) La forma normal de la protelna 
del antígeno Y contiene la secuencia rica 
entisina que se indica y que es importada 

a su lugar de acción en el núcleo, coma 

se denuestra mediante una tinción 
irenunoflucrescente con anticuerpos contra = 
el antígeno T. (8) Stel antígeno Y presenta 
una señal de localización nuclear alterada 
tuna treonina que teemplaza a una lisina) 
permanece en el citosal, (De D. Kalderon, 
8, Roberts, 4. Richardson y A. Smith, Cell 
39:499-509, 1984, Con la autorización: 


. de Elsevier) 


envoltura nudear 


citosol 


núcleo 


Figura 12-12 Observación de la 
importación activa a través del NPC. 
Esta serie de electromicrograflas muestra 


“esferas de oro cotoidal (puntas de flecha) 


recubiertas con péptidos que contienen 
señales de localización nuclear entrando en 
el núcieo a través de los NPC. Las partículas 
de oro coloidal se inyectaron en el interior 
de célutas vivas, que fueron fijadas 

y preparadas para ser estudiadas con el 
microscopio electrónico a varlos tiempos 
después de la inyección. (A) Las partículas 
de oro se ven primero en la proximidad de 
las fibras citosólicas del NPC, (8, O Después 
migran hacia el centro de tos NPC, donde 
primero sólo se ven en la cara cirosólica, (D) 
Posteriormente aparecen enta cara nuclear. 
Estas partículas de oro coloidal ienen un 
diámetro mucho mayor que el canal de 
difusión del NPC y deben ser transportadas 
mediante transporte activo. (De N. Panté y 
U, Aebí, Science 2731729-1732, 1996, Con la 
autorizadón de AÁAS) 
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entre el receptor de importación y la proteína que va a ser transportada (Figura 12-13B), 
figunas proteínas adaptadoras están relacionadas estructuralmente con los receptores de 
importación, lo que sugiere un origen evolutivo común. Utilizando varios receptores de im- 
portación y proteínas adeptadoras diferentes, las células reconocen el amplio teperterio de 
secuencias de localización nuclear que presentan las protelnas mucleares. 


La exportación del núcleo funciona como la importación, 
pero en el sentido opuesto 


La exportación nuclear de grandes raoléculas, tales como las subunidades ribosomales y las 
moléculas de RNA, se realiza a través de los NPC, y también depende de un sisterna selecti- 
vo de transporte. El sistema de transporte se basa en la presencia de señales de exportación 
nauciear en las moléculas a exportar, así como en la existencia de receptores de exporta 
ción nuclear complementarios. Estos receptores se unen a las señales de exportación y alas 
proteínas del NPC, guiando su carga a ravés del NPC hasta el citosol. 

Machos receptores nucleares de exportación están relacionados estructuralmente con 
las receptores de importación al núcleo y están codificados por la misma familia génica de 
receptores de trensporte nuclear, o carioferinas. En la levadura hay 14 genes que codifican 
miembros de esta familia; en las células animales, el número es significativarmente superior. 
A partir de su secuencia de aminoácidos no es posible deducir si um miennbro de esta fami- 
lía génica actúa como receptor de importación o de exportación nucleaz. Como era de espe- 
rar, por lo tanto, los sistemas de transporte en la importación y en la exportación actrían de 
manera similar pero en sentido opuesto: los receptores de importación se unen a su carga en 
el citosol liberándola en el mícleo y son exportados hacía el citosol para su-reutilización, 


- mientras que los receptores de exportación funcionan de manera opuesta. 


La GTPasa Ran impone una direccionalidad en el transporte 
a través de los NPC 


La importación de las proteínas nucleares a través de los NPC concentra determinadas pro- 
teinas en el núcleo y aumenta así el orden en la célula. La célula obtiene la energía necesaria 
para este proceso a través de hidrólisis de GTP por la GTPasa rmonormérica Ran. Ran se en- 
cuentra tanto en el citosol corno en el núcleo, y es necesaria para la importación y para la ex- 
portación nuclear. 

Como otras GTPasas, la proteína Ran es un interraptor molecular que existe en dos es- 
tados conformacionales, dependiendo de si está unida a GDP o a GTP (se describe en el 
Capítulo 3). Dos proteínas reguladoras específicas de Ran disparan la transformación entre 
estos dos estados: una proteína citosólica activadora de GTPasa (GAP: GTPase ectivating 


- protein), que induce la hidrólisis de GTP convirtiendo Ran-GTP en Ran-GDE y un factor 


nuclear intercambiador de guanina (GEF: guanine exchange factor) que activa el intercarn- 
bio de GDP porGTP convirtiendo Ran-GOP en Ran-GTP Dado que Raen-GAP se localiza en el 
citosol y Ran-GEF en el núcleo, el citosol contiene sobre todo Ran-GDP y el núcleo Ran-GTP 
Cgura 12-14), : 

Este gradiente de las dos forrnas confonmacionales de Ran dirige el transporte nuclear 
en la dirección apropiada (Figura 12-15). Por ejerapio, la unión de los receptores de Émpor- 
tación a las repeticiones EG en la cara citosólica del NPC, se produce tanto cuando el recep- 


tor está unido a su carga como cuando está Ebre, Los receptores de importación saltan de 


una repetición FG a otra. Si alcanzan la cara nuclear del complejo de poro, Rar-GTP se une 


importación nudear 


Figura 12-13 Receptores de importación 

el nádeo. (A) Muchos receptores de 
importación msclear se tnen termo a los NPC 
como adas secuencias de localización nuclear 
sobre las proteínas que son transportadas. En 
este ejemplo, las proteínas transportadas 1,2 
y 3 contienen diferentes señales de 
localización nuclear y, por lo tanto, seunen 
a diferentes receptores nucleares de 
ienportación. (B) La proteína transportada 4 
precisa de una protefna adaptadora para 
tundese a sta receptor de importación nuclear 
Los adaptadores están refacionados desde un 
punto de vista estructural con los receptores 
de importación nuclear y reconocen señales 
de localización nudearen proteínas a 
transporter, Tarnbién contienen señales de 
localización nuclear que les permiten unirse 
aunreceptor de importación, 


TRANSPORTE DE MOLÉCULAS ENTRE EL NÚCLEO Y EL CITOSOL 


a ellos y sí llegan cargados con alguna molécula, la unión de Ran-GT? hace quelos recepto- 
res de importación liberen su carga (Figura 12-16). Dado que en el citosal Rau-GDP no se 
une á los receptores cargados, la descarga únicamente se produce en la cara nuclear de los 
NPC. De esta forma, la localización nuclear de Ran-GTP da lugar a la direccionalidad. 
Una vez que se libera la carga en el núcleo, el receptor de importación vacío unido a 
Ran-GTP es devuelto al citosol a través del complejo de poro. Allí, Ran-GAP activa a Ran-GTP 
a que hidrolice el GTP al que está unido, transformándose en Ran-GDP; entonces, el recep- 
tor de importación está de nuevo listo para otro ciclo de importación nuclear. 

. La exportación nuclear se realiza mediante un mecanismo similar, excepto que 
Ran-GTP en el núcleo favorece le unión de la carga alos receptores de exportación en lugar 
de disociarlos de ella. Cuando el receptor de exportación se desplaza a través del poro hacia 
el citosol, su Ran-GTP encuenta una Ran-GAP e hidroliza su GYP Como resultado de ello, el 
receptor de exportación libera se carga y la Ran-GDP en el citosol, Los receptores de expor- 
tación vacíos son. devueltos entonces al núcleo y completan el ciclo (véase la Figura 12-15), 


El transporte a través de los NPC se e regula contoando 
el acceso a la maquinaria transportadora 


Algunas proteínas, como las que se unen a los mENA recién sintetizados en el núcleo, pre- 
sentan tanto señales de localización nuclear como señales de exportación del núcleo. Estas 
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Figura 12-14 La compertimentadón 

de Ran-GD? y Ran-GTP. La localización de 
Ran-GDP en el citosol y de Ran-GTP en el 
núcleo es consecuencia de la localización de 
dos proteinas reguladoras de Ran: la proteína 
activadora de la actividad GTPasa de Ran 
(Rar-GAP) que se localiza en el citosol, 

y el factor intercambiador de guanina 

de Ran (Ran-GEF), que se encuentra unido 

a la crornatina y que, por lo tanto, se 
encuentra en el núcleo. 


Figura 12-45 Modelo que explica cómo la 
hidrólisis de GYP por Ran en el citosol dirige 
el transporte nuclear, El desplazamiento, 4 
través del NPC, de receptores de transporte 
nuclear cargados se produce a lo largo de 
las repeticiones FG que presentan ciertas 
proteínas NPC. La localización diferencial 

de Ban-GTP en el núcleo y de Ran-GOP en el 
citosol aporta direccionalidad fechas rojas) 
tanto a la importación nuclear [izquierda] 
corrio a la exportación nuclear (derecha). 
Ran-GAP estimula la hidrófisis de STP para 
producir Ran-GOP en el lado ditosólico 

del NPC (yéase la Figura 12-14). 

Ren-GDP es importado al núcleo por su 
propio receptor de importación, especifico 
para la conformación de Ras Unida a GDP. 
El receptor Ran-GDP no está relacionado 


- estructuralmente con las principales famillas 
- de receptores de transporte nuclear. Sin 


“embargo, también se une a repeticiones de 
FG en proteínas de NPC y salte al otro 
tado del NPC. 
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proteínas se desplazan de forma constante entre el mácieo y el citosol. La distribución en un 
mornento dado de estas proteínas lanzadera dependerá de la relación entre sus velocidades 
de exportación y de importación al núcleo. Si la velocidad de importación es superior ala de 
exportación, se encontrarán sobre todo en el núcleo, Por el contrario, si la velocidad de ex- 
portación supera a la de importación, se encontrarán findamentalmente en el citosol, Asi 
pues, cambios en las velocidades de importación, de exportación o de ambas cambian la lo- 
calización de la proteína. 
Algunas proteínas lanzadera se desplazan de forma constante hacia dentro y fuera del 
mácleo, En otros casos, san, embargo, su transporte está estrictamente controlado. Como se 
describe en el Capítulo 7, las células controlan la actividad de algunas proteínas de regula- 
ción génica manteniéndolas fuera del núcleo hasta que son necesarias en dicho comparti- 
miento (Pigura 12-17). En muchos casos, las células conirolan el transporte regulando las 
señales de localización y de exportación nucleares; éstas pueden ser activadas o inactivadas, 
mediante fosforilación de aminoácidos cercanos á las secuencias señal (Figura 12-18). 
Otras proteínas de regulación génica se unen a proteínas citosólicas inhubidoras que las 
retienen en el citosol (probablemente mediante interacciones con el citoesqueleto 0 con or- 
gámulos específicos) o enmascaran sus señales de localización nuclear impidiendo que inte- 
ractúen con los receptores de importación nuclear. Un estímulo apropiado libera la proteína 


. de regulación génica de su anclaje citosólico o de la proteína que lo enmascaraba, por lo que 


ahora será transportada al núcleo. Un ejemplo importante al respecto es la proteína regula- 
dora latente que controla la expresión de los genes implicados en el metabolismo del coles- 
terol. La proteína es producida y almacenada en una forma inactiva como una proteína 
tansmembrana en el ER. Cuando se produce una carencia de colesterol, la proteína sale del 
ER hasta el complejo de Golgi, donde encuentra unas proteasas específicas que la cortan y li- 
beran su dontinio citosálica en el citosol. Este dominio es importado al núcleo donde activa 
la transcripción de genes necesarios tanto para la adquisición de colesterol como para su 
sintesis, 

Corzo se explica con detalle en el Capítulo 6, las células controlan la exportación del 
MENA desde el núcleo de una manera similar. Las proteínas que guían el mBNA hasta el ex- 
terior del núcleo se cargan sobre el RNA de forma que tiene lugar su síntesis y su madura- 
ción. Una vez alcanzan el citosol, las proteínas se separan del RNA y vuelven rápidamente al 
núcleo, Orros RNA, coma los saRiNA y los IRINA, son exportados por diferentes receptores de 
exportación muciear, 


Figura 12-17 Control del transporte nuclear en el embrión de la mosca, 

La proteína reguladora génica dorsal se expresa uniformemente en todo este 
embrión temprano de Orosophila, que se muestra en una sección transversal, 

La proteína ha sido teñida con una enzima acoplada a un anticuerpo que da lugar 
a un producta marrón. Sólo es activo en las células del fado ventral abajo) del 
embrión, donde se encuentra en el núcleo. (Cortesía de Siegfried Roth] ' 
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Figura 12-16 La unión de Ran-STP puede 
provocar la Hhberación de la carga por el 
receptor de importación. (A) Estructura DA: 
delos receptores de transporte nuclear e 
que unen Ran-GTP Los receptores están 
formados por riotivas helicoidales a 
repetidos que se agrupan uno encima de -* 
atro, formando estructuras flexibles en 

forma de arco, que pueden adoptar verlas 
conformaciones en respuesta a las proteínas 
de carga o a Rar-GTE Obsérvese que las 
proteínas de carga y Ran-GT? se unen a varias 
reglones diferentes del arco, Ran-GYTP está 
recubierto parcialmente por un bucle 
conservado trojo] del receptor, que se cree 
que es importante para la unión de la carga, 
cuando el receptor no está unido a Ran. 

(8) ido de carga en el citosol y de descarga 
enel nócieo de tn receptor de importación 
nuclear. (A, adaptado de YM, Chook y . E 
G. Blobel, Nature 399: 230-237, 1999, Con la ÓN 
autorización de Macmillan Publishers Ltd.) E 
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La envoltura nuclear se desorganiza durante la mitosis 


La lámina nuclear, localizada sobre la cara nuclear de la membrana nuclear interna, es ma 
red de subunidades proteicas interconectadas, denominadas laminas nucleares. Las larni- 
nas son tn tipo especial de filamentos intermedios (descrito en el Capítulo 16) que poli- 
merizan formando una red bidimensional (Figura 12-18). La lámina nuclear de forma 
y estabilidad a la envoltura nuclear, a la cual se halla anclada por la unión de los NPC y pro- 
tefrias integrales de membrana de la membrana nuclear interna. La lámina también inte- 
racciona directamente con la cromatina, que a suvezlo hace con proteínas integrales de la 
membrana muelear interna. Junto con la lámina, estas proteínas internas de membrana ac- 
tían como unión estructural entre el DNA y la envoltura nuclear. 

Cuando el núcleo se desorganiza durante la mitosis, la lámina nuclear se despolimeriza, 
El desensamblaje es debido, al menos parciabmente, a la fosforilación directa de las laminas 
nucleares por acción de la quinasa dependiente de cictina Cadk que es activada al inicio dela 
mitosis (descrita en el Capítulo 16). Al mismo tiempo, diferentes proteínas de la raernbrana 
nuclear interna son fosforiladas y los NPC se desensarmblan y se dispersan por el citosol. 
Durante este proceso algunas proteínas NPC se unen a los receptores de importación nu- 
clear, que desempeñan un papel importante en el reensambiaje de los NPC al final de la mi- 
tosis. Las proteínas de membrana de la envoltura nuclear -que ya no están unidas a los 
coraplejos de poro, cromatina o lámina nuclear se dispersan a través de la merabrana del 
FR. La proteína motor dineína, que se desplaza a lo largo de los microtúbulos (se describe en 
el Capítulo 17), participa de forma activa en separarla envoltura nuclear de la cromatina. En 
conjunto, estos procesos rompen las barreras que normalmente separan el núcleo y el cito- 
sol, de focma que las proteínas nucleares, que ya no están unidas ná a las menibranas ni alos 
cromosomas, se diluyen en el citosol de la célula en división (Figura 12-20). 

Al final de la mitosis, la envoltura nuclear se reorganiza sobre la superficie de los cro- 
mosómas. Además de su papel crucial en el transporte nuclear, Ran-GTPasa también actúa 
como marcador posicional para la cromatina durante la división celular, cuando los campo- 
nentes del núcleo y del citosol están mezclados. Dado que Ran-GEF permanece unida a la 
cromatina después de que la envoltura maclear se haya roto, las moléculas de Ran cercanas 
ala cromatina están fundementelente vidas a GTP en su conformación. Por el contrario, 
las moléculas de Ran alejadas tienen una gran facilidad de encontrarse con Ran-GAB que 
está distribuida por el cirosol, por lo que estas moléculas de Ran están sobre todo unidas a 
GDP en su conformación. 

Por lo tanto, la cromatina de las células mitóticas está rodeada por una capa de 
Ran-GTP Esta capa desplaza localmente los receptores de importación nuclear de las prote- 
ínas NPC, que empiezan el proceso de ensambiaje de los NPC unidos a la superficie de las 
cromosomas, Al roismo tiempo, las proteínas de la membrana nuclear interna y las laminas 


Figura 12-18 Control de la importación 
nucicar durante la activación de la célula Y. 
<AGTT> El factor nuclear de las cólulas T 
activadas (NF-AT: nucdear facror obecthvoted YT 
cells) es una proteína reguíadora de genes 
que, enfa célula en reposo, se encuentra en 
el dtosal er un estado fosforilado, Cuendo 
los céhitas T están activadas por antígenos 
extraños ise explica en el Capítulo 25) 
aumenta la concentración de Ca?t 
intracelular, A elevadas concentraciones de 
Ca? la proteína fosfatasa calcineurína se tine 
aNF-AT y se desfostorila. La desfostorilación 
deja expuestas señales de imporiación 
nuclear y oculta una señal de exportación. 
del núcdeo, El cormplejo formado por NF-ATy 
calcineurios es importado al núcleo, donde 
NE-AY activa la transcripción de varios genes 
que codifican proteínas de reembrana 
necesarias para la activación de las células T, 
La respuesta cesa cuando disminuyen los 
niveles de Ca?*, liberando NF-AT a partir de 
calcineurina. La refosforliación de NF-AT 
inactiva las señales de importación nuclear, 
vuelve a exponer la señal ruclear de 
exportación y provoca que el NF-AT pase 
al citosol, Algunos de los medicamentos 
inmviunosuptesores más potentes, incluyendo 
la ciclosporina A y FK506, inhiben ta 
capacidad de la calcineurina para 
desfosforilar NP-AT y de esta manera 
bloquean la acumulación nuclear de NF-AT y 
la activación de la célula Y. 


Figura 12-19 La lámina mucdlear 
Hlectromicrografía de una porción de la 
lámina nuclear en un oacito de Xenopus 
preparado por sublimación y sombreado 
metálico. La lárnina está formada por 

* una red regular de filamentos intermedios 
especializados. (Cortesía de Ueli Aebi) 
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desfosforiladas se unen de nuevo a la cromatina. Las membranas del ER rodean grupos de 
cromosomas y continúan fusionándose hasta que se forma de nuevo una envoltura nuclear 
completa. Duzante este proceso, los WNPC inician la reimportación activa de proteínas que 
presenten secuencias de localización nuclear. Dado que inicialmente la nueva envoltura nu- 
clear está situada muy cerca de la superficie de los cromosomas, al formarse el núcleo de 
nuevo excluye todas las proteínas de la célula excepto aquellas que están unidas a los cro- 
mosomas mitóticos y las que son importadas de forma selectiva a través de los NPC. De es- 
ta forma, todas las demás proteínas grandes se mantienen fuera del nuevo núcleo. 

Las señales de localización nuclear no son eliminadas después del transporte hacía el 
núcleo, probablemente porque las proteínas nucleares tienen que ser importadas al núcleo 


“Varias veces después de cada división celular. Por el contrario, cuando una molécula de pro- 


teína ha sido importada a cualquier otro orgánulo rodeado de membrana, se transmite de 
generación a generación en el interior del compartimiento y no necesita ser translocada de 
nuevo. En este taso, por lo general la secuencia señal de estas moléculas es eliminada des- 
pués de la translocación proteica. 


Como se expone en el Capítulo 17, la capa de Ran-ST?P que envuelve la cromatina tam- 


bién es importante en el ensamblaje del huso mitótico en una célula en división. 


Resumen 


" Lé erivoliura muclear está formada por una membraria nuclear ínterna y otra externa. La membre- * 


na nuclear externa es continua con la membrana del ER; el espacio entre ésta y la membrana nu- 
clear interna es continuo con el lumen del ER. Las moléciclas de RNA, que son fabricadas en el 
núcleo, y las subnidades ribosomales que son ensambiadas también en el núcleo, son exportadas al 
citosel; porel contrario, todas las proteínas que son funcionales en el núcleo han sido sintetizados en. 
el citosol e importados. El intenso tráfico de materiales entre el núcleo y el citosol tiene hugar a través 
de los complejos de poro nuclear INPC) que proporcionan una vía de paso a través de la envoltura 
nucleaz: Las moléculas pequeñas difunden pasivamente a través de los NPC, pero las grandes ma- 
cromolécules deben ser transportadas de forma activa, 


<ceomosoma 
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PROFASE 


DESFOSFORILACIÓN 
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Figura 12-20 Rotura y hueva formación 
de fa envoltura nuclear durante la mitosis, 
La fosforilación de tas laminas induce el 
desensambiaje de la lámina nuclear, que 
contribuye a la rotura de la envoltura nudezr, 
Se cree que la desfostorilación de las laminas 
facilita la reversión de este proceso, Algunas 
nucleoporinas y proteinas del interior de la 
membrana nuclear siguen un cicio análogo 
de fosforilación y desfostorilación; algunas de 
estas desfosforilaciones también participan 
en el proceso de reensamblaje mostrado, 
Como ya hernos indicado, iniclalmente la 
envoltura nuclear se repliega alrededor de las 
cromátidas descondensadas. Por última, 
cuando progresa la descondensacion, estas 
estructuras se funden: formando un solo 
núcieo completo, 
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Las proteínas que presertan señales de importación nuclear son transportadas de forma acti- 
va hacía el núcleo a través de los HPC ruentras que las moléculas de ENA y las subunidades riboso- 
males reción fabricadas contienen señales de exportación nuclear que dirigen su transporte activo 
hacía fuera, a través de los NPC, Algunas proteínas, incluyendo los receptores de importación y los de 
exportación, viajen continuamente entre el citosol y el núcleo, La Ran-GTPase aporta sario la ener- 
gía libre como la direcclonatidad at transporte nuclear. Las células regulan el transporte de las pro- 
teínas nucleares y de las moléculas de RNA a través de los NPC controlando el acceso de estas 
moléculas a la maquinaria de transporte. Dado que las secuencias de localización nuclear no son 
eliminadas, las proteínas mucteares pueden ser importadas varias veces, tal corro se requiere cada 
vez que el núcleo se reorganiza después de la mitosis. 


TRANSPORTE DE PROTEÍNAS AL INTERIOR 
DE MITOCONDRIAS Y CLOROPLASTOS 


Las mitocondrias y los cloroplastos son orgánulos rodeados por una doble membrana (se 
describe en el Capítulo 14). Están especializadas en la síntesis de ATP utilizando la energía 
producida mediante el transporte electrónico y la fosforilación oxidativa en las mitocon- 
drias, y mediante la fotosíntesis en los cloroplastos. A pesar de que ambos orgánulos contie- 
nen su propio DNA, sus ribosoraas y otros componentes necesarios para la síntesis proteica, 
la mayotía de sas proteínas están codificadas en el núcleo celular y son importadas desde el 
citosol. Cada proteína importada tiene que alcanzar el subcompartimiento determinado en 
el que es funcional. 

En las mitocondrias existen dos subcompartimientos: el espacio de la matriz y el espa- 
cio intermembrana. Éstos compartimientos están definidos por las dos membranas mito- 
condriales concéntricas: la membrana interna, que forma extensas evaginaciones, las 
crestas, y encierra el espacio de la matriz, y la membrana externa, que se halla en contacto 
con el citosol (Figura 12-214). En los cloroplastos existen estos dos subcompartimientos 
más otro adicional, el lamado espacio tilacoidal, que está delimitado por la membrana tila- 
coidal (Figura 12-218). Cada uno de estos subcompartimientos de mitocondrias y cloro- 
plastos contiene una dotación específica de proteínas. 

Las mitocondrias y los cloroplastos se generan mediante el crecimiento de orgánulos 
preexistentes, seguido de su fisión (descrito en el Capítulo 14). Su crecimiento depende so- 
bre toda de las proteínas que importa del citosol. Para ello es preciso que las proteínas sean 
transportadas a través de varias membranas de forma sucesiva y se sitíen adecuadamente. 
A veces, al proceso del desplazamiento de las proteínas a través de las membranas se le de- 
nomina translocación de proteínas. En esta sección explicamos cómo ocurre, 


La translocación a la matriz mitocondrial depende 
de una secuencia señal y de translocadores de proteínas 


Por lo general, las proteínas importadas a la mitocondria son captadas desde el citosol po- 
cos segundos o minutos después de su Bberación de los ribosomas. A'diferencia de las pro- 
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Figura 12-21 Subcompartimientos de la 
mitocondria y del cloroplasto. A diferencia 
de las crestas de la mitocondria (A), los 
tilacoides del cdloropiasto (B) no están 
conectados a la membrana interna sino que 
forman un compartimiento con Un espacio 
interno independiente (véase la Figera 12-3), 
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(A) 


teínas que se translocan en el ER, que describimos después, las proteínas mitocondriales 
son primero sinsetizadas completamente en el citosol como proteínas precursoras mito- 
condriales y después son translocadas a la mitocondria mediante ua mecanismo postraduc- 
cional. Una o más secuericias señal dirigen todas las proteínas precursoras mitocondriales a 
su subicompartimiento mitocondrial adecuado. Muchas proteínas que entran en el espacio 
de la matriz tienen una secuencia señal en su extremo N-terminal que es eliminada de in- 
mediato después de la importación por una peptidasa señal, Otras, incluyendo todas las de 
la membrane exteraa y algunas de la membrana interna, Benen una secuencia señal interna 
que no es eliminada. Las secuencias señal son necesarias y suficientes paxa inducir la imn- 
portación y la correcta localización de las proteínas: cuando se utilizan técnicas de ingenie- 
ría genética para unir estas señales a cualquier proteína citosólica, las señales dirigen la 
proteína hacia el subcompartimiento mitocondrial adecuado, 

Las secuencias señal que diigen las proteínas precursoras al espacio de la matriz imito- 
condríal son Jas mejor conocidas. Todas ellas forman una hélice au anfíífica, en la que todos 
los restos cargados positivamente se localizan en un lado de la hélice y todos las restos hi- 
drofábicos no cargados se agrupan en el lado opuesto. Las proteínas receptoras que inician 
la translocación reconocen esta configuración más que la propia secuencia de aminoácidos 
Eigura 12-22. 
por complejos proteicos formados por varias subunidades que acrían como transiocadores 
de proteínas (Figura 12-23): el complejo TOM transfiere proteínas a través de la reambrana 
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Figura 12-22 Secuencia señal para la 
importación de proteínas ada mitocondria. 
La citocrorno oxidasa es tm gran complejo 
multiproteico localizado en la membrana 
mitocondrial interna, donde actóa como la 
enzima terminal de la cadena de transporte 
electrónico (se explica en el Capltudo 14), 

(A) Los 12 primeros aminoácidos del precursor 
de la subunidad W de esta enzima son 
suficientes como secuencia señal para dirigir 
el transporte de esta subunidad a la 
mitocondria. (8) Cuando la secuencia señal 

se pllega en forma de hélice a, los residuos de 
amincácido cargados positivamente len rojo] 
se agrupan en uña cara de la hélica mientras 
que los residuos de aminoácido no polares 
ten amarillo) se hallan agrupados sobre todo 
en la cara opuesta, Los aminoácidos de cadena 
lateral pofar no cargada se muestran; en azul, 
Todas las secuencias señal que dirigen las 
proteinas a la matiz mitocondrial tienen 

la capacidad de formar una hélice ar, que 

es reconocida por proteínas receptoras 
especificas enla superficie mitocondrial, 

(O) Estructura de la secuencia señal de la 
alcohol deshidrogenasa, otra enzima de la 
matriz mitoconarjal, unida a un receptor 

de importación determinado por NMA, La 
hélice a anfífílica se une a esta cara hidrofóbica 
en la ranura del receptor, (C, adaptado de Y, 
Abe et al, Cell 109:551-564, 2000, Can la 
autorización de Elsevier) 


Figura 12-23 Trapstocadores proteicos en las 
membranas mitocondriales. Los complejos 
TOM, TIM, SAM y OXA son conjuntas de 
proteínas multiméricas de membrana que cata- 
lizan el ransporte a través de las membranas 
mitocondriales. Los camponentes proteicos de 
los complejos TIBA22 y YIRA23, que recubren el 
canal de vanslocación, son similares entre si, lo 
que sugiera un origen evolutivo común. Uno 
de los componerzes del centro de TIM23 corr 
tiene una hélice q que se extiende hacía fuera y 
se inserta en la merbraga mitocondrial exter- 
na; fa estructura de este complejo atraviesa a la 
vezdos membranas. . 

En la cara de la matriz, el complejo TIM23 está 
unido a un complejo proteico que contiene la 
proteína Hsp7O, que actúa como un 
importador de AfPasa utilizando la hidrólisis 
del ATP para pasar proteínas por el poro. 


a dr 
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externa y dos complejos TIM, los complejos TIM23 y TIM22, transfieren proteínas á través de 
la inembrana interna. TOM y TIM son nombres que significan respectivamente iransloca- 
dores de la merabrana externa (transtocator of the outer menbrane) e interna liransiocator of 
the inner membrane], Estos coraplejos contienen algunos componentes Que actian como 
receptores de los precursores de las proteínas mitocondriales y otros que forman los canales 
de translocación. 

El complejo TOM es necesario para la importación de todas las proteínas mitocondila- 
les codificadas por el núcleo celular. Es responsable del transporte de las secuencias señal 
hasta el espacio intermembrana y ayuda a insertar las proteínas transmembrana en la mern- 
brana externa, Entonces, unas proteínas en conformación de barril f, que son especialmen- 
te abundantes en la membrana externa, pasan sobre otro transiocador, el complejo SAM, 
que le ayuda a plegarse de forma adecuada sobre la merbrana externa. El complejo TIM23 
transporta algunas proteínas solubles hasta el espacio de la mabríz y facilita la inserción de 
las proteínas treosmembrana en la membrane imerna. El complejo TIM422 rmedia la inser- 
ción de una subclase de proteínas de la mermbrana interna, incluyendo el transportador, que 
transportan ADP ATP y fosíaro hacia dentro y hacia fuera de la mitocondria. Un tercer trans- 
locador en la membrana mitocondrial interna es el complejo OXA, que media la inserción 
de las proteínas de membrana interna sintetizadas en la mátocondiia. También participa en 
la inserción en algunas proteínas de membrana intema importadas inicialmente transpor- 
tadas al espacio de la matriz por otros complejos. 


Los precursores de las proteínas mitocondriales son importados 
como cadenas polipeptídicas desplegadas 


Casi todo lo que se conoce £cerca de los mecanismos moleculares de la importación de pre- 
teínas por las mitocondrias procede de experimentos en los que se han utilizado sistemas de 
transporte reconstituidos, libres de células, en los que mitocondrias purificadas importen 
precursores proteicos marcados radiactivarmente en un tubo de ensayo, Cambiando las con- 
diciones de incubación es posible establecer los requerimientos bioquénicos para la im- 
portación. : 

Los precursores de proteínas rinitoconedriales no se pliegan en sus conformaciones 
nativas después de ser sintetizados, sino que permanecen desplegados en el citosol gracias 
a intersecciones con otras proteínas. Algunas de estas proteínas 50n proteínas chaperoneas de 
la familia Hsp7O (descritas ea el Capítulo 6) mientras que otras son específicas de las pro- 
teínas mitocondriales y se unen a $us secuencias señal Todas las proteínas que interactian 
contribuyen a evitar que los precursores de las proteínas se agreguen o se plieguen antes de 
entrar en contacto con el complejo TOM en la membrana mitocondrial externa. Como pr- 
mera etapa en el proceso de importación, los precursores de importación del coraplejo TOM 
se unen a la secuencia señal del precursor de la proteína mitocondrial. En ese momento, las 
proteínas que interactúan se separan y la cadena polipeptídica desplegada es enviada -con 
la secuencia señal en primer lugar—a través del canal de translocación. 

En principio, una proteína puede alcanzar el espacio de la matriz mitocondrial cruzan- 
do las dos membranas, primero a y luego la otra, o pasando a través de ambas membra- 
nas a la vez. Podemos distinguir entre estas dos posibilidades enfriando un sistema de 
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Figura 12-24 Las proteínas que son 
transportadas a la matriz mitocondrial 
atraviesan ala vez de forma transitoria 
tanto la membrana externa coma la interna 
de la mítocendria, Cuando se incuban 
mitocondrias sistadas a 5" con un precursor 
de una proteína, el precursor sólo se 
transloca parcialmente a través de las. 
membranas mitocondriales. En la matriz 
mitocondrial se elimina el péptido señal 
N-terminal len rojo); pero la mayor parte de la 
cadena polipeptídica permanece fuera de la 
mitocondriía donde es accesible a enzimas 
proteolíticas añadidas desde el exterios, 

Al volver a calentar la preparación a 25 “C, 

el proceso de translocación se completa, 
Cuando se halla en el interior dela 
mitocondria, la cactena polipeptidica está 
protegida de las enzimas proteolíticas 
añadidas. Como control, cuando se añade 
un detergente para romper fas membranas 
mitocondriales, las proteinas importadas 
pueden ser degradadas por la misma: 
proteasa, 
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Figura 12-25 importación de proteinas a la 
mistocondria. <ACGG> La secuencia señal 
Naerminal de le proteina mitocondrial 
precursora es reconocida por los receptores 
del complejo TOM, Entonces, la protelna 


secuencia 


es translocada por el complejo TIM23 de 
forma que transitofamente atraviesa ambas 
membranas en los sitios de contacto o cerca 
de ellos. La secuencia señal es eliminada por 
acción de la peptidasa señal en la matriz y 
forma la proteína radura. La secuencia señal 
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| importación mitocondrial libre de células para detener las proteínas en algún paso interme- 
¡ dio del proceso de translocación. El resultado es que las proteínas paradas ya no contenían pS 
la secuencia señal de su extrerno N-tezxminal, lo que indicaba que st: extrerno N-terminal ya VAR 
E había alcanzado el espacio de la matriz, donde se localiza la peptidasa señal. Sin embargo, la EE 
Ñ | mayor parte de la proteína podía ser degradada desde el exterior de la mitocondria median- 
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te proteasas añadidas exteriormente (Figura 12-24). Claramente, les proteínas precursoras 
pueden pasar a través de ambas membranas mitocondriales a la vez para entrar en el espa- 
cio de la matriz (Figura 12-25). Se cree que en primer lugar el complejo TOM transporta la 
secuencia señal a través de la membrana externa hasta el espacio intermerabrana, donde se 
une al complejo TIM y abre el canal del corapiejo; entonces, la cadena polipepuídica entra en 
el espacio de la matriz o se inserta en la membrana interna. 

Aunque por lo general los complejos TOM y TIM trabajan juntos transportando las pro- 
tefnas precursoras a través de las dos membranas a la vez, también pueden actuar indepen- 
dientemente. Por ejemplo, en membranas externas aisladas, el complejo TOM puede 
transiocar la secuencia señal de una proteína prectrsora mitocondrial a través de la mern- 
brana. De manera similar, si la membrana externa es eliminada de forma experimental de 
mitocondrias aisladas, el complejo TIM23 ahora expuesto, puede importar de forma efi- 
ciente proteínas precursoras al espacio de la matriz. : 


Figura 12-26 Papel de la energía en la 
importación de proteínas al interior de fa 
matriz mitocondrial. (1) La proteína Hsp70 E 
citosólica se separa de la proteína mediante EUA 
un proceso que depende de la hidrólisis de 
ATP. Después de la inserción iniclal de la 
secuencia señal y de las porciones 
adyacentes de la cadena polipepiídica 

en el compiejo TOM, la secuencia señal 
interacciona con el complejo TIM, 

(Y) La secuencia señal es transiocada a la 
matriz; se trata de un proceso que tequlere 
un potencial de membrana a través de la 
membrana interna. (3) La proteína Hsp70 
mitocondrial, que forma parte de un 
complejo importador de ATPasa, se une alas 
regiones de la cadena polipeptidica a medida 
que se alcanza la matriz, tirando” de la 
proteina hacía el canal de translocación, 


La hidrólisis de ATP y el potencial de membrana dirigen 
la importación de proteínas al espacio de la matriz 


> 


El transporte direccional requiere energía, que en la mayoría de los sisternas biológicos es 
aportada por la hidrólisis de ATP La importación de proteínas por la mitocondria es impulsa- 
da por la hidrólisis de ATP en dos lugares discretos: uno en el exterior de la mitocondria y el ' 
otto en la matriz (Figura 12-26). Adermás, la importación de proteínas requiere otra fuente 
de energía, que es el potencial de membrana a través de la membrana mitocondrial interna. 

El primer requeriraiento de energía ocurre en las etapas iniciales del proceso de trans” 
locación, cuando el precursor de la proteína desplegada, unida a las chaperonas, interac- 
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ciona con los receptores de importación del complejo TOM. Como se describis en el 
Capítulo 6, la unión y la liberación de polipéptidos recién sintetizados de las chaperonas de 
la familia Hsp70 requiere la hidrólisis de ATP El requerimiento de Hsp706 y ATP en el citasol 
puede ser obviado sí la proteína precursora es desplegada artificialmente antes de ser aña- 
dida a las mitocondrias purificadas. 

Una vez que la secuencia señal ha pasado a través del complejo TOM y se ha unido al 
complejo TIM, para que prosiga la translocación a través del canal de translocación TIM 
precisa de un potencial de membrana, que es el componente eléctrico del gradiente elec- 
troquímico de E? a través de la membrana interna (véase Figura 11-4). El gradiente electro- 
químico es mentenido por el bombeo de H* de la matriz hacia el espacio intennembrana, 
impulsado por Jos procesos de transporte de electrones de la membrana interna (se descii- 
be en el Capítulo 14). La energía del gradiente electroquímico de H* a través de la mermbra- 
na interna uo sólo colabora en la síntesis de la mayoría del ATP celular, sino que también 
conduce la translocación de las secuencias señal cargadas positivamente a través de los 
complejos TIM. reediante electroforesis. . 

Las Hsp70 mitocormdriales también desempeñan un papel crucial en el proceso de im.- 
portación. Las mitocondrias que contienen formas mutantes de esta proteína son incapaces 
de importar proteínas precursoras. La Hsp70 forma parte de un ensamblaje proteico forma- 
do por muchas subunidades que se encuentra unido al lado de la matriz del complejo TIM23 
y que actúa como un motor estirando la proteína precursora hacia el espacio de la matriz. 
De la raisma forma que su “pariente” citosólica, la Hsp70 mitocondrial tiene una alta afini- 
dad por las cadenas polipeptídicas desplegadas y se une con fuerza a una proteína de im- 
portación, en cuanto emerge desde el translocador TIM al interior del espacio de la matriz. 
A continuación, la Hsp70 libera la proteína en un proceso dependiente de ATP Se cree que 
este ciclo de unión y separación de la proteína, dependiente de energía, es el que aporta la 
energía necesaria para compietar la importación de tina proteína una vez se ha insertado en 
el complejo TIM23 (véase la Figura 12-26). 

Tras la interacción inicial con la Hsp70 mitocondrial, muchas proteínas importadas a la 
matriz son transferidas a otra proteína chaperona, la Asp60 mitocondrial. Como se ha des- 
crito en el Capítulo 6, la Hsps0 facilita el plegamiento del polipéptido desplegado mediante 
ciclos de unión y liberación con hidrólisis de ATR 


w 


Las bacterias y las mitocondrias utilizan mecanismos similares 
para insertar porinas en su membrana externa 


La membrana mitocondrial extemna, del mismo modo que la membrana extema de las bac- 
terlas Gram-negativas (véase Figura 11-8), contiene una gran cantidad de proteínas prefor- 
madas denominadas porinas, por lo-que es librernente permeable a iones inorgánicos y a 
rretabolítos (arunque no a la mayoría de proteínas). Las porinas son proteínas en barril B 
(Véase Figura 10-26) y en primer lugar son importadas a través del complejo TOM 
(Figura 12-27). A diferencia de otras proteínas de raembrana, que están ancladas a la nen» 
brana a través de regiones de hélice e, el complejo TOM no puede llevar a cabo la integración 
de las porinas en la bicapa lipídica. En lugar de ello, las porinas son transportadas primero al 
espacio intermembrana, donde se unen de forma transitoria con proteínas chaperora es- 
pecializadas que impiden que las porinas se agreguen; entonces, se unen al complejo SAM 
de la membrana externa, que inserta la porina en la membrana externa y le ayuda a plegar- 
se de forma apropiada. 
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Figura 12-27 Integración de las porínas 
enla membrana rritocondrial externa, 
Después de la translocación a través 

del complejo TOM, unas proteínas en 
conformación de barril f se unen a 
chaperonas en el espacio intermembirana. 
Entonces el complejo SAM inserta en la 
membrana externa la cadena polipeptídica 
desplegada. 


3 


E 


Leó 


tt 


E 


E AE TI A 


A A 


Nr 


4 
de 


poa 


718 Capitulo 12: Compartimientos intracelulares y clasificación de proteínas 


£F 


proteína de ta FOM 


complejo 


proteina de la 
mentrana ioterna 


mendrana ioklerna CIrOSOL 
e TS A bid 
F E complejo 
É o / coraplejo TIMZ3 A 


sequendia ? secuencia de pare 
ña 0 00 O detrensiocación: 3 


E “señal 0 a 


ESPACIO DE>> 


LA MATRIZ. 
a A 
corte por proteína del espacio 
intermenbrana 


la proteasa 


”. hageronas - 
del espacio" 
armas 


¿5 COMPLEJO TimM22 


Una de las subunidades centrales del complejo SAM es homóloga a una proteína de 
membrana externa de las bacterias que colabora a insertar proteínas en bardil B en la mern- 
brana exterior de la bacteria desde el espacio periplasmático (el espacio topológicamente 
equivalente al espacio intermembrana de las mitocondrias). Esta vía conservada para inser- 
tar proteínas en barril B constituye otra evidencia del origen endosimbiéntico de las rmáta- 
condrias. 


El transporte a la membrana mitocondrial interna y al espacio 
intermembrana mitocondrial se produce a través de varias vías 


El raismo mecanismo que transporta proteínas al espacio de la matriz, utilizando los trans- 
focadores TOM y TIM23 (véase Figura 12-25), también media la ranslocación inicial de mu- 
chas proteínas que son destinadas a la membrana mitocondrial interna o al espacio 
intermembrana. 

En la tuta de translocación más común, sólo entra en el espacio de la matríz la secuene 
cia señal N-terminal de la proteína transportada (Figura 12-284). Una secuencia de amino- 
ácidos hidroflóbicos situada estratégicamente tras la secuencia señal N-terminal, actúa 
como secuencia de final de transferencia e ivapide la transferencia posterior a través de la 


+ membrana interna. Fl complejo TOM estira el resto de la proteína a través de la membrana 


externa hacía el espacio intermembrana; entonces, la secuencia señal es eliminada en la ma- 


- triz y la secuencia hidrofóbica, Eberada de TIM23, queda anclada en la menbrana interna. 


En otra vía de transporte a la membrana interna o al espacio intermembrana, el com- 


- plejo TIM23 inicialmente transloca toda la proteína al espacio de la matriz (Figura 12-28B). 


Una peptidasa señal de la matriz elimina la secuencia señal Nuterminal, exponiendo una 
secuencia hidrofóbica en el extreno N-terminal. Esta secuencia señal guía la proteína al 
complejo OXA, que inserta en la membrana interna las proteígas que están codificadas y 
traducidas en la mitocondrda (véase Figura 12-23). Muy pocas proteínas importadas utilizar 
esta vía. En la merabrana plasmática de las bacterias y en la mennbrana tilacoidal de los clo- 
roplastos se encuentran translocadores muy semejantes al complejo OXA y parece que cola- 
boran en la inserción de proteínas de membrana mediante un mecanismo siodlar. 

Muchas proteínas que utilizan esta vía hasta la membrana interna permanecen ancla- 
das en ella a través de su secuencia señal hidrofóbica (véase Figura 12-284 y B). Otras, sin 
embargo, son liberadas en el espacio intermmembrane por una proteasa que elimina el an- 
claje a la membrana (Figura 12-280). Muchas de estas proteínas liberadas permanecen uni- 
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Figura 12-28 Importación de proteínas 
desde el diosol hacia la membrana 
mitocondrial interna y el espacio 
intermembrana.1A) La secuencia señal 
N-terminal (rojo) inicia el proceso de 
importación al espacio de la matriz (uéase 
Figura 12-25). Una secuencia hidrofábica 
fharanjaj que sigues la secuencia de 
direccionamiento a la matriz se ne al 
tanslocadorTiM23 de la mernbrana 

interna y detiene la translocación. El resto 
de fa proteína es “estirada” hacia el espacio 
intermembrana, a través del translocador 
TOM de la membrars externa, y la secuencia 
hidrofóbica se libera dentro de la membrana 
interna. (8) Una segunda ruta de integración 
de la proteína en la membrana interna libera 
completamente la proteína en el espacio de la 
matriz El corte de la secuencia señal (rojo), 
utilizado para la translocación inicial, 
desenmascara una secuencia señal 
hidsofóbica adyacente naranja) en el nuevo 
segmento N-terminal. Entonces esta señal 
dirige la proteína al interior de la mernbrana, 


tílizando la misma vía dependiente de 


OXA que inserta las proteínas que han sido. 
codificadas por el genorna mitocondrial 

y traducidas en el espacio de la matriz. 

(O) Algunas proteínas solubles del espacio 
intermembrana también pueden seguir le vía 
que se muestra en (A) y (8) antes de quedar 
liberadas en el espacio intermembrana por 
acción de na segunda peptidasa señal que 
se activa en el espado intermembrana y 

que elimána la secuencia señal hidrofóbica, 
(DF Los transporradores de metabolitos tenen 
secuencias señal internas y setpentean porel 
carmplejo TOM como un bucte, Entonces se 
unen en el espacio intermembrana con los 
chaperonas, que guían a las proteínas al 
compleja TIMZ2. El complejo TiBA22 está 
especializado en la inserción de proteínas 
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TRANSPORTE DE PROTEÍNAS AL INTERIOR DE MITOCONDRIAS Y CLOROPLASTOS 


das a la superficie externa de la membrana mitocondrial loterna como subunidades pertié- 
ricas de corapiejos proteicos que también contienen proteínas tragsmemnbrana. 

Las mitocondrias son el principal lugar de síntesis de ATP en la célula, pero también 
condenen mumerosas enzimas metabólicas, como las del ciclo del ácido cítrico. Por elo, 
adernás de proteínas, las mitocondrías deben transportar pequeños metabolitos a través de 
sus membranas. A diferencia de la mernibrana externa, que presenta porinas que la hacen 
permeable a las moléculas pequeñas, la membrana interna no es permeable, Por el contra- 
río, uma familia de proteínas transportadoras específicas de metabolito transportan un gran 


número de pequeñas moléculas a través de la membrana Ínterna. En levaduras estos tranas- > 
portadores comprenden una fenália de 35 proteínas, siendo las más abundantes el transpor 


tador ATB ADE y fosfato, Son proteínas transmembrana de multipaso que no Henen 
secuencias eliminables en su extremo N-tenminal, pero que cootienen secuencias señal ir- 
ternas. Cruzan el coraplejo TOM de la membrana externa y unas chaperonas del espacio 
intermernbrana las guían el coroplejo TIM22, que las inserta en la membrana iotera rme- 
diante un proceso que requiere el potencial de membrana, pero ho Hsp0 mitocondrial ru 
£TP (Figura 12-280). Es probable que la distibución energéticamente favorable de las 18- 
giones hidrofóbicas transmenbrane en la membrana loterna también colabore en el desa- 
rrollo de este proceso. 


Dos secuencias señal dirigen las proteínas a la membrana 
tilacoidal de los cioroplastos 


El xansporte de proteínas hacia el inverior de los cloroplastos se parece al transporte al inte- 
rior de las mitocondrías. Ambos procesos se producen después de la traducción, utilizan 
diferentes complejos translocadores en cada membrana, requieren energía y titilizan se- 


cuencias señal N-terminales anfifílicas que son eliminadas después de haber sido utilizadas. 


Sia embargo, con excepción de algunas de las moléculas de chaperona, los componentes pro- 
telcos de los coraplejos de translocación son diferentes, Áderuás, mientras que las mitocon- 
drias utilizan el gradiente electroquímico de H* a través de su membrana interna para 
impulsar el transporte, los cioroplastos, que tienen un gradiente electroquímico de H* a tra- 
vés de su membrana tilacoidal pero no a través de su menabrana interna, utilizan la hidrólisis 
de GTP y de ATP para impulsar energéticamente la importación a través de su doble mera- 
brana. Las similitudes funcionales pueden ser, por tanto, la consecuencia de usa evolución. 
convergente, reflejo de los requerimientos comunes de la translocación de proteínas a través 
de una doble menibrana. 

Á pesar de que las secuencias señal para la amportación al interior de los cloroplastos 
son semejantes a las descritas para el iransporte a las mútocondrias, ima misma célula ve- 
geral llene tanto mitocondrias coma cloroplastos y las proteínas debeu distribuirse de 
manera adecuada entre ambos compartimientos. En plantas, por ejemplo, si una enzima 
bacteríana se une de forma experimental a una secuencia N-terminal de una proteína muito” 
condrial, se dirige específicamente a las mitocondrias, mientras que sí se une en un expe- 
rimento a una secuencia N-terminal de una proteína de cloroplasto, penetra en los cloro- 
plastos. Por lo tanto, es probable que los receptores de importación a cada orgánulo distin- 
gan entre las secuencias señal diferentes. 

Los cloroplastos tienen otro compartimiento rodeado de membrana, el tilacoide, 
Muchas proteínas de los cloroplastos, entre las que se encuentran las subunidades proteicas 
del sisterna fotosintético y de la ATP sintasa (descrita en el Capítulo 14), se hallan localizadas 
en la membrana tilacoidal. Como los precursores de algunas proteínas mitocondriales, el 
transporte de estas proteínas precisoras desde el citosol hasta su destino final se produce 
mediante dos etapas. Primero pasan a través de la doble merabrana en lugares de contacto 
especiales hasta el espacio de la marriz (lemado estroma, en los cloroplastos) y luego son 
translocadas a la membrana tilacoidal o al espacio lacoidal (Figura 12-294). Los precurso- 
tes de estas proteínas tienen una secuencia señal hidrofóbica del tilacoide situada a conti- 
nuación de la secuencia señal N-terminal del cloroplasto, Cuando la secuencia señal 
Necerninal ha sido utilizado pará importar la proteína al estroma, es eliminada poruna pro- 
teasa señal del estroma, deserumascarando la secuencia señal del tilacoide, que inicia el 
remsporte a través dela raerobrana del tilhacoide. 

Existen al menos cuatro vías a través de las cuales las proteínas se integran enla men 
brana tilacoidal, que se diferencian por la necesidad de chaperonas del estroma y de fuentes 
de energía (Figura 12-298). 
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A pesar de que las mitocondrias y los cloroplastos tienen ss propios sistemas genéticos, sólo prodi- : 


cen una pequeña proporción de sus propias proteínas. De hecho, ambos orgánulos importan desde 
el citosol la mayoría de sus proteínas y unlizan mecanismos similares. En ambos casos, las proteínas 


son transportadas en umvestado desplegado, a través de las membranas externa e interna, hasta el es- * 


troma. En las mitocondrias, la translocación está impulsada tanto por lo hidrólisis de ATP como por 
el potencial de membrana a través de la membrana interna, mientras que en os cloroplastos la 
translocación sólo está impulsada por la hidrólisis de GTP y de ATR Las proteínas chaperones de la 
familia de las Hsp70 citosólicas mantienen las proteínas precursoras en un estado desplegado y un 
segundo grupo de proteínas Hsp?0 del espacio de la matriz o del estroma "estiran” la cadena poll- 
peptídica al interior del orgánulo. Sólo son transtocadas las proteínas que contienen una secuencia 
señal específica. La secuencia señal puede estar localizada en el extrerno N-terminal y después de la 
importación se elimina, o es interna y se retiene. El transporte a la membrana interna a veces utili- 
za tuna segunda secuencia señal hidrofóbica que es desenmascarada cuando se elimina la primera 
secuencia. En los cioroplastos, la importación desde el estroma hasta el tilacoide se realiza por varias 
rutas que sediferencian por las chaperonas y por las fuertes de energía. 


PEROXISOMAS 


Los peroxisornas se diferencian de las mitocondrias y de los cioroplastos en muchos aspec- 
tos, entve los que cabe destacar que estos orgénulos están rodeados por una sola membrana 
y no presentan ni DNA ni ribosomas. Dado que no Benen genoma, todas sus protefnas están 
codificadas en el núcleo, Los peroxisomas adquieren la mayor parte de sus proteínas me- 


Figura 12-29 Translocación de un precursor 
proteico de doroplasto al luterior del 
espacio tilacoidal. (A) La proteína preciarsora 
contiene una secuencia señal Naerminal de 
direccionamiento al cloroplasto len rajo), 
seguida inmediatamente por ina secuencia 
señal de direccionamiento al úlacoide len 
naranjo). La secuencia señal del doroplasto 
inicta la translocación hacta el esticrna a 
través de un sítlo de contacto mediante un 
mecanismo similar al que se utífiza para la 
translocación de las protelnas precursoras 
hacia la matriz mitocondrial, Entonces, se 
etirmina la secuencia señal y la señal de 
direccionamiento al úlacolde es 
desenmascarada, lo que inicia la 
translocación a trawés de la membrana del 
tlacoide. (B) La translocación hacia el espacio 
debtiacoide o a su menbrana puede seguir 
una de las al menos cuatro rutas posibles: 
(la ruto Sec, denorninada así porque $e 
utilizan componentzes que son homólogos 

a las proteínas Sec, proteínas implicadas en 
la vanslocación de protelnas a través de la 
membrana bacteriana [se describe más 
adelante); (2) una ruta sirnilar a SEP, 
denominada asi porque en ella participa el 
homólogo en el cioroplasto a la partícula de 
reconocimiento de la señal, o SRP (descrito 
más adelantez (3) la ruta TAT (twin erginine 
translocation; translocación de dos argininas 
gemelas), denominada así porque hay dos 
atginínas críticas en la secuencia señal que 
dirige las proteínas en esta ruta, que depende 
del gradiente de H* a través de la membrana 
del tilacoide, y (4) una ruta de inserción 
espontánea que parece que no necesita 
ningún transtocador de proteínas, 


PEROXISOMAS 


diante importación selectiva desde el citosol aunque algunas de elias eutran a la membrana 
del peroxísoma a través del ER. 

Dado que no volveremos a tratar de los peroxisornas en otro apartado, antes de hablar 
de su biosíntesis vamos a detenernos a considerar algunas de las funciones de esta familia 
diversa de orgánulos. Todas las células eucariotas tienen peroxisomas. Contienen enzimas 
oxidativas, como la catalasa y la urato oxidasa a concentraciones tan altas que en algunas cé- 
lulas los peroxisormas se reconocen en elecuomicrografías por la presencia de un nucleoide 
cristalino (Figura 12-30). 

Corno en el caso de las mitocondrias, los peroxisornas son los principales lugares de Uti- 
hización de oxigeno. Una hipótesis es que los perodsomas sean un vestigio de un orgánulo 
antiguo, que en los antecesores primitivos de las células eucariotas realizaba todo el meta. 
bolismo del oxígeno. Cuando el oxígeno producido por las bacterias fotosintéticas se acu- 
rmuló enda atenóstera, podría haber resultado altamente tóxico para la mayoría de las células, 
Los peroxisommas pudieron haber contribuido a disminuir la concentración de exígeno en 
estas células, a la vez que permitían utilizar su reactividad química para llevar á cabo reac- 
ciones útiles de oxidación. 

De acuerdo con este punto de vista, el desarrollo posterior de las mitocondrias hizo qúe 
los peroxisomas se volvieran obsoletos, dado que muchas de las reacciones bioquímicas 
(que antes se realizaban en los peroxisomas sio producir energía— fueron acopladas a la for- 
mación de ATP por medio de la fosforilación oxidativa. Por lo tanto, las reacciones de oxida- 

ción que realizan en la actualidad los peroxisomas podrían ser aquellas cuyas funciones no 
fueron asumidas por las mitocondrias. 


Los peroxisomas utilizan el oxígeno molecular 
y el peróxido de hidrógeno para realizar 
reacciones de oxidación 


Los peroxisomas se denominan así porque generadrnente contienen una o más enzimas que 
utilizan odgeno molecular para eliminar átomos de hidrógeno de sustratos orgánicos espe- 
cíficos (designados como R) a través de una reacción de oxidación que produce peróxido de 
hidrógeno (H202). 


RH + 02 > R+ H202 


La catalasa utiliza el H20) generado por otras enzinas del orgánulo para oxidar diversas 
sustancias como fenoles, ácido fórmico, formaldehído y alcohol- mediante una reacción 
de "peroxidación”: H202 + HZ —= K' + 2H20. Este tipo de oxidación es particularmente im- 
portante en el hígado y en las células de riñón, donde los perodisomas destoxifican una gran 
variedad de moléculas tóxicas que entran en la circulación. Alrededor del 25% del etanol que 
bebemos es oxidado a acetaldehído de esta manera. Además, cuando se acumula un excesó 
de 202 en la célula, la catalasa lo transforma en H20 mediante la reacción: 


24207 > 2H20 + O, 


Una de las principales funciones de las reacciones de oxidación realizadas en los pero- 
xisomas es la rotura de las moléculas de ácidos grasos. El proceso llamado $ oxidación acor- 
ta las cadenas de los ácidos grasos de forma secuencial en bloques de dos átomos de 
carbono cada vez, transformando los ácidos grasos en acetil CoA. Entonces, los peroxisomas 
exportan el acetil CoA al citosol para su reutilización en reacciones biosintéricas. En células 
de mamitfero, la B oxidación tíene lugar tanto en mitocondrias como en peroxisomas; sín 
embargo en levaduras y en células vegetales esta importante reacción sólo se realiza-en los 
peroxisomas 

Una fitación biosintética esencial de los peroxisormas en anirnales es la catálisis de las 
primeras reacciones de la síntesis de plasmalógenos, que son los fosfolípidos más abundan- 
tes de la mielina (Figura 12-31). Una deficiencia de plesmalógenos provoca profundas anor- 
malidades en la mielinización de los axones de las células nerviosas, que es una de las causas 
de que muchas deficiencias perorisomales provoquen anomalías neurológicas. 

Los peroxisornas son orgánulos muy diversos: distintas céhulas de un mismo organismo 
pueden contener incluso disíntos conjuntos de enzirnas. Tembién se adaptan de manera des- 
tacable a condiciones cambiantes. Por ejemplo, las células de levadura que crecen con azúcar 

_fienen peroxisomas pequeños, pero cuando crecen en metano! desarrollan peroxisomas gran- 
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Figura 12-30 Electromicrografía de tres 
peroxisomas en una célula de hígado 
de rata. Los inclusiones paracristafinas 
electrodensas están formadas por la 
"endirna urato oxidasa. [Por cortesía 
de Daniel S, Friend.) 
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Hgura 12-21 Estructura del plasmalágeno, Los plasmalógenos s0n muy abundantes 
en tas cobiertas rilelínicas que aíslan los axones de las células nentosas. Constituyen 
entre el 80 y el 90% de los fosfolípidos de las membranas de mielina, Además de un 
grupo de cabeza etanolamina y de una cadena larga de ácido graso unido al mismo 
núcico gliceral fosfato de los fosfolípidos, los plasmalógenos contienen un alcohol 
graso poco común que se me mediante un enlace éter labajo a la izquierda). 


des que oxidan metanol y cuando crecen con ácidos grasos, desarrollan grandes peroxisomas 
capaces de degradar ácidos grasos hasta acetil CoA por medio de la £ oxidación. 

También son importantes en las plantas. Se han estudiado en profundidad dos tipos de 
peroxisomas vegetales. Uno de ellos está presente en las hojas, donde participa en la fo- 
torrespiración (se describe en el Capítulo 14) (Figura 12-324). El otro tipo de peroxisomas se 
halla presente en las semillas en germinación, donde transforma los ácidos grasos almace- 
nados en los lípidos de las semillas en azúcares necesarios para el crecimiento de la planta 
joven. Dado que esta conversión de grasas en azúcares se realiza a través de una serie de 
reacciones conocidas como el ciclo del glioxcilato, estos peroxisomas tarmbién son denomi- 
nedos glioxrisomos (Figura 12-32B). En el ciclo del glioxilato, dos moléculas de acetil Coá, 
producidas por la degradación de un ácido graso en el peroisorna, son utilizadas para fa- 
bricax ácido suecínico, el cual sale del peroxisoma y es transformado en glucosa. El ciclo del 
glioxilato no tiene lugar en las células animales, por lo que los animales son iicapaces de 
transformar los ácidos grasos en carbohidratos, 


Una corta secuencia señal dirige la importación de proteínas 
hacia los peroxisomas 


Una secuencia especifica de tres aminoácidos (Ser-Lys-Leu), localizada en el extremo € de 
mechas proteínas peroxisomales, actúa como señal de importación (véase Tabla 12-3, 
p. 702), Otras proteínas peroxisomales tienen una secuencia señal cerca del extremo N. Si 
cualquiera de estas secuencias se une experimentelmente a una proteína citosólica, la pro- 
tefa es importada a los peroxisomas. El proceso de importación es aún bastante descono- 
cido, aunque se sabe que están implicadas proteínas receptoras solubles en el citosol que 
reconocen las secuencias de direccionamiento y proteínas de anclaje en la superficie citosó- 
lica. del peroxisoma. Al menos 23 proteínas diferentes, denominadas peroxinas, participan 
como elementos del proceso de importación que es impulsado por la hidrólisis de ATP Un 
complejo de al menos seis peroxinas diferentes forman un translocador de membrana. 
Dado que incluso las proteinas oligoméricas no tienen que desplegarse para ser importadas 
al peroxisoma, el mecanistao es diferente del que utilizan les mitocondrias y los cloroplastos. 
Al mmenos un receptor de importación soluble, la peroxina Pex5, acompaña a le proteína im- 
portada duxzante todo el proceso hasta el interior del peroxisoma y, después de liberaxse de la 
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Figura 12-32 Electromicrografía de dos * 
tipos de peroxisoamas encontrados en células 
vegetales, (A) Peroxisoma con un núcieo 
paracristalino de una célula del mesófilo de 
tna hoja de tabaco. Se crea que la estrecha 
asociación entre el peroxisoma y el cioroplas- 
to facilita el intercambio de materiales entre 
estos orgánulos durante la fotorrespiración. 
(8) Peroxisomas de una céltda almacenadora 
de lípidos en un cotiledón de una semilla de 
tomate, 4 días después de germinar En este 
caso, los peroxisomas (glioxisomas) están 
asociados con gotitas de lípidos en las que se 
almacena grasa, lo cual refieja el papel central 
de estos afloxdísomas en la movilización de las 
lípidos y en su utilización para la gluconeo- 
génesis durante la germinación de la serailla, 
(A, de S,E. Frederick y EH. Newcomá, j Cell 
Biol. 43: 343-353, 1969. Con la autorización de 
The Rockefeller Press; 8, de W.P Wergin, 

P 3, Gruber y EH. Neyecomb, 4, Ultrastruct Res, 
30: 533-557,1970, Con la autorización de 
Academic Press pe 
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carga, vuelve de nuevo al citosol Estos aspectos del transporte al peroxisoma recuerdan los 
procesos de transporte de proteínas al núcleo, 

La importancia de este praceso de impartación y de los peroxisoras se pone dramática- 
mente de manifiesto en la enfermedad hereditaria humana denominada síndrome Zellweger, 
en él que un defecto en las proteínas de importación a los peroxisomas conduce a una def- 
ciencia peroxisomal profunda. Estos individuos, cuyas células presentan peroxisomas “va- 
cios”, tienen graves anormalidades en el cerebro, hígado, y riñones, y mueren poco después 
de nacer. La responsable de una forma de esta enfermedad es una muración en el gen que Co- 
difica una proteína integral de la membrana de los peroxisormas, la peroxina Pex2, implicada 
en la importación de proteínas. La presencia de un receptor de importación defectuoso para 
la secuencia señal N-terminal provoca una enfermedad peroxisomal hereditaria más leve. 


Se ha planteado la cuestión de si los nuevos peroxisomas aparecen a partir de peroxiso-. 


mas preexistentes por crecimiento y fisión del orgánulo —y por tanto se replican de una 
forma autónoma como hemos mencionado para el caso de las mitocondrias y de los plasti- 
dios- o derivan como un compartimiento especializado del retículo endoplasmático (ER). En 
realidad, de algún modo son ciertos algunos aspectos de armbos puntos de vista (Figura 
12-33). La mayoría de las proteínas de membrana de los peroxisomas se sintetizan en el ci- 
tosol y se insertan en la membrana de peroxisomas preexistentes, mientras que otras se in. 
tegran primero en la raembrana del ER desde donde viajan como vesículas especializadas 
precursoras de los peroxisomas. Estas vesículas precursoras pueden fuslonarse unas con 
otras y empezar a bmportar proteínas peroxisomales adicionales utiizando su propia ma- 
quinaria de importación de proteínas para crecer y forma tn peroxisoma maduro, el cual 
puede entrar en el ciclo de crecimiento y fisión. : 


Resumen 


Los peroxisomas están especializados en la realización de reacciones de oxidación que usilizan oxíge- 
no molecular. Generan peróxido de hidrógeno, que es utilizado con fines oxidativos, y contienen ta- 
talasa que destruye el exceso. Como las mitocondrias y los cloroplastos, los peroxisomas son orgánulos 
autorreplicantes. Pero como no contienen ni DNA ni ribosomas, todas sus proteínas están codificadas 
én el núcleo. Algunas de estas proteínas se transportan al peroxisoma desde el ER, pero la mayoría de 
ellas son sinterizadas en el citosol. Una secuencia específica de tres aminoácidos situada cerca del.ex- 
trerno € de muchas de estas proteínas citosólicas actúa como una señal de importación peroxisomal. 
El mecanismo de importación de proteínas es diferente del de mizocondrias y cloroplastos, ya-que in- 
cluso lás proteínas oligoméricas pueden ser importadas desde el citosol sin desplegarse. 


RETÍCULO ENDOPLASMÁTICO 


Todas las células eucariotas tienen un retículo endoplasmático (ER: endoplasmic reticu- 
hum). Normalmente, su membrana constituye más de la mitad del total de la membrana de 
la cétula (véase la Tabla 122, p. 697). El ER está organizado en forma de una red laberíntica 
de núbulos ramificados y de sáculos aplanados que se extiende por todo el citoplasma 


Figura 12-33 Modelo que explica cómo 
proliferan los peroxisomas y cómo pueden 
generarse nuevos peroxisomas. 6e crea que 
fas vesículas precursoras de los peroxisomas 
aparecen por gemación del ER, No se conoce 
el mecanismo que impulsa el inicio de esta 
reacción ni cómo se selecdionian únicamente 
las proteínas perosásomales para poder 


ó empaquetarias en esas vesículas y nO 


proteínas del ER o proteínas destinados a 
otros lugares en la célula. Las vesículas” ” 
precursoras de los peroxisomas puedan 
fundirse con otras o con peroxisomas ya 
formados. La membrana de los peroxisornas 
contiene proteínas receptoras de 
importación. Los ribosornas citasólicos 
sintetizar proteínas peroxisomales, 
induyendo nuevas coplas del receptor de 
importación, que después serán importadas 
al orgánuto. Probablemente también son 
importados los lípidos necesarios para el 
crecimiento de fa membrana de las vesículas 
precursoras de los peraxisomas, aunque 
algunos de ellos pueden provenir de forma 
directa del ER. (Más adelante se describirá el 
transporte de los nidos sintetizados en el ER 
a través del citosol hasta otros orgánulos.) 
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(Figera 12-24). Los tíbulos y los sáculos están interconectados y su membrana es continta 
con la mensbrana nuclear exverna. Ásí, la membrana del ER y la membrana miclear forman 
una lámina continua que define un íínico espacio interno denominado lumen del ER o tarn- 
bién el espacio de las vesículas del ER, y que a menudo ocupa más del 10% del volumen ce- 
lular total (véase la Tabla 12-1, p. 897). 

ELER tiene un papel central en la biosíntesis celular y también constituye un alraacén 
intracelular de Caé* utilizado en las señalizaciones celulares (se describe en el Capítulo 15). 
La membrana del BR es el lugar de producción de todas las proteínas ransmembrana y lpi- 
das de la mayoría de los orgánulos celulares, incluyendo el propio ER, el complejo de Golgi, 
los lisosormas, los endosoraas, las vesículas secretoras y la membrana plasmática. La merm- 
brava del ER tarabién fabrica la mayor parte de los lípidos de las rmmembranas de las mito- 
condrias y de los peroxisomas. Adernás, casi todas las proteínas que serán secretadas al 
exterior celular —además de las que acabarán en el lamen del ER, en el complejo de Golgi o 
en los lisosomas—son transportadas inicialmente al lumen del ER. ' 


El ER es estructural y funcionalmente diverso 


Diferentes funciones del ER son esenciales para cada célula, pero la importancia relativa . 


de cada una de ellas varía nacho entre los diferentes tipos celulares. Para asemnir diversas 
demandas funcionales, diferentes regiones del ER se han especializado enormemente. Esta 
especialización funcional implica cambios extraordinarios de la estructura del ER, de forma 
que diferentes tipos celulares pueden presentar distintos tipos característicos de membrana 
de ER. Uno de los más destacables en el ER rugoso. . 

Las células de mamífero empiezan a importar la mayoría de proteínas al ER antes de 
que la cadena polipeptídica se haya acabado de sintetizar, es decir, que la importación es un 
proceso cotraduccional (Figura 12-854). Por el contrario, la importación de las proteínas a 
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* POSTRADUCCIONAL 


TRANSLOCACIÓN PE 
LA) COTRADUCCIONAL (8) 


Figura 12-34 Microgratías de Huorescencia 
del retículo endoplasmático, <1OGT> 

(A) Parte de la red del ER en una celta 

de mamifero en cultivo, teñida con un 
anticuerpo que se une a uña proteína 
retenida en el ER ENER se extiende como 
una red por todo el citoplasma de la célula, 
de forma que todas las regiones del ditosaj 
se hallan cercanas a alguna porción de la 
reembrana del ER. (8) Parte de la ted del ER 
en una célula vegetal que ha sido modificada 
genéticamente pera exprestr una proteína 
fucrescente en el ER (A, cortesía de Hugh 
Pelharn; B, cortesfa de Petra Boevink 

y Chris Hawes) 


Figura 12-35 Tranistocación cotraduccional 
y postraduccional de proteinas. 

(A) Durante la translocación cotraduccional, 
los ribosomas se unen a la membrana del ER. 
(8) Por el contrario, después del proceso de 
translocación postraduccional, los ibosormnas 
completan la síntesis de lá proteina yla 
liberan. ; OS 
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Figura 12-36 El ER rugoso y liso. (Aj Electrormicrografía que muestra el ER 
rugoso en una célula pancreática exocrína, que cada día sintetiza y secreta 
mesrabraria del ER grandes cantidades de enzirnas digestivas. El citosal está lleno de sáculos del ER 

SE E : 10) saturados de ribosomas y estrechamente apilados. En la parte superior izquierda 
se observa una porción del núdeo y de su envoltura; nótese que la membrana 
nuclear exterha, que es continua con el ER, también está recubierta de 
ribosomas. (8) Abundante ER Hso en una célula secretora de hormonas 
esteroidess, Esta electromicrografía muestra una célula de Leydig secretora de 
testosterona del testículo humano. 1 Reconstrucción tridimensional de una 
región de ER Eso y rugoso en una célula hepática, El ER rugoso forma pilas de 
sáculos aplanados orlentadas, con un espacio luminal de entre 20 y 30 nm de 
ancho. El ER Jiso está conectado a estos sáculos formando una reú de tubos finos 
de un diámetro de entre 30 y 60 nm, (A, cortesía de Lelio Orci; E, cortesía de 
Dariei 5. Friend; C, de RV. Kestic, Ultrastructure ofthe Marmnatian Cell New Yorke 
Springer Verlag, 1979) 
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las mitocondrias, a los cloroplastos, al núcleo, y a los peroxisomas es un proceso postraduc- 
cioual (Figura 12-358). En el ransporte cotraduccional, el ribosoma que está sintetizando la 
proteína está unido directarmente a la membrana del ER y permite que un extremo de la pro- 
teína se esté translocando al ER mientras el resto de la cadena polipeptídica todavía se está 
febricando. Estos ribosomas unidos a la membrana tapizan la superficie del ER, generando 
regiones denominadas retículo endoplasmático rugoso o ER rugoso (Figura 12-364). 

Las regiones del ER que carecen de ribosornas unidos se denominan retículo endo- 
plasmático liso o ER liso. La mayoría de las células tienen regiones escasas de ER liso; el ER 
está constituido por zonas lisas y zonas rugosas. Las áreas del ER hiso a partir de las que se ge- 
neran las vesículas de transporte que contienen proteínas y lípidos acabados de sintetizar 
paza ser transportados hasta el complejo de Golgi se denominan ER de transición. En deter- 

 misadas células especializadas, el ER liso es abundante y desempeña otras funciones. Por 
ejemplo predomina en células especializadas en metabolismo lipídico coro son las células 
que sintetizan hormonas esteroideas a partir del colesterol; el ER liso muy desarrollado aco- 
moda las enzimas que fabrican colesterol y que lo modifican dando lugar a las hormonas 
(véase la Figura 12-36B). 

El principal úpo celular del hígado, el hepatocito, también tiene un RE liso abundante. 

- Esel principal lugar de producción de partículas lipoproteicas, que tansportan lípidos por la 
corriente sanguínea a otros lugares del organistho. Las enzimas que sáttetizan los compo- 
neotes lipídicos de las partículas están localizadas en la membrana del ER liso, que tembién 
contiene enzimas que catalizan series de reacciones que destoxifican los fármacos liposolu- - 

- bles y compuestos producidos por el metabolismo que resultan perjudiciales. Las reacciones 

de destoxificación más estudiadas están catalizadas por la familia de enzimas de la familia de 

la citocromo P450 las cuales catalizan una serie de reacciones en les que fármacos insolu- 
bles en agua o metabolitos, que de otro modo podrían acumularse a niveles tóxicos en las - 
Anermbranas celulares, son convertidos en moléculas lo bastante hídrosolubles como para 
abandonar la célula y ser secretadas por la orina. El ER rugoso no puede albergar un núme- 
zo suficienternente elevado de éstas y de otras enzimas necesarias para estos procesos, por lo 
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cual una proporción inaportante de membranas del hepatocito corresponde por lo general a 
ER liso (Figura 12-366; véase la Tabla 12-2). 

Ova función crucial del ER en la mayoría de células eucariotes es la de secuestrar Ca?* 
del citosal. La liberación de Ca? al citosol a partir del ER, y su posterior recaptura, se produ- 
ce en muchas respuestas rápidas a las señales extracelulares, tal como se explica en el 
Capítulo 15. Una boraba de Ca?* transporta Ca?* desde el citosol hasta el lumen del ER, don- 
de elevadas concentraciones de proteínas de unión a Ca?* facilitan la acumulación de Ca?”, 
En algunos úpos celulares, quizás en la mayoría de ellos, existen regiones específicas del ER 
especializadas en el almacenamiento de Ca**. Por ejemplo, las fibras musculares tienen ua 
abundante región especializada del ER liso, llamada retículo sarcoplasmárico. La liberación y 
la posterior recaptación de Ca?* por el retículo sarcoplasmático dispara respectivamente la 
contracción rápida y la relajación de las miofibrillas durante cada ronda de un ciclo de con- 
tracción rauscular (descrito en el Capítulo 16). 

Para estudiar las funciones y las características bioquímicas del ER es necesario aislarlo. 
En principio esto puede parecer tina tarea imposible ya que el ER está muy entremezciado 
con otros componentes del citoplasma. Afortunadamente, cuando los tejidos o las cétulas se 
rorapean por homogeneización, el ER se rompe en fragmentos que se vuelven a sellar for- 
mando numerosas vesículas pequeñas (de unos 100-200 nr de diámetro) y cerradas deno- 
minadas niicrosomas. Los microsomas resultan bastante fáciles de purificar. Para el 
bioquímica, los rmicrosornas representan versiones auténticas en miniatura del ER, que ta- 
davía son capaces de translocar proteínas, glicosilar proteinas, captar y liberar Ca? y sinte- 
tizar lípidos. Los microsomas derivados del ER rugoso están tapizados de ribosomas y 


“ reciben el nombre de microsomas rugosos. Los ribosomas se encuentran siempre en la su- 


perficie exterior de dichos microsomas y su interior es e aa aio equivalente al es- 
pacia del himen del ER (Figura 12-374). 

Envestos homogenados celulares también se encuentran cs vesículas de tamaño 
similar al de los microsornas rugosas, pero sin ribosomas. Estos microsomas lisos derivan en 
parte de porciones lisas del ER y en parte de fragmentos vesiculados de la membrana plas- 
mática, del complejo de Golgi, de los endosomas y de las mitocondrias da proporción 
depende del tipo de tejido de que se trate). Por consiguiente, mientras que los microsomas 
rugosos derivan de porciones del ER rugoso, el origen de los "microsomas lisos” preparados 
4 partir de células homogeneizadas no resulta fácil de determinar. Una excepción im- 
portante la constituye los raierosomas lisos preparados a partir del hígado o de células mus- 
culares. Debido a las enormes cantidades de ER liso o de retículo sarcoplasmático respectl- 
vamente, la mayor parte de los mícrosomas lisos presentes en homogenados de estos tejidos 
derivan del ER liso. Los ribosomas unidos a los microsomas rugosos hacen que estos micro- 
somas sean más densos que las lisos. Como resultado de ello, se utiliza la cenurifugación de 
equilibrio para separar los micresomas rugosos de los lisos (Figura 12-378). Los microso- 
ras han resultado piezas clave en la determinación de los aspectos moleculares de la fun- 
ción del ER, como se explica a continuación. ¡ 
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Figura 12-27 Procedimiento de alsiamiento 
para purificar microsomas rugosas y lisos a 
partir del ER. (4) La electrornicrografía de 
una sección vitrafina de fracciones de un 

ER rugoso purificado muestra una gran 
abundancia de vesículas recubiertas de 
ribosornas. (8) Cuando se sedimentan los dos 
tipos de microsomas hasta el equilibrio a 
través de in gradiente de sacarosa, 5e 
separan los dos tipos de microsomas en hase 
a sus diferentes densidades, (A, cortesía dle 
George Palade.) 
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Las secuencias señal fueron descubiertas en proteínas 
importadas al ER rugoso 


EVER captura determinadas proteínas desde el citosol a medida que sor sinterizadas. Estas 
proteínas son de dos tipos: proteínas transmembrara, que sólo son parcialmente transloca- 
das a través de la membrana del ER y que, por tanto, se mantienen incluidas en ella, y pro- 
teínas solubles en ague, que son translocadas por completo a través de la membrana del ER 
y liberadas al lumen del ER. Algunas de las proteínas transmembrara actúen en el ER, pero 
muchas otras están destinadas a residir en la menbrana plesmática o en la membrana de 
otro orgánulo. Las proteínas solubles en agua están destinadas a residir en el lumen de un 
orgánulo o a la secreción. Todas estas proteínas, con independencia de su destino posterior, 
son dirigidas a la membrana del ER por una secuencia señal que inicia su translocación a 
través de un mecanismo habitual. 

Las secuencias señal (y con ellas la estrategía basada en la utilización de un péptido se- 
ñal para dirigir el transporte de proteínas) fueron descubiertas por primera vez, a principios 
de la década de 1970, en proteínas de secreción wransiocadas a través de la mercbrana del ER 
como primer paso hacia su descarga final de la célula. En el experimento clave, el aRiNA co- 
dificante de una proteína de secreción fue traducido mediante Abosomas in vitro. Cuando 
de este sisterna libre de células se omitían los microsomas, la proteína sintetizada era ligera- 
mente mayor que la proteína normal secretada; esta longitud extra era debida a la presencia 
de un péptido líder M-terzaina). No obstante, en presencia de microsomas derivados del FA 
rugoso se producía una proteína de tamaño correcto, De acuerdo con la hipótesis de la señal, 
el líder es una secuencia señal que dirige la proteína secretada hacia la membrana del ER, 
donde es hidrolizada por wa peptidasa de señal de la membrana del ER antes de que la ca- 


dena polipeptídica se complete (Figura 12-28). Los sistemas libres de células en los que se: 


produce transporte de proteínas han proporcionado potentes procedimientos de ensayo pa- 
rá idenúficax, purificar y estudiar los diversos componentes de la maquinaria molecular res- 
ponsable del proceso de importación de proteínas al ER. 


Una partícula de reconocimiento de señal (SRP) dirige los péptidos 
señal de ER a un receptor específico de la membrana del ER 


El péptido señal es guiado hasta la membrana del ER por lo menos mediante dos conponen- 
tes; una partícuda de reconocimiento de la señal (SRP: signal-recogrition particlo), que se une 
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Figura 12-38 La hipótesis señal, 

Visión siraplificada de la translocación de una 
proteína a turavés de la membrana del ER, tal 
corro se propuso originalmente, Cuando la 
secuencia señal emerge del ribosoma, dirige 
alribosoma hacía un translacador del ER 
que farma un poro en la membrana a través 
del cual el polipéptido se transloca. Una 
peptidasa señal, que está estrecharnente 
asociada con el transtocador, corta la. 
secuencia señal durante la traducción y 

la proteina madura es Iberada en el lumen 
del ER justo después de su sintesis, El 
tranmtocador se cierra hasta que se tine el 
ribosoma, de modo que se mantiene en 
toda momente la barrera de permeabilidad 
de la mernbrana, 
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dominio de paisa de la traducción 
¿ 


balsíio de unión de 
la secuencia señal ¡ 


subunidad pequeña del ribosoma 


suburédad grande 
del ribosoma 


bisagra 
mein 
secuencia 
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polipeptidica a 
molécula del naiente de 
ENA de SR Ñ 
partícula de reconocdimaiento secuenda señal 
(8) (2) de la señal (SRP) unida al SRP 


al péptido señal y viaja de forrza cíclica entre la mernbrana del ER y el citosol, y un receptor de 
SRF presente en la membrana del ER. La SRP es una partícula cormpleja formada por seis 
cadenas polipeptidicas unidas a una pequeña molécula de RNA (figura 12-39). En todas las 
células se han encontrado SRP y su receptor, lo cual indica que este mecanismo de direccio- 
namiento de proteínas apareció pronto en la evolución y que ba sido muy conservado, 

Las secuencias señal del ER varían mucho en su composición de aminoácidos, pero to- 
das ellas tienen ocho o més aminoácidos no polares en su centro (véase la Tabía 12-3, 
p. 702). ¿De qué forma el SRP puede unirse a secuencias tan diferentes? La respuesta se ha 
obtenido a partir de la estructura deducida de un cristal de proteína SRE en la que se obser- 
va que el lugar de unión de la secuencia señal es un gran bolsillo hidrofóbico recubierto con 
metioninas. Dado que las metioninas tienen una cadena lateral no ramificada y Hexible, el 
bolsillo es suficientermente plástico para acomodar secuencias señales hidrofóbicas diferen- 
tes en secuencia, forma y temaño, 

La SRP es una estructura serejante a un rodillo que envuelve le subumidad mayor del ri- 
bosoraa, de forma que uno de sus extremos se une a la secuencia señal cuando ésta emerge 
del ribosoma formando parte del péptido acabado de sintetizar. El otro extremo bloquea el 
lugar de unión del factor de elongación, en la interfase ente las subunidades mayor y menor 
del ribosoma (Figura 12-39). Este bloqueo para la síntesis de proteínas en cuanto el péptido 
señal ha salido del nibosoma. Probablemente esta pausa da tierapo suficiente al ribosoma pa- 
rá unirse ala membrana del EX antes de que se cornplete la síntesis de la cadena polipeptuida- 
ca, asegurando así que la proteína no se líberará al citosol Este dispositivo de seguridad 
puede ser especialmente importante en el caso de las bidrotasas secretadas y las lisosomales, 
que liberadas en el citosol podrían tener consecuencias negativas; sín embargo. las células 
que secretan grandes cantidades de hidrotasas toman la precaución añadida de disponer en 
su citosol de elevadas concentraciones de inhibidores de hidrolasas. La pausa también ase- 
guúza que grandes porciones de tina proteína que se puede plegar formando una estructura 
compacta, no lo haga antes de aicanzar el translocador de la membrana del ER. Así, a die- 
rencia de la importación postraduccional de proteínas a la mitocondria y a los cloropiastos, 
las proteínas chaperonas no son necesarias para mantener desplegadas las proteínas. 

Cuando el complejo ribosoma-SRP se ha formado, se une al receptor de SRB que es un 
complejo proteico integral de mernbrana embebido en la membrana del ER rugoso. Esta in- 
teracción une el complejo SRP-bosoma a un translocador de proteínas, Tanto el SRP como 
el receptor de SRP son entonces liberados y el transiocador transfiere la cadena polipepudi- 
ca en crecimiento a través de la mernbrana [Figera 12-40), 

Este proceso de transferencia cotraduccional da lugar e dos poblaciones de ribosomas 
en el cirosol, separadas espacialmente. Los ribosomas unidos a mernabrana, anclados a la 
cara citosólica de la membrana del ER, participan en la síntesis de proteínas que se tanslo- 
can al ER. Los ribosomas libres, no unidos a ninguna membrana, sintetizan todas las de- 
más proteínas codificadas por el genoma nuclear. Los ribosomas unidos a menibrana y los 
ribosomas libres son esunctural y huncionalmente idénticos. Sólo se diferencian en el tipo de 
proteína que están sintetizando en un momento dado, 

Dado que sobre una sola molécula de mRNA se pueden enir muchos ribosomas de for- 
ma simultánea, por lo general se forman polirribosornas, que quedan unidos a la membrana, 


del ER dirigidos por las secuencias señal de muchas cadenas polipeptídicas en crecimiento. 
(Figura 12-41A). Los ribosomas individuales asociados con una molécula de mENA de este . 


Figura 12-39 Partículas de reconocimiento 
de la señal (SRP: signabrecoguition partícte). 
(Aj Una SAP de mernífero es un complejo 
alargado en forma de rodillo, formado por 
sets subunidades proteicas y una reolécula 
de RNA [se muestra en rofoh ELENA del SRP 
constituye el esqueleto que une el dominio 
del SAS, que contiene el bolsifío de unión de la 
secuencia señal, al dominio responsable de 
pausar la traducción. La forma tridimensional 
del SRP (mostrada en gris) se determinó por 
rricroscopía cricelectrónica, Las estructuras 
crstalinas delas diferentes plezas del SRP 
están encajadas en la envoltura y se 
muestran corno diagramas de varillas, Una 
secuencia señal unida se muestra como una 
hélice verde (8) SRP unádo al ríbosoma, 
visualizado por microscopía crivelectrónica, 
ElSRP se une a la subunidad mayor del 
ríbasorna de forma que su bolsillo de unión 
áta secuencia señal queda situado cerca del 
lugar de aparición de la cadena naciente y 

su dominio de pausa de la traducción queda 
enta interfase entre las subunidades del 
ribosoma, donde interfiere con la unión del 
factor de elongación. (Aciaptado de M. Halic 
etal, Nature 417: 308-814, 2006. Con la 
autorización de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Figura 12-40 Manera en que les secuencias señal de ER y ta SRP dirigen los ribosomas ala membrana del ER. <ITOC> Se cree que la SRP y la proteina 
receptora de SRP actúan de forma concertada. La SRP se une a la secuencia señal y al ibosoma, indtciendo una pausa en la traducción. El receptor de SRP de 
la mernbrana del ER, que está formado por dos cadenas polipeptídicas, une el complejo SRP-Abosoma y to dirige al translocador. A través de una reacción 
todavía muy poco conocida, la SRP y su receptor son liberados, dejando al ribosoma unido al translocador en la merbrana del ER. Entonces el translocador 
insertada cadena polipeptídica en la mernbrana y la transloca a través de la bicapa lipídica. Una de las proteinas de SRP y las dos caderas del receptor de SRP 
contienen lugares de unión a GTP, por lo que parece que los cambios conformacionales que ocurren durante los ciclos de unión a GTP e hidrólisis (descritos 
en el Capítulo 15) aseguran que la liberación de SRP sólo se produzca después de que el ribosoma se una de forma correcta al trenstocador de la membrana 
del ER. El transtocador está cerrado hasta que el ribosoma se ha unido a él, con lo que la barrera de pernesbilidad que tíene la membrana del ER 

se mantiene siempre. 
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Figura 12-41 Ribosomas lbres y ribosomas unidos a la membrana. (A) Un conjunto común de tibosomas sintetizan tanto las proteínas que permanecerán 
en el citosol como las que serán transportadas al ER. La secuencia señal de ER de una núeva cadena polipepíídica se Une a tn SRA que dirige al ribosorna 

que la está edudendo hacía la membrana del ER. La molécula de mANA permanece unida de forma permanente aL£A formando parte de un pollrribosoma, 
mientras los ribosomas que se desplazan: por esta cadena son recictados; al final de cada cido de síntesis proteica, les subunidades ribosormales se separan y 
se reincorporan al conjunto común de subunidades de fhbosomas del crosol. (B) Electrornicrografía de una sección de poliribosomas nidos a la mernbrana 
del ER, El plano de la sección corta en algunos lugares el ER rugoso parafelo a la mersbrana y ofrece un aspecto de patrón en forma de rosetón de los 
palimibosomas. (8, cortesía de George Palade) qt 
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tipo pueden volver al chosol cuando han acabado el proceso de traducción y mezclarse con 
el acervo de ribosomas libres. Sin embargo, el mENA permanecerá unido a la membrana del 
ER a través de la población cambiante de ribosomas, cada uno de los cuales lo une transito. 
riemente a la membrana a través de su transiocador Figura 12-418). 


La cadena polipeptídica pasa a través de un poro acuoso 
del aparato de translocación á 


Durante mucho tiempo fue objeto de controversia si las cadenas polipeptídicas son transfe- 


ridas á través de la membrana del ER en contacto directo con la bicapa Epídica o a través de . 


un poro de un translocador proteico. El debate finalizó con la identificación del transloca- 
dor; se demostró que forma un pora acuoso en la membrana a través del cual la cadena po- 
lipeptídica atraviesa la membrana. El corazón del trenslocador, denominado complejo 
Sec6l, está formado por tres subunidades altamente conservadas desde las bacterias hasta 
las células eucariotas. Recienternente se ha determinado la estruchura de Sec6l mediante 
cristalografía de rayos X La estructura sugiere que unas hélices a de la subunidad mayor en- 
vuelven: un poro central a través del cual la cadena polipeptídica atraviesa la membrana 
(Figura 12-42). El poro se cierra mediante una corta hélice que parece que martiene cerra- 
do el transiocador cuando está inactivo y que se desplaza hacia un lado cuando participa en 
la transferencia de la cadena polipeptídica. De acuerdo con este modelo, el poro es una es- 
tructura cerrada dinámicamente que se abre de forma transitoria cuando una cadena poli- 
peptídica atraviesa la membrana. Es importante que un transiocador inactivo mantenga 
cerrado el poro de forma que la membrana permenezca impermeable a los jones, como el 


"Ca?*, ya que en caso contrario podrían salir del ER. 


La estructura del complejo Sec61 stigiere que el poro también puede abrirse a lo largo 
de una junta de uno de sus lados. Esta apertura permite que una cadena peptídica que se es- 
tá translocando acceda al corazón hidrofóbico de la membrana, un proceso que es impor- 
tante tanto para la liberación al interior de la membrana del péptido señal a vez cortado 
de la cadena (véase Figura 12-38) como para la integración en la bicapa, de proteínas de 
menbrana, como se describirá más adelante, ¡ 

En las células eucariotas, cuatro complejos Sec61 forman un gran ensamblaje translo. 
cador que se puede visualizar sobre los ribosomas trás la solubilización con detergentes de 
las membranas del ER (Figura 12-43). Es probable que en un translocador eucariota no par- 
ticipen directamente en la translocación de la proteína los cuatro complejos Sec63. Algunos 
de ellos tienen que estax inactivos, proporcionando lugares de unión para el ribosoma y para 
proteínas accesorias que colaboran en el plegamiento de la cadena polipeptídica a medida 
que entra en el ER. De acuerdo con este punto de vista, los ribosormzs unidos forman 
una unión estrecha con el translocador, de modo que el espacio del interior del riboso- 
ma forma un continuo con el lumen del ER y no pueden escaparse moléculas del ER, 
Alteruativamente, la estructura del complejo Sec61 sugiere que el poro del trauslocador pue- 
de formar tun diafragma unido con fuerza alrededor de la cadena que se está translocando e 
impedir que se escapen del ER otras moléculas, 
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Figura 12-42 Estructura del complejo 
Sec61. (A) Vista superior de la estructura del 
complejo Sec61 de la arquea Merhanococaus 
Jannaschtl, desde el lado citosólico de la 
membrana. En azúl y en rojo, se muestra la 
subunidad a de 5ec61; las dos pequeñas 
subunidades fi y y se muestran en grís, 

La corta hélice omeorilía forma un tapón 
que sella el poro cuando el translocador 
está cerrado, Para abrizho, el complejo se 
reorganiza retirarido la hélice del camino 
de translocación. Parece que el pora del 
complejo Secó1 también puede abrirse 
lateralmente a lo largo de una justa, 

(8) Los madetos de los estados cerrado y 
abierto del translocador ilustran córno padría 
ser liberada a la membrana una secuencia 
señal después de la apertura de la junta 
lateral. (A, de B. van der Berg et al, Nature 
427:36-44, 2004. Con la autorización de 
Mscriillan Publishers Ltd.) 
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La translocación a través de la membrana del ER 
no siempre requiere que se esté produciendo 
el crecimiento de la cadena polipeptídica 


Carmo hemos visto, la trarstocación de proteínas en el interior de las mitocondrias, los clo- 
roplastos y los peroxdsomas es postraduccional, es decir, que se produce después de que la 
proteína haya sido completamente sintetizada y se haya liberado al citosol, mientras que 
por lo general la translocación a través de la membrana del ER tiene lugar durante la raduc- 
ción tes decir es cotraduccional). Este fenómeno explica por qué los ribosomas se unen a la 
membrana del ER pero no a. otros orgánulas. a ¡ 

Sin embargo, algunas proteínas sintetizadas por completo son importadas por el ER, lo 
cual demuestra que la translocación no siempre requiere de la traducción. La translocación 
proteica postraduccional es especialmente frecuente a través de la mermbrana del ER en cé- 
lulas de levaduras y a través de la merbrana plasmática bacteriana (la cual se cree que está 
relacionada desde un punto de vista evolutivo con el ER; véase la Figura 12-4). Para poder 
realizar una translocación postraduccional, el translocador necesita proteínas accesorias 
que introduzcan el polipéptido en el poro e impulsen la translocación (Figura 12-44). En las 
bacterias, la proteína motor de translocación, la ATPasa SecA, se une a la cara citosálica del 
trauslocadar, donde sufre cambios conformacioneles impulsados por la hidrólisis de ATE. 
Cada vez que una molécula de ATP es hidrolizada, una porción de SecA se introduce en el 
poro de translocación y empuja a su interior un corto fragmento de la proteína transportada. 
Como resultado de este mecanismo de teinquete, la proteína SecA empuja de forma progre- 
siva ala cadena polipeptídica de la proteína transportada a través de la rnembrana. 

Las células eucariotas utilizan un juego diferente de proteínas accesorias del complejo 
Sec6l Estas proteínas atraviesan la membrana del ER y utilizan un pequeño dominio en la 
cara luminal de la mernbrana del ER para situar una proteina chaperona similar a Hsp70 (de- 
nominada B¿P: binding protein; proteína de unión) sobre la cadena polipeptídica a medida 
que ésta emerge en el lumen del ER. La translocación unidireccional es impulsada mediante 
cidos de unión y Eberación de BiB como se ha descrito previamente para las proteínas Hsp70 
mitocondriales que atraen las proteínes a través de las mernbranas rmitocondriales. 

Las proteínas que son transportadas al interior del ER, mediante un mecanismo de 
translocación postraduccional, en primer lugar son liberadas en el citasol, donde evitan ple- 
garse uniéndose a chaperonas, corso hemos descrito al considerar las proteínas destinadas 
a las mitocondrias y alos clomplastos. 
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Figura 12-43 Un ribosoraa unido ala 
proteína translacadora eucarjota. 

(4) Reconstrucción del complejo a partic de 
imágenes tengenciales obtenidas mediante 
eotoroscopía electrónica, (8) Una visión del 
translocador visto desde el luraen del ER, 
Se cree que el translocador dene cuatro 
copias del complejo Secó1. (() Esquerna de 
un ribosoma unido a mernnbrana que se une 
al translocador con el túnel dela subunidad 
mayor del ribosoma, a través del cual la 
cadena polipeptidica en crecimiento sale 
del dhosome (véase Figura 6-70L (0) Un 
modelo esquemático de cómo se pueden 
organizaren el translocador cuatro 
complejos Sec61 y varias protelnas 
accesodas. Los puntos rojos indicar los sitios 
de unión at ribosoma, vistos en una : 
reconstrucción por microscopía electrónica; 
la circunferencia roja rauestra la posición del 
final del túnel de salida del ribosoma. Na se 
conoce cuál de los cuatro complejos Secó1 
participa activamente en la translocación de 
la proteína. Los doralnios de las proteinas 
accesorias se exttenden a través de la 
membrana y forman la protuberancia 
lurminal que se ve de perfil en (AL (A,8y€ 
adaptado de JE Ménétret et al, 4 Mol. Blal. 
348:445-457, 2005, Con la autorización: 

de Academic Press) 


732 Capítulo 12: Compartimientos intracelulares y clasificación de proteínas 


NECAN! SAO boa MECANISMO POSTRADUCCIONAL 


, tormplejo Secre, Ñ 
? 71,72 des A 


LUMEN DEL ER 


BACTERIAS 
ARQUEAS S 
$ (A) EUCARIOTAS 1) EUCARIOTAS (o BACTERIAS 


ot 
; 

i 
j 
1 
to 
és 
1 
1 
1 
1 


i Figura 12-44 Tres maneras mediante las que se produce la translocación de proteínas a través de translocadores estructuralmente similares. 
tA) Translocación cotraduccional. El ribosoma es arrastrado a la membrana por el SRP y su receptor y se engarza con fa proteína translocadora * 
5ec61. La cadena polipeptídica en crecimiento se desliza a través de la membrana a medida que se sintetiza, No hace falta energía adicional, ya 
que el único camino posible para la cadena en crecimiento es atravesar la membrana. (8) Translocación postraduccional en células eucariotas. Un 
coraplejo adicional formado por las proteínas Sec62, $ec63, SecT y Sec72 se une al transiocador Sec61 y deposita las moléculas BIP sobre la 
cadena que se transloca a medida que esta emerge en el lumen del ER. Cidos de unión y separación de BiP impulsados por la hidrólisis de ATP 
atraen la proteína hacia el lumen, un mecanismo que recuerda el mecanismo de importación de proteinas mitocondrisles de la Figura 12-26, 
(Translocación postraduccional en bacterias. La cadena polipeptidica completa es introducida en el translocador de la membrana plasmática 
desde el lado citosólico por la ATPasa SecA. Los cambios conformnacionales impulsados por la hidrófisis de ATP producen un desplazamiento similar 
al de un pistón en SecA, que empuja en cada <iclo aproximadamente 20 aminoácidos de la cadena polipeptidica a través del poro del transiocador, 
La vía Sec utifizada por el translocador proteico a través del tilacoide en los cioroplastos utiliza un mecanismo similar (véase Figura 12-298), 
Mientras que tanto los trarsiocadores Sec61, SRP como el receptor de SRP se encuentran en todos los organismos, SecA, sólo se encuentra en 
bacterias y las proteínas Sec62, Sec63, Sec71 y Sec72 en células eucariotas. (Adaptado de P. Walter y A.£. Johnson, Arnu. Rev. Cell, Blol. 10:87-119, 
1994. Con la autorización de Annual Reviews.) 


En las proteínas transmembrana de paso único, queda una sola 
secuencia señal interna de ER, enla bicapa lipídica, que sa0S 
forma de hélice al y atraviesa la membrana 


Parece que la secuencia señal de la cadena polipeptídica en crecimiento desencadena la 
apertura del poro de la proteína translocadora: después de que la secuencia señal se ha libe- 
rado del SRP y que la cadena en crecimiento ha alcanzado una longitud suficiente, la se- 
cuencia señal se une a un sitio de unión situado en el mismo poro y abre así el poro. Por lo 
tanto, la secuencia ER es reconocida dos veces: primero por un SRP en el citosol y después 
por un lugar de unión en el poro del translocador proteico, donde actúa como señal de 
ínicio de transferencia (o péptido de inicio de trausferencia) que abre el poro len la 
Figura 12-45 se ilustra para el caso de una proteína soluble del ER). El reconocimiento dual 
colabora a asegurar que únicamente entrarán en el lumen del ER las proteínas adecuadas. 
Mientras está unida al poro de translocación, una secuencia señal está en contacto no 
sólo con el complejo Sec6l, que forma las paredes del poro, sino también con el núcleo lipf- 
dico hidrofóúbico de la membrana. Este hecho fue demostrado mediante experimentos de 
entrecruzamiento en los que se pueden unir de forma covalente la secuencia señal y las ca- 
denas hidrocarbonadas de los lípidos. Cuando la cadena polipeptúdica naciente ha crecido 
bastante, la peptidasa señal de ER corta las secuencias señal y las libera desde el poro a la : > 
membrana plasmática, donde rápidamente son degradadas a aminoácidos por otras pro- , 
teasas de la mernbrana del ER. Para liberar la secuencia señal en la membrana, el transioca- 
dor debe abrirse de forma lateral. Por lo tanto, el translocador se abre en dos direcciones: 
formando un poro a través de la mernbraxa que permite a las regiones hidrofílicas de las 
proteínas atravesar la bicapa lipídica o lateralmente dentro de la merobrana permitiendo 
que las regiones hidrofóbicas de las proteínas puedan situarse en el interior de la bicapa. La , y 
apertura lateral del poro es una etapa crucial durante el proceso de integración de las pro- "o 000 CU it mts 
teínas de membrana. 
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La integración de las proteínas de membrana requiere que algunas zonas de la cadena 
polipeptídlca sean transiocadas a través de la bicapa lipídica nientras que otras no lo sean, 
A pesár de esta complejidad adicional, todos los tipos de inserción de las proteinas de mem- 
brana son variantes de la secuencia de acontecimientos descrita para la transferencia de 
proteímas solubles en la luz del ER. Aeon describiendo las tres vías a través de las 
cuales las proteínas eepaatas de paso único (véase Figura 10-19) son insertadas 
en el ER, 

En. el caso más sencillo, una secuencia señal N-terminal inicia la translocación igual que 
enel caso de ma proteína soluble, pero un segenento hidrofóbico adicional de la cadena po- 
lipeptidica para el proceso de transferencia antes de que toda la cadena polipeptídica se ha- 


ya translocado. Esta señal de pare de la translocación ancla la proteína en la membrana . 


después de que la secuencia señal del ER (señal de inicio de translocación) haya sido libera.- 
da del translocador y eliminada Figara 12-46). El mecanismo de apertura lateral del poro 
sransfiere la secuencia de paro al interior de la bicapa, donde permanece Como un segen- 
to transrnembrana único en forma de hélice o, con el extremo N-Aerminal de la PES en 
la cara iuninal de la membrana y el extremo € en la cara citosólica, 

Enlos otros dos casos, la secuencia señal no se localiza en el extremo N-termival de la 
proteía sino que es interna. Al igual que ocurre en las secuencias señal N-terminales, el 
SRP también se une a una secuencia interna. El SRP une el ribosoma que sintetiza la pro- 
teíaa a la membrana del ER y actúa como séñal de inicio de transferencia que empieza la 
translocación de la proteína. Después de liberarse del translocador, Ja secuencia bitera 
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Figura 12-45 Modelo que explica cómo 
puede ser translocada una proteína soluble 
a través de la mernbrana del ER. Al unirse 
aha secuencia señal del ER tque actús 

como señal de inicio de transtocación), el 
trenclocador abre el poro de translocación 
penmitiendo el paso de la cadena 
polipeptídica a través de la bicapa lEpídica 
como un bucie. Cuando toda la cadena 
pollpeptídica ha sido translocada, el poro 

se clerra y se abre lateralmente para que la 
secuencia señal difunda en le bicapa, donde 
es degradada cop repidez, (En esta y en les 
tres figuras que siguen, se han oreitido los 
ibosornas para mayor claridad.) 


Figura 12-46 Córoo se integra en la men 
branta del ER una proteína transmembrana 
de paso único después de la eliminación de 
la secuencia señal, En este modelo, el proce- 
so de transtocación cotraduccional se inicia 
por unasecuencia señal N-terminal del ER 


> Senrojo) que actóa como señal de inicio de 
"translocación, como en la Figura 12-45, Sin 


embarga, además de la secuencia de inicio 


_ de translocación, la proteína también contle- 


nena secuencia de paro de translocación 
ten naranja, Cuando la secuencia señal 
de para de translocación entra en ef 
translocador e interactúa con un tugar de 


“unión determinado, el transtocador cambia 


de conformación y descarga la proteina 
lateralmente en la add dosis 


ta 
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es de inicio de transferencia permanece en la bicapa lipidica como una hélice o: que atravie- 
. sala membrana. 

A Las secuencias internas de inicio de transferencia se pueden unir al aparato de translo- 
cación en una de las dos orientaciones; este hecho determina qué segrmento proteico (el an- 
terior o el posterior del péptido de inicio de transferencia) se desplazará a través de la 
membrana hacia el lumen del ER. En un caso, la proteína de membrana resultante tendrá su 
extremo C-terminal en la cara luminal (paso A en la Figura 12-47) mientras que en el otro 
caso, en él lado huminal estará su extremo N-terminal (paso B en la Figura 12-47). La orlen- 
tación de la secuencia de inicio de translocación depende de la distribución de los arinoá- 
0 cidos cargados vecinos, tal como se describe en la Égura. 
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: Combinaciones de señales de inicio y de paro de translocación 
Ea determinan la topología de las proteínas transmembrana 
de paso múltiple E 


En las proteínas transmembrana de pase múltiple, la cadena palipeptídica atraviesa repe- 
tidarnente, de una parte a otra, la bicapa lipídica (véase la Figura 10-19). Se cree que en estas 
proteínas un péptido señal interno actúa como señal de inicio de transferencia inictando la 
trauslocación, la cual continúa hasta que se alcanza un péptido de paro de translocación. 
Por ejermpio, en las proteínas de doble paso, el polipéptido se libera de la bicapa en esta eta- 
pa (Figura 12-48). En las proteinas de paso múltiple, más complejas, en las cuales existen 0d 
muchas hélices o; hidrofóbicas que atraviesan la bicapa, una segunda secuencia de inicío de e 


20d ps 
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Figura 12-47 Integración de una proteína 
transmembrana de paso único con Una 
secuencia señal interna en la membrana 
del ER. Una secuencia señal interna del ER, 
que actúa corno señal de inicio de 
translocación, puede unirse al translocador 
de una de las dos vías diferentes, gulando al 
lumen del ER tanto el segmento C-terminal 
(vía Aj como el segmento N-terminal [vía B) 
de una proteína de membrana. Las proteínas 
son dirigidas a una u otra de las dos vías Ñ 
según las características de la cadena 
polipeptídica que flanquea ta secuencia 
interna de inicio de fa transferencia: sl en ta 
proteina transmerbrana cadena hay más aminoácidos cargados 
madura en la membrana del ER positivamente Inmediatamente antes del 
— uúcleo hidrofóbico de la secuencia de inicio 
de transtocación de los que hay después, la 
proteína de membrana se inserta en el 
“translacador en la ostentación mostrada en la 
vía A, mientras que sí hay más aminoácidos 
cargados positivamente justa después del 
«núcleo hidrofóbico de la secuencia de inicio 
de translocación, la proteína de membrana se 
insertará en el translocador en la orientación 
mostrada en la vía B. Debido a que no 5e 
puede iniciar la translocación antes de que la 
secuencia de inicio de translocación salga del 
ríbasoma, la translocación del fragmento 
W-terminal de la proteína mostrada en (8) 
solamente tendrá lugar tras la síntesis 
corapleta de esta secuencia, 
- Obsérvese que existen dos rutas que 
permiten la inserción de una proteína 
transmenbrana de paso Único cuyos 
amincácidos N-terminal se sitúen en el 
proteina transmembrana lumen del ER: el que se muestra en la 
madura en la membrana del ER Figura 12-46 y el que se muestra en (B). 
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translocación reinicia la transiocación de la cadena, la cual se produce hasta que se alcanza 
la siguiente secuencia de final de transiocación, y así sucesivamente pára posteriores se- 
cuencias de inicio y de final de translocación (Figura 12-49). 

Una secuencia señal hidrofóbica determinada actuará como una secuencia de inicio O 
de paro dependiendo de su localización en la cadena polipeptídica, ya que su función se 
puede cambiar si se modifica su posición en la proteína mediante técnicas de DNA reconn- 
binante. Así, la distinción entre secuencias de inicio y de paro de translocación depende, 
fundamentalmente, del orden en el que se suceden en la cadena polipeptidica naciente. 
Parece que la SRP empieza buscando los segmentos hidrofóbicos de la cadena polipeptídi- 
ca desplegada empezando por su extremo N-terminal, y va progresando hacia el extremo 


C-terminal, en la misma dirección en la que se va sintetizando la proteína. La SRP reconoce . 


el primer segmento apropiado y, por lo tanto, fija la "pauta de lectura” correspondiente para, 
la integración en la membrana: tras el inicio de la translocación, el translocador reconoce el 
próximo segmento hidrofóbico-es-elsentido de la translocación como una secuencia de pa» 
ro de translocación, lo cual originará que la región de la cadena polipeptídica comprendida 
entre ambos segmentos hidrofóbicos se inserte a través de la membrana. Un proceso similar 
de búsqueda contimia hasta que todas las regiones hidrofóbicas de la proteína se han inser- 
tado en la menbrana, : 
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Figura 12-48 integración en la mentdirana 
del ER de una proteína transmemnibrana de 
paso doble con una secuencia señal de ER 
interna. En esta proteina, una secuencia señal 
de ER interna actúa corno señal de inicio de 
translocación como en la Figura 12-47) 
edricia la translocación de la región 
C-terminal de la proteína. En sigún momento 
después de que la secuencia de paro de 
translocación penetre en el translocador, 
éste descarga lateralmente la secuencia 

enta membrana. 


Figura 12-49 inserción de la rodopsina, una 
proteína de membrana de paso múltiple, 
en la membrana del ER, La rodopsina 

es la proteína sensible a la luz de los 
fotorreceptores de las céludas de la retina de 
tos mamiferos (descrita en el Capitulo 15). 
(Un gráfico de hidrofobicidad identifica 
siete cortas regiones hidrofóúbicas en la 
rodopsina. (8) La región hidrofóbica próxima 
al N-terminal actúa como señal de inicio 

de transtacación, haciendo que la región 
N-terminal anterior atraviese la membrana 
del ER. Los péptidos hidrofóbicos siguientes 
actuarán alternativamente corno señales 

de inicio y de paro de translocación. 

10 La rodopsina integrada por completo 
tiene su extrerno N-terminal situado en el 
tunen del ER y su extrerno Cterminal 
localizado en el citosal, Los hexdgonos 
azules representan oligosacánidas unidos 
covalentemenze. Las fechas indican las 
parejas de señales de micta y de paro 

que se han insertado en el transtocador, 
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Puesto que las proteínas de membrana siempre son insertadas a partir de la cara cito- 
sólica del ER, si se sigue este sistema programado todas las copias de la misma cadena poli- 
peptídica tendrán la misima orientación general en la bicapa. Esto genera una membrana 
del ER asiménica en la que los dominios de proteína expuestos en una cara son diferentes de 
los que están expuestos en la otra cara. Esta asimetría se mentiene durante los diversos pro- 
cesos de gemación y fusión de merabrana que se producen al transportar les proteínas Ía- 
brícadas en el ER a otras membrarzas celulares (explicado en el Capítulo 13). Por lo tanto, la 
vía por la cual una proteína recién sintetizada es insertada en la membrana del ER determni- 
na la orientación de la protefna también en otras membranas. 

Cuando en el laboratorio se disocian proteínas de una membrana y se reconstibiyen en 
vesículas lipídicas artificiales, por lo general se obtiene una mezcla al azar de orientaciones 
dentro-fuera de las proteínas. Por ello, parece que la asimetría de las proteínas que se obsez- 
va eo las membranas celulares no es debida a las propiedades inherentes de la proteína sino 
que es el resultado del proceso por el que las proteínas son insertadas en la membrana del 
ER desde el citosal. 


Las cadenas polipeptídicas transtocadas se pliegan 
y se ensamblan en el lumen del ER rugoso 


Muchas de las proteínas presentes en el lumen del ER sólo están en tránsito, en ruta hacia 
otros destinos; sin embargo, otras residen normalmente en el ER y se hallan en elevadas con- 
centraciones. Estas proteínas residentes del ER presentan en su extremo C-terminal una 
señal de retención en el ER de cuatro arninoácidos, que es responsable de que la proteína 
quede retenida en el ER fvéase la Tabla 12-3; descrito en el Capítulo 13). Algunas de estas 
proteínas actúan corno catalizadores que ayudan a otras muchas proteínas, que son trans- 
locadas al ER, a plegarse y a ensambiarse de forma correcta. 

Una proteína importante residente en el ER es la proteína disuifuro isomeraso (PDD, que 
cataliza la oxidación de los grupos sulfhidrio libres (SH) de las cisteínas formando enlaces 
disulfuro (S-S). Casi todas las cisteínas de los dominios proteicos expuestos al espacio extra- 
celalar o al lunaen de los orgánulos en la vía endocítica o secretora están unidos por enlaces 
disulfuro. Por el contrario, se forman muy pocos enlaces disulfuro en los dorcinios expues- 
tos al citosol debido a que es un ambiente reductor. 

Otra proteína residente del ER es la proteína chaperona BP. Ya hemos explicado cómo 
BIP atrae las proteínas después de su traducción hacia el interior del ER a través del transio- 
cador del ER. Como otras chaperonas, Bi? reconoce a les proteínas plegadas de forma 
incorrecta, así como a las subunidades proteicas que aún no se han ensamblado en sus tom- 
plejos oligoméricos, Realiza esta función uniéndose a secuencias de aminoácidos expuestos 
que normalmente están escondidos en el interior de las cadenas polipeptídicas que están 
plegadas o ensarmbladas de forma correcta. Un ejemplo de un higar de unión de BiP es una 
secuencia de aminoácidos hidrofílicos e hidrofóbicos que habitualmente estarían ocultos 
en tuna lámina f. Cuando BIP se ha unido a la proteína, evíta su agregación y ayuda a man- 
tener las proteínas en el ER (y por tanto fuera del complejo de Golgi y de otra tapas poste- 
riores de la ruta de secreción). Como en el caso de otros miembros de la fami a de proteínas 
Hsp70, que se unen a protéínas no piegadas y facilitan su importación a las mitocondrias y 
alos cloroplastos, la proteína BiP hidroliza ATP obteniendo la energía necesaria para ayudar 
a las protefnas a transiocarse postraduccionalmente al interior del ER. cias facilita el 
plegado de éstas y otras proteínas. 


La mayoría de proteínas sintetizadas en el ER rugoso son 
glucosiladas por la adición de un oligosacárido común unido a NM 


La adición covalente de azúcares a las proteínas es una de las principales funciones biosin- 
téticas del ER. Alrededor de la mitad de las proteínas eucariotas están glucosiladas. La ma- 
yoría de las proteínas solubles y unidas a la membrana que son fabricadas en el himen del 
ER -inchuyendo las destinadas a ser transportadas al complejo de Golgi, los lisosornas, la 
membrana plasmática o al espacio extracelular son glecoproteínas. Por el contrario, muy 
pocas proteínas del citosol están glucosiladas y las que lo están contienen una modificación 
de azúcares muy sencillo: la adición de un grupo N-acetilgiucosarnina a un residuo seriná o 
teonina de la protefra. 
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Figura 12-50 El precursor del oligosacárido unido a asparagina finido a 8) que es añadido a la 
mayoría de lag proteínas enla membrana del ER regoso. Los cinco residuos de azócer mostrados 
en ta zone gris forvan la "región central” de este oligosacárido. En el complejo de Golgi se produce 
uns profunda reordepación y recorte de los azúcares y en muchas glucoproteínas Únicamente 
sobreviven aeste proceso estos cínco residuos. Sólo se alucosilan las aspataginas que se hallan 
enla secuencia Bon ero Asa (endo X cualgaler arnlocácido que no sea da prolina). 

Estas dos secuencias se presenten en frecuencias macho menores en ghecoproteínas 

Ge en proteinas dtosólicas no alucosiladas; sin lugar a dudas, durante la evolución de las 
proteínas ha habido una presión selectiva en contra de estas secuencias, probeblernente porque 
la glucosilación en demasiados residuos podría interferir con el plegamiento de la proteina. 


Un avance importante en la cormprensión del proceso de glucosilación proteica fue el 
descubrimiento de que en el ER se transtiere en bloquee 2 les proteínas un oligosacárido pre- 
formado (compuesto de Macetilglacosarioa, manosa y glucosa, con un total de 14 residuos 

de anúcan). Dado que este olgosacárido siempre es transferido al grupo NH de la cadena la- 
teral de un residuo de asparagina, se le denomina N-oligosacárido o unido a asparagina 
(Figura 12-50). La transferencia está caralizada pora complejo enzimático, una oligosacá- 
rido transferasa, que se halla unida a la menzbrapa, y cuyo sitio activo está expuesto a la ste 
perficie lurninal de la membrana del ER, lo cual explica por qué las proteínas citosólicas no 
son glucosiladas de esta manera, Una molécula lipídica especial, denomiuada delicol, mar- 
tiene el oligosacárido precursor en le membrana del ER. Transfiere esta cadena de oligosá- 
cárido a la esparagina diena a través de una sola etapa enzimática inmediatamente después 
de que este aminoácido aparezca en el lumen del ER durante la trenslocación de la protefiza 
(Figura 12-51). Una copia de la oligosacárido transferasa está asociada a cada trauslocador 
de proteína, permitiéndole escanear y glucosilar de forma eficiente la cadena polipeptídica 
entrante. 

El oligosacárido precursor está unido al Mpido dolicol mediante un enlace fosfato de al- 
ta energía, el cual proporciona la energía de activación necesaria para la reacción de gluco- 
silación dustrada en la Pigura 12-51. El olígosacárido completo se construye ezúcar a azúcar 
sobre esta molécula de lfpido unido a la membrana y después es transferido a una proteína, 
Los azúcares son activados primero en el citosol mediante la Jormación de intermediarios 
azúcor-nucleótido, que ceden su azúcar (directa o indirectamente) al Mpido, siguiendo una 
secuencia ordenada. En parte a través de este proceso, el oligosacárido unido al lípido es 
translocado con la ayuda de un transportador, desde la cara citosólica a la luminal de la 
membrana del ER (Figura 12-52). 
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Figura 12-51 Glucosilación de una protelna 
en el ER rugoso. Casi inmediatamente 
“después de que la cadena polipepudica entre 
en el lumen, se glucosila sobre los residuos 
de asparágina diana, El oligosacárido que se 


É nuestra en la Figura 12-50, se transfiera a la 


asparagina en bloque, en una reacción que 
cataliza la enzima oligosacósido transferasa. 
Como en el caso de la peptidasa señal, una 
copla de esta enzima está asoclada con cada 
tuno de los transtocadores de protefnas en la 
membrane del ER. (El ibosoma no se E 
fhuestra) 
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Toda la diversidad de estructuras de N-oligosacáridos que se presentan en las gluco- 


- proteínas maduras se produce por modificación posterior de la estructura del oligosacárido 


precursor. Todavía en el ER, se eliminan rápidarnente de los oligosacáridos de la mayoría 
de las glucoproteínas tres residuos de glucosa (véase Figura 12-50) y uno de manosa. Más 
adelante se analizará la importancia de la eliminación de las glucosas terminales. Estos "re- 
cortes” o “procesamiento” del oligosacárido continúan en el compleja de Golgi, como se 
describe en el Capítulo 13. 

Los N-oligosacáridos son, con gran diferencia, los oligosacáridos más comunes de los 
que se encuentran en el 90% de todas las glucoproteínas. Con reenos frecuencia, los aligo- 
sacáxidos están unidos al grupo hidroxilo de la cadena lateral de un residuo de serina, treo- 
nina o hidroxlisina. Estos O-otigosacáridos se forman en el complejo de Golgi, 


Los oligosacáridos actúan como etiquetas que marcan 
el estado del plegamiento de las proteínas 


Existen varias hipótesis para explicar por qué la glucosilación es una botificación tan co- 
mán en las proteínas que egtran en el ER. Una observación especialmente dlarificadora es 


que algunas proteínas requieren ser N-glucosiladas para poderse plegar de forma correcta 


en el ER, aunque parece que la posición de los aligosacáridos unidos a la superficie dela 
proteína no es importante. Una clave para entender el papel de la glucosilación en el plega- 
miento de las proteínas procede del estudio de dos proteínas chaperonas del ER denomina- 
des calnexina y calreticuliva porque ambas requieren Ca? para su actividad. Estas 
chaperonas son proteínas de unión a carbohidratos, o lecrinas, que se unen a los oligosacá: 
ridos de proteínas plegadas de forma incompleta y las retienen en el ER, Como otras chape- 
ronas, evitan que proteínas plegadas de forma incompleta se agreguen irreversiblemente. 
Tanto la calnexina como la calreticulina también facilitan la asociación de proteínas plega- 
das de fouma incompleta con otras chaperonas del ER que se unen a cisteínas que aún no 
participan en enlaces disvifuro, 

Tanto la calnexina como la calrericulina reconocen Noligosacáridos que contienen una 
sola glucosa en posición terminal, por lo que sólo se unen a proteínas después de que las ER 


Figura 12-52 Síntesis del precursor del 
oligosacárido unido a lípido en la 
membrana del ER rugoso, El oligosacárido 
seva construyendo azúcar a azúcar, sobre el 
lípido portador dolicol (un polisoprenoide, 
véase Panel 2-5, pp, 114-115) El dolicol es 
largo y muy hidrofóbico: sus 22 unidades de 
ánco carbonos pueden atravesar el grosor de 
la bicapa lipídica más de tres veces, de forma 
que el oligasacárido que se une a él queda 
firmemente anclado a la mernbrana. 

El primer grupo de axíícar se une al dolicol a 
través de un enlace pirofosfato. Este enlace 
de alta energía activa el oligasacárido para 
su wansferencia desde el Hípido hasta una 
cadena lateral de la asparagina de un 
polípéptido naciente sobre la cara turninal 
del ER rugoso, Como se ha indicado, la 
síntesis del oligonudeótido comienza en la 
cara citosólica de la mernbrana del ER y 
continúa sobre la cara luminal, después de 
que el lípido intermediario (Man (GINA 
haya sido transferido a través de la 
membrana. Todas tas reacciones siguientes 
de transferencia de grupos glucosilo, que se 
producen en la cara luminal del ER, implican 
el transporte de dolicol-P-glucosa y de 
dolicol-P-manasa; estos monosacáridos 
activados unidos a lípidos, se sintetizan a 
partir de dolical fosfato y de UDP-glucosa 

o de GDP-manosa lo más apropiado) sobre 
la cara citosólica del ER y parece que 
posteriormente son transportados 

(Mip-Mop) a través de la membrana del ER. 
GICNAc += A-acetilglucosamina; 

Man = manosa; Glc == glucosa. 


. 
3 
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glucosidasas hayan eliminado dos de las tres glucosas del oligosacárido precursor. Cuando 
se ba eliminado la tercera glucosa, la protefna se separa de su chaperona y puede por lo Lan- 
to abandonar el ER. 

¿Cómo es posible, entonces, que calnexina y calretículina diferencien de forma adecua- 
da entre proteínas plegadas de forma completa o de forma incompleta? La respuesta radica 
en otra enziraa del ER, una glucosil ransferasa que añade una glucosa a aquellos oligosacá- 
ridos que han perdido su última glucosa. Sin embargo, sólo añade la glucosa a los oligosacá- 
ridos que se encuentran idos a proteínas desplegadas. Así pues, una proteína desplegada 
sigue ciclos continuos de eliminación de glucosas (por glucosidasas) y de adición de gluca- 
sa (por ghucosil transferasas), manteniendo su afinidad por la calnexina y por la calrefículina 
hasta que se pliega por corapleto (Figura 12-53). 


Las proteínas mal plegadas son exportadas desde el ER 
y degradadas en el citosol 


A pesar de la acción de las chaperonas, muchas moléculas proteicas (más del 80% en algu- 
nos casos] translocadas al ER no llegan nunca a plegarse correctamente o a oligomerizar 
Estas proteinas son exportadas desde el ER de nuevo al citosol y degradadas. El mecanismo 
de retrotransiocación, también denominada distocación, todavía es descoriocido, pero es 
probable que sea similar a otros sistemas de translocación postraduccionales. Por ejemplo, 
coma en el caso de la translocación a las mitocondrias o a los cloroplastos es probable que 
sean necesarias las chaperonas para mantener la cadena polipeptídica en un estado desple- 
gado antes y durante el transporte. De forma siznilar, se necesita una fuente de energía para 
proporcionar la direccionalidad del transporte y para atraer la proteína hacia el citosal. Por 
último probablemente es necesario un wanslocador compuesto por algunos de los mismos 
componentes que se utilizan para el transporte hacía el ER (como Sec61). 

Cormprender el proceso de selección de proteínas del ER para su degradación consita- 
ye todavía un reto. Las proteínas mal plegadas o las subunidades proteicas no ensambiadas 
deben ser degradadas, pero no las proteínas acabadas de sintetizar, todavía a medio plegar. 
Los oligosacáridos unidos a N colaboran en este proceso de diferenciación entre ambos ti- 


pos de proteínas, ya que actúan como temporizadores que miden cuánto tiempo ha pasado: 


una proteína en el ER. Parece que la lenta hidrólisis de una manosa particular del corazón 
del árbol de oligosacárido por una enzima (una manosidasa) del ER genera una nueva es- 
tructura de oligosacárido que reconoce el aparato de retrotranslocación. Por tanto, las pro- 
teíaas que se pliegan y salen del ER más rápidamente que la acción de la manosidasa, 
escaparán de la degradación. : 
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Figura 12-53 Papel de la alucositación en N 
en el plegamiento de las proteínas en el ER. 
La calnexina, proteína chaperona unida a la 
membrana del ER, se une a las proteínas 
plegadas de forma incompleta que sólo 
contienen una glucosa en sus oligosacáridos 
nidos a N, reteniéndolas en el ER La: 
eliminación de la glucosa terminal por 


- tira glucosidasa separa la proteína de la 


cainexina, Una glucosil transferasa es la 
enzíma crítica que determina si la proteína 
está bien plegada o no: si la proteína aún está 
incorrectamente plegada, la enzima añade 
una nueva glucosa al oligosacárido unido 
aNa partir de UDP-glucosa, renovándose se 
afinidad por calnexina que la retiene en el ER. 
El ciclo se repite hasta que la proteína se ha 
plegado por completo. La calreticulina 
funciona de una manera similar, con la 
diferericia de que se trata de una protefna 
soluble residente en el ER, Otwa chaperona 
del ER, ERO5S7 fno mostrada), colabora con 

la calnexína y la cafreticulina en la retención 
en el ER de las proteínas mal plegadas. 
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Cuando una proteína mal plegada ha sido retrotranslocada al citosol, una N-glicanasa 
elimina sus cadenas de oligosacáridos en bloque. El polipéptido desglucosilado es ubiquith- 
nizado con rapidez por enzimas conjugadoras de ubiquitina unidas al ER y es introducido en 
los proteosomas (descrito en el Capítulo 6), donde será degradado (Figura 12-54). 


Las proteinas mal plegadas en el ER activan una respuesta 
a proteínas desplegadas 


Las células controlan cuidadosamente la cantidad de proteínas mal plegadas que hay en va- 
dios corapartimientos. Por ejemplo, wa acumulación de proteínas mal plegadas en el cito- 
sol desencadena una respuesta a choque térmico (descrita en el Capítulo 6), que estimula la 
iranscripción de los genes que codifican las chaperonas citosólicas, las cuales ayudarán a 
volver a plegar las proteínas. De una manera similar, una acumulación de proteínas mal ple- 
gadas en el ER desencadena una respuesta a proteínas desplegadas, que incluye un au- 
mento de la transcripción de genes que codifican las chaperonas del ER, proteínas que 
participan en la rerotransiocación y degradación de proteínas en el citosoi, y muchas otras 
proteínas que colaboran a incrementar la capacidad de plegamiento de proteínas del ER, 

¿Cómo pueden las proteínas mal plegadas en el ER enviar una señal al núcleo? Existen 
tres vías paralelas que ejecuta la respuesta a proteínas desplegadas (Figura 12-554). La pri- 
mera vía, que se descubrió en células de levadura, es en especial destacable. Las proteínas 
desplegadas en el ER activan una proteína quinasa trausmembrana del ER que hace que la 
quinasa oligomerice y se autofosforile. (Algunos receptores de superficie de la :enibrana 
plasmática se activan de forma similar, como se explica en el Capítulo 15.) La e igomeriza- 
ción y autofosforilación activa un dominio endorribonueleasa en la porción citosólica de es- 
ta molécula, que rompe en dos posiciones una molécula de RNA citosólica determinada y 
elimina un intrón. Los exones separados se uien por una RNA Egasa, generando un mRNA 
maduro que es traducido y produce una proteína reguladora de genes activa. Esta proteína 
activa la transcripción de genes que participan en la respuesta a proteínas desplegadas 
Figura 12-55B). 

Las proteínas mal plegadas también activan otra quinasa transerembrana del ER, que 
fosforila e inhibe un factor de iniciación de traducción, reduciendo así la producción de más 
proteínas en toda la célula. Una consecuencia de la reducción de lá traducción proteica con- 
siste en reducir el Bujo de proteínas al ER, limitando la carga de proteínas que necesitan ser 
plegadas. Sin embargo, algunas proteínas son traducidas sobre todo cuando los factores de 
transcripción son escasos (véase p. 490); una de ellas es una proteína reguladora de genes 
que ayuda a activar la transcripción de genes que codifican proteínas activas en la respues- 
ta a proteínas desplegadas. 


Por último, una tercera proteína reguladora de genes es inicialmente sintetizada como 


una proteína integral de membrana del ER. Dado que está unida de forma covalente a la 
mernbrana, no puede activar la transcripción de genes en el núcleo. Cuando se acumular 


Figura 12-54 Exportación y degradación 
de proteinas mal plegadas del ER. Las 
proteinas solubles mai plegadas del lumen 
del ER, son devueltas al cítosol; en esta zona 
son desglucosiladas, ubiquitinizadas 
y degradadas en proteosomas, 

Las proteíras de membrana ral. 
plegadas siguen una ruta similar, 


RETÍCULO ENDOPLASMÁTICO 


sensores de proteínas mai plegadas 


(A) NE1 PERK 
OSO p 59 EOS 


ETS 


LA FOSFORILACIÓN INACTIVA, 
El, FACTOR DE INICIO DE LA TRADUCCIÓN 


REDUCCIÓN 
DE PROTEÍNAS 
QUE ERFTRAN AL ER 


LA MADURACIÓN 
CONTROLADA, 
DEL TARMA, INICIA 
LA TRADUCCIÓN DE 


TRADUCCIÓN 
SELECTUZA DE 


PROTEÍNA 2 
REGULADORA DE GENES 


x PROTEINA 1 
" REGULADORA DE GENES 


LIBERA 


A 


: Figura 32-55 La respuesta a las proteínas 

¡ desplegadas. (A) Mediante tres vías paralelos 
de señalización intracelufar, la acumulación 
de proteínas mal plegacas en el ER envía una 
señal al vócteo, inducendo la activación de 
la transerlpción de genes que codificar: 
proteínas que ayudan a la cóluda a gestionar 
esta gran cantidad de protelnas mal plegadas 
del ER. (8) La maduración controlada del 
mA es una pieza clave en la día 1 de 
respuesta a proteínas desplegadas, 
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proteínas mal plegadas en el ER, la proteína ftransmenbrana es transportada al coraplejo de 
Golgi, donde encuentra proteasas que separan su dominio citosólico, el cual ahora puede : 
oigrar al núcleo y colaborar en la activación de la transcripción de genes que codifican pro- ? 
teínas que participan en la respuesta a proteínas desplegadas. La importancia relativa de 
cada una de estas tres vías es distinta en tipos celulares diferentes, permitiendo que cada 
tipo celular diseñe una respuesta específica a proteínas desplegadas de acuerdo con sus ne- 


cesidades particulares. 
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Algunas proteínas de membrana adquieren un anclaje 
covalentemente a glucosilfosfatidilinositol (GPI) 


Como se ha explicado en el Capitulo 10, algunas enzimas citosólicas catalizan la adición co- 
valente de una cadena de ácido graso o de grupo prenilo a determinadas proteínas. Los lípidos 
nidos contribuyen a dirigir estas proteínas hacia las membranas celulares. Determinadas 
enzimas del ER catalizan un proceso relacionado con éste, que consiste en unir covalente- 
mente un anclaje glucosilfosfatidilinosital (GPL glycosylphosphatidylinositol) al extremo € 
de algunas proteínas de membrana destinadas a la membrana plasmática. Esta unión se for- 
ma en el lumen del ER donde, al mismo tiempo, se elímina el segmento transmembrana de 
la proteína (Figura 12-56), De esta manera son modificadas un gran número de proteínas de 
la membrana plasmática. Dado que estas proteínas están unidas al exterior de la membrana 
plasmática exclusivamente a wavés de su anclaje GPL en principio pueden ser liberadas de 
las células en forma soluble en respuesta a señales que actíven una fosfolipasa de la mem» 
brana plasmática. Por ejemplo, la especie parásita ripanosoma utiliza este rnecanismo par 
ra liberar su cubierta de proteínas unidas a GP cuando sufre el ataque del sistema 
inmunitario. Los anclajes GPÍ también se utilizan para dirigir a las proteínas hacia las balsas 
lipidicas y así separarse de otras proteínas, como se describe en el Capítulo 13, 


La mayoría de las bicapas lipídicas de membrana 
son ensambladas en el ER 


La membrana del ER sintetiza casi todas las clases importantes de lípidos incluyendo los fos- 
folípidos y el colesterol necesarios para la elaboración de nuevas membranas celulares. El 
principal fosfolípido fabricado es la fosfaridilcolina (también llamado lecitina), que puede 
formarse en tres etapas a partir de colina, dos ácidos grasos y glicerol fosfato (Figura 12-57). 
Cada etapa está catalizada por enzimas de la membrana del ER que tienen sus lugares acti- 
vos dispuestos hacia el citosol, donde se encuentran los metabolitos necesarios. Por lo tan- 
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Figura 12-56 Unión de un andaje GPl a una proteína en el ER, Inmedistamente después de que la 
proteína ses sintetizada, el precursor permanece anclado a la membrana del ER mediante una secuencia 
señal C-terminal hidrofóbica de 15 a 20 aminoácidos; el resto de la proteína se encuentra en el jumen del 
ER. En menos de un minuto, una enzima del ER corta la proteína, liberándola de su extremo Cterminal 
unido a la membrana y, de formaa simultánea, une el nuevo extremo Cierminal a un grupo amino de un 
intermediario GPi preformado. La cadena del azúcar contiene uh inositol unido a los lípidos, de la que 
proviene el nombse de GPi (glycosyiphosphatidylinositof, El resultado es una glucosamina y tres manosas. 
La manosa terminal se une a una fosfoetanolamina que proporciona el grupo de aminoácidos necesario 
para urdria proteína. La señal que especifica esta modificación se encuentra en la secuencia hidrofóbica 
Cterminal y en aígunos aminoácidos adyacentes a ella sobre la cara luminal de la membrana del ER; si esta 
señal es añadida a otras proteínas, éstas también son modificadas de esta forma. Debido a este anclaje 
lipídico covatente, la proteina permanece unida a la membrana: al principio, can todos sus aminoácidos 
expuestos en la caca luminial del ER y, finalmente, en el exterior celular. 
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Figura 32-57 Sintesis de fosfatidifcolina, Como se ilustra, este fosfalípido es sintetizado a partir de giicerol 3-fosfato, 
citidina-difosfocolina (CDP-cofina) y ácidos grasos liberados en el ER por proteinas que unen ácidos grasos. 


to la sintesis de fosfolípidos sóla tiene lugar en la cara citosólica de la membrana del ER. 
Dado que los ácidos grasos no son solubles en agua, son transportados desde su lugar de 
síntesis en el ER por unas proteínas de unión a ácidos grasos del citosol, Tras Hegar ala meno- 
brana del ER y ser activados por CoA, las acil-bransferasas añaden consecutivamente dos áci- 
dos grasos al glicerol fosfato produciendo ácido fosfatídico. El ácido fosfatídico es lo bastante 
insoluble en agua como paxa permanecer en la bicapa fipídica después y no ser extraído de 
la bicapa por las proteínas de unión a ácidos grasos. Por lo tanto, esta etapa es la que hace 
crecer la bicapa Bpídica del ER. Las últimas etapas determinan el grupo de cabeza dela mo- 
lécula Hpídica recién sintetizada y, por tanto, la naturaleza química de la bicapa, pero no su- 
ponen tn crecimiento neto de la membrana. Los otros dos fosfolípidos mayoritarios de 
membrana -la fosfacidietanolaraina y la fosfatidilserina— al igual que el fosfolípido minori- 
tario fosfatidilinositol (PL phosphatidylinositol) sax sintetizados de esta Inanera. 
- La sfutesis de fosfolípidos tene lugar en la mitad citosólica de la bicapa lipídica del ER, 
por lo que debe existir algún mecanismo que transfiera alguna de las moléculas de fosfolípi- 
“do recién sinterizadas hacia la mitad luminal de la bicapa. En bicapas Epídicas sintéticas, los 
Kpidos no son capaces de “saltar” (“Bip-fop”) de esta manera. En el ER, sin embargo, los fos- 
fofípidos se equilibran a través de la membrana en cuestión de minutos, lo cual es al menos 
11mas 100.000 veces más rápido de lo que puede representar el flip-f£op espontáneo. Este des- 
plazamiento rápido transbicapa está mediado por un translocador de fosfolípidos ral ca- 
racterizado, denominado escramblasa (del inglés scramble, "barajaz” a “mezclar”), que 
posibilita el equilibrio de la concentración de fosfolípidos entre las dos hojas dela bicapa l- 
pídica (Pigura 12-58). Así pues, parece ser que los diferentes tipos de fosfolípidos son disui- 
buidos por igual entre las dos hojas de la membrana del ER. 

La membrana plasmática contiene otro po de translocador de fosfolípidos que perte- 
nece a la farilia de las bombas de tipo P (descritos en el Capítulo 110, Estas flipasas eliminan. 
específicamente los fosfolípidos que contienen en su grupo cabeza grupos amnino libres (fos- 
faudiiserina y fosfatidiletanolaraina, véase Figura 10-3) de la capa extracelular y utilizan la 
energía de hidrólisis del ATP para transferidos direccionalmente a la cara citosólica de la 
merbrena. Como consecuencia de ello, la membrana plastaática tene una composición de 
Jostolípidos muy asinétrica, mantenida activa por acción de las flipasas (Figura 10-16). La 
membrana plasmática tembién contiene na escramblesa pero, a diferencia de la del ER que 
está siempre activa, la de la membrana plasmática está regulada y sólo se activa en algunas 


744 Capítulo 12: Compartimientos intracelulares y hasificación de proteínas 


EXTERIOR CELULAR 


bicapa Kipídica 
del retículo 
endoplasmático 


dr E . 
POAODO | cmenrtón de 
5d la membrana 


CXTOSOL 
9.8. LA SÍNTESIS DE AAA Á $ LLEGADA DE NUEVA 
MAA ar] aa 
sd MITAD CITOSÓLICA JUL cs 
DE LA BICAPA - $8. 
A ie B TI D.. Dis 
AIRE Bee 
¡ ¡ yl 
y $ y V V pa de UL A 
LA FUPASA CATALIZA 
LA ESCRAMBLASA CATALIZA LA TRANSLOCACIÓN 
14 TRANSLOCACIÓN DE DE DETERMINADOS 
MOLÉCULAS DE FOSFOLÍAIDO | FOSFOLÍPIDOS A LA 


MONOCAPA CITOSÓLICA 


De PO 
AGÓN | gesmiento semévico POMAMANARO 
eso UEGUUUYUDU 
¿BOLLO 


Figura 12-58 El papel de los transtocadores lipidicos en la biosíntesis de la bicapa Hipídica. (4) Debido 
a que las nuevas moléculas lipídicas se van añadiendo exclusivamente a la mitad citosófica de la bicapa 
y ño pueden “saltar” de forme espontánea de una monocapa lipídica a la otra, para que ta membrana 
crezca como una bicapa es necesaria la actividad de un treoslocados de fosfolipidos de membrana 
(denominada escrarmbiasa, del inglés scramble, “mezdar” o"barajar”) que transporta moléculas lipídicas 
de la mitad citosólica a ta mitad luminal de la membrana. La escrambiesa no es especifica de fosfolípidos 
con Un grupo polar de cabeza determinado, por lo que equilibra la distribución de todos los fosfolípidos 
entre ambas ronocapas. (8) impulsada por la hidrólisis de ATP una flipasa específica de fosfolípidos, con 
un determinado grupo polar de cabeza sítuada en la membrana, tansloca de forma específica fosfatida 
serina y fosfatidil etanolamina direccionalmente desde la monocapa extracelular hacia la citosófica, 
generando una asimetría en la composición de lípidos que es característica de la bicapa lipídica de fa 
membrana de las células animales (yéase la Figura 10-16). 


situaciones, como en la apoptosis y en la activación de las plaquetas, donde elimina la asi- 
metría Hpídica; la exposición resultante de fosfatidil serina sobre la superficie de las células 
apoptóticas actúa como señal para las células fagocíticas para ingerir y degrad: la célula 
mauerta, 

Ej ER también produce colesterol y ceramida (Figura 12-59). La ceramida es fabricada 
por condensación del arninoécido serína con un ácido graso y forma el amino alcohol esfir- 
gosina (yéase la Figura 10-3); luego se añade un segundo ácido graso, creándose la ceramida. 
La ceramida es exportada al complejo de Golgi, donde actúa como precursor de la síntesis de 
dos tipos de lípidos: se añaden cadenas de oligosacáridos formando los glucoesfingolípidos 
fglucolípidos; véase la Figura 10-18), y se transfieren los grupos de cabeza de la fosfocolina 
de la fosfatidilcolina a otras moléculas de ceramida, formando esfingomielina (se describe 


en el Capítulo 10). Así, ambos glucolípidos y la esfingomielina son producidos relavamen: 


te tarde en el proceso de síntesis de membrana. Dado que son producidos por enzimas ex- 
puestas al lumen del complejo de Golgi, sólo se encuentran en la mitad no-citosólica de las 
bicapas lipídicas que los presentan. 
Como se describe en el Capítulo 13, la membrana plasmática y las membranas del com- 
plejo de Golgi, de los lisosoras y de los endosomas forman parte de un sistema de mem- 
branas que se comunica con el ER por medio de vesículas de transporte que transfieren 


tanto proteínas como lípidos. Sin embargo, las mitocondrias y los plastidios no forman parte * * 


de este sistema, por lo que requieren mecanismos diferentes para importar proteínas y lípi- 
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Figura 12-59 Estructura de una ceramida, 
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dos para su crecimiento. Ya hemos visto que importan la mayoría de sus proteínas desde el 
citosoL Aunque las mitocondrias modifican algunos de los lípidos que importan, no sinteti- 
zan lípidos de novo sino que deben obtener estos lípidos por transferencia desde el ER di 
rectamente o indirectamente a través de otras meribranas celulares. En cualquier caso, se 
precisan mecanistrmos especiales para esta transferencia. 

No conocemos los detalles sobre cómo está catalizada y regulada la distribución de los 
lípidos ensre diferentes membranas. Parece que unas proteínas de transporte solubles en 
agua, denominadas proteínas de intercambio de fosfolípidos lo proteínas de trarisferencia de 
fosfolípidos) transfieren moléculas de fosfolípidos entre membranas, actuando como las 
proteínas de unión a ácidos grasos, que conducen los ácidos grasos a través del citosol. 
Además, en eleceromicrografías a mnenudo se pueden ver mitocondrias en puoraposición es- 
trecha con membranas del ER, de forma que pueden existir mecanismos de transferencia 
de lípidos que actúen entre menabranas adyacentes. 


Resumen 


La extensa red del ER actúa de factoría de producción de casi todos los lípidos celulares. Adernás, la 
mayor parte de la síncesis proteica celular tiene lugar en la superficie citosólica del Eh: todas las pro- 
teínas destinadas a la secreción y todas las proteínas destinadas al propio ER, al complejo de Golgi, 
a los lisosomas, a los endosomas y a la membrana plasmática, primero son importadas al interior 
_del ER desde el citosol. En el lumen del ER, las proteínas se pliegan y oligomerizan, se forman los en- 
laces disuifuro y se añaden los oligosacáridos unidos a N. El patrón de la N-glucositación se utiliza 
para indicar el grado de plegamiento de las proteínas, de forma que las proteínas abandonen el ER 
sólo cuando están plegadas de forma correcta. Las proteínas que no se pliegan o no oligomerizan co- 
rrectamente son translocadas de nuevo al citosol, donde son desglucosiladas, ubiquitinizadas y de- 
gradadas en proteosomas. Sí se acumidan excesivas proteinas mal plegadas en el ER, desencadenan 
una respuesta e proteínas desplegadas, que activa los genes apropiados en el núcleo necesarios para 
que el ER las pueda arreglar. 
Sólo son importadas al interior del ER las proteínas que presentan una secuencia señal hidro- 
fóbica. La secuencia señal es reconocida por una partícula de reconocimiento de señal (SRP) que se 
une a la cadena polipeptídica naciente y al ribosoma y dirige todo el conjunto a ra proteína 
receptora de la superficie de la membrana del ER. Esta unión a la membrana inicia un proceso de 
translocación que arrastra un asa de la cadena polipeptidica a través de la membrana del ER porun 
poro hidrofilico de una proteína trranslocadora. 

-Las proteínas solubles destinadas al lumen del ER, a ser secretadas o a ser transferidas al hu- 
men de otros orgánulos- primero pasan por completo al interior del lumen del ER. Las proteínas 
transmembrana destinadas al ER o a otras membranas de la cétula son translocadas a través de la 
membrana del ER, pero no son liberadas al interior del lumen sino que permanecen encados a la 
bicapa a través de una o mds regiones de hélice o: de su cadena polipeptídica, que atraviesan 
la membrana. Estas porciones hidrofábicas de la protefra pueden acruar durante el proceso de 
translocación como secuencia de inicio de translocación o como señal de paro de translocación. 


Cuando un polipéprido contiene varias secuencias alternadas de inicio y de paro de translocación, - 


atravesará hacia un lado y otra la bicapa muchas veces, constituyendo una proteína transmembra- 


na de paso múltipie, 
" La asimetría de la inserción y de la glucosilación de las proteínas en el ER establece la polaridad 
de las membranas de todos los orgénulos que son abastecidos con proteínas de mernbrana por el ER. 


74% 


PROBLEMAS 


- ¿Qué afirmaciones son clertas? Explicar por qué sf. 
o por qué no 


121 Como el hurnen del ER, el interior del núcleo es topológi- 


camente equivalente al exterior de la célula... 


122 Losribosomas unidos a membrana yios ibosomas libres, 
que son idénticos desde un punto de vista estructural y funcional, 
sólo se diferencian en las proteínas que sintetizan en un momena- 
to dado, 


12-3 — Para obviar la inevitable congestión que ocurriría si se per- 
mitiera el tráfico de doble sentido a través de un mismo poro, los 
cormplejos de poro están especializados de forma que unos de ellos 


- median la importación Y otros nedia la exportación alnúcleo. * 


124 Sólo se encuentran peroxisomas en algunos tipos de célu- 
las eucariote especializadas. 


12-5  Enlas proteínas ransmembrana de multipaso, los En 
mentos transmembrana de número impar (contados a partir del 
N-terminal) actúan como señales de inicio de transferencia mien- 


tras quelos de número par actúen como señales de peo de trans- 


ferencia. 


a 


alt 


at: 


- 
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Resolver los siguientes problemas 


12-6 ¡Cuál es el destino de una proteína questo tenga señal de 
clasificación? 


12-7 Se ha modificado una serie de genes cada uno de los 
cuales codifica una proteína con in par de secuencias señal 
conflictivas que especifican diferentes compartimientos. Si los 
genes se expresan en una célula, predice qué señal ganará en ca- 
da una de las siguientes cormbinaciones. Explicar el razona- 
miento. 


A. Señales para importación 21 núcleo y para importación al ER. 


B. Señales para iorportación a los peroxisomas y para importa- 
ción al ER, 


€. Señales para importación a la mitocendiia y de retención en 
el ER. 


D. Señales para importación al núcleo y para exportación desde 
elmúcleo,. — ' 


12-8  ElRE rugoso es el lugar donde se sintetizan muchas clases 
diferentes de proteínas de membrana. Algunas de estas proteínas 
permanecen en el ER rojentras que otras son clasificadas y envia- 
das a compartimientos como el complejo de Golgi, los lisosomas 
y la raerabrana plasmática. Una medida de la dificultad del pro- 
blema de la clasificación es el grado de “purificación” que se tiene 
que conseguir durante el transporte desde el ER. Las proteínas 
que vana quedar unidas a la membrana plasmática ¿son comu- 
nes o son raras entre todas las del ER? 

Una consideración sencilla permite contestar esta pregunta. 
En tua cétula típica en crecimiento que se divide una vez cada 
24 horas, cada día debe pasar por el ER el equivalente a una nue- 
va membrana plasmática. Sila membrana del ER es 20 veces ma- 
yor que el área de la membrana plasmética, ¿cuál es la relación, 
entre las proteínas de membrana plasmática y les proteínas de las 
otras membranas en el ER? (Asumir que en su camino hacía la 
menbrana plasmática, todas las proteínas peonanecen en el ER 
durante 30 minutos de promedio antes de salir, y que la relación 
entre proteínas y Hpidos en el ER y en la membrana plasmática es 
aproximadamente la misma.) 


12-9 Antes de que los complejos de poro nuclear fuesen bien 
conocidos, xo se sabía si las proteínas nucleares difundían de for- 
ma pasiva al interior del núcleo y se acumulaban allí uniéndose a 
proteínas residentes del núcleo camo los cromosomas, o si eran 
transportadas activamente y acumuladas con independencia de 
su afinidad por componentes nucleares. 

Un experimento clásico dirigido a solucionar este problema 
utilizó diferentes formas de nucleoplasmina radiactiva, una 
gran proteína pentamérica que participa en el ensamblaje de la 
cromatina. En este experimento, tanto la proteína intacta- como 
las cabezas de nucleoplasmina, las colas o las cabezas con una 
sola cola, se inyectaron en el citoplasma o en el núcleo de un ao- 
¿ito de rana (Figura P12-1). Todas las formas de nucleoplasmd- 
na, excepto las cabezas, se acumularon en el núcleo tras ser 
inyectadas en el citoplasraa, y todas las formas quedaron reteni- 
das en el núcleo cuando se inyectaron en el núcleo. 


A. ¿Qué parte de la molécula de pucleoplasmina es responsa- 
ble de la localización en el núcleo? 


B. ¿De qué forma estos experimentos distinguían entre t1ans- 
parte activo, en el que una señal de localización nuclear induce el 
transporte por un complejo de poro nucleax, y la difusión pasiva, 


preparación de inyerción — inyección en 
la nuceoplasmina en el núdea el citoplasma 


una cola 


cabezas 


colas 


Figura P12-1 Localización celular de nudeoplasmina y de componentes 
de la nudeopiasmina tras $u inyección en una célula (Problema 12-9), 

El esquema de aurorradiografías muestra el citoplasma y el núcteo con la 
localización de la nucdeoplasmina indicada en áreas de color roja, 


en la que un lugar de unión para un componente nuclear permi- 
te la acumulación en el núcleo? 


12-19 Asumiendo que son necesarios 32 millones de octámeros 
de histona para empaquetar el genoma humano, ¿cuántas molé- 
culas se deben transportar por segundo y por complejo de pora 
en las células en la que el núcleo contiene 3000 poros nucleares y 
la célula se divide una vez cada día? 


12-14 Las estructuras de Rau-GDP y Ran-GTP (de pido de 
Rar-GppNp, un análogo estable del GTP) son muy diferentes, co- 
ruo muestra la Figura P12-2, No es sorprendente que Ran-GDP 
se una a un juego diferente de proteínas que Ran-GTR 

Para observar la captación de Ran por el núcleo de células per- 
meabilizadas, se une una marca fuerescente a una cadena lateral 
de una císteína de Ran, para hacerla visible. Esta Ran modificada 
es importada al núcleo normalmente. La Ran-GDP fluorescente 
súlo es captada por el núcleo si se añade citoplasma, mientras 
que ima forma mutante, RanQ69L-GTE que es incapaz de hidro- 
lizar ¡TB no es captada ni en presencia ni en ausencía de cito- 


- plasma. Para identificar la proteína citoplasmática que es crucial 


para la captación de Ran-GDB se construyen unas columnas de 
afinidad, en las que se ha unido Ran-GDP o RánQ69L-GTE y se 
hace pasar plasme a su través. El citoplasma que ha pasado a tra- 
vés de la columaa de Ran-GDP ya no activa el transporte de 


Ras-GDP Ran-GuoMp 


Figura P12-2 Estucturas de Ran-GDP y de Rar-GppNp (Problema 12-11). 
Las zonas rojas de las estructuras muestran el segmento de Ran que es 
más daramente diferente cuando se une GDP o el análogo de GTP. 
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PROBLEMAS 


Figura P12-3 Proteínas 
etuidas de coluranas de 
afinidad de Ran-GDP (carril 1) 
y de Rand69L-STP (carril 2] 
tProblerna 12-11), Ala derecha 
se muestran los pesos 
moleculares de proteínas 
estándar (De K, Ribbeck et al, 
EMBO J, 17:6587-6598, 1988, 
Con la autorización de 
Macmillan Publishers Ltd.) 


Rao-GDP al núcieo mientras que el citoplasma que ha pasado a 
través de la coburana de RanQ69L-GTP mantiene esta actividad. 
Después de eluir las proteínas que se han unido en cada columna 
y analizar en una electroforesis en gel de poliacrilamida SDS, se 
buscan diferencias que permitan identificar el factor necesario 
para la captación nuclear de Ran (Figura P12-3). 


A. ¿Por qué se ha utilizado RanQ69L-GTP en lugar de Ran-GTP 
en estos experimentos? ¿Ran-GppNp habría podido serviz en la» 
par de RanQ69L-GTP? 


B. ¿Cuál de entre las muchas proteínas eluidas a partir de las 
dos columnas diferentes de afinidad es una buena candidata a ser 
el factor que activa el transporte de Ran-GOP al núcieo? 


CC. ¿Qué otra proteína o proteínas sería lógico que Ran-GDP 
uniera para realizar su función? 


D. ¿Cómo podría confirmarse que el factor identificado es ne- 
cesarío para estimular la captación nuciear de Ran?” 


12-12 Los componentes del complejo TIM, el transportador mu- 

clear formado por muchas subunidades de la qiembrana nuciear 
interna, son mucho menos abundantes que los del coraplejo 

TOM. inicialmente fueron identificados utilizando una estrategia 

genética. El gen de levadura Ura3, cuyo producto está localizado 
. porlo general en el citoso!, donde es esencial para la síntesis de 
uracilo, fue modificado para transportar tna señal de importa” 
ción a la matriz de la mitocondria. Una población de células que 
transportaban el gen Ure3 modificado se hizo crecer en ausencia 
de uracilo. La mayoría de las células murieron; las escasas células 
que crecieron eran deficientes en el sistema de importación mito- 
condrial. Explicar de qué forma esta selección identifica células 
con defectos en los componentes necesarios para la importación: 
mitocondrial ¿Por qué las células normales pero con el gen Ura3 
modibicadono crecen en ausencia de uracilo? ¿Por qué las células 
que tienen un defecto en el sistema de importación mitocondrial 
crecen en ausencia de uracilo? 


12-13 Sila enzirsa dihidrofolato reductasa (DHER), que normal- 
mente está localizada en el citosol, se modifica de forma artificial 
para transformar una secuencia de identificación mitocondrial 
ee su extremo N-terminal, es importada de forma eficiente a la 
initoconidria. Si la DXHER rnodificada es incubada con metotrexa- 
to, que se une con fuerza a su lugar activo, la enzima permanece- 
rá en el citosol. ¿De qué forroa la unión del metotrexato interfiere 
con la importación a la mitocondria? 


12-14 ¿Por qué una mitocondria necesita un imaginario trans- 
portador para importar proteínas a través de la membrana exter- 


PAS 


ná? Sus membranas externas tienen grandes poros formados por 
porinas. 


12-15 La catalasa, una enzima que se encuenura en los peroxd- 
sornas, está presente en cantidades normales en las cétulas que 
no tienen peroxisomas visibles. Restlta posible determinar la lo- 
calización de la catalasa en estas células utilizando microscopía 
de inmunofluorescencia con anticuerpos especificos contra la 
catalasa. En la Figura P124 se presentan micrografías de fua- 
rescencia de células noumales y de células deficientes en peroxi- 
somas ¿Dónde está localizada la catalasa en las células sin 
peroxisomas (Figure P12-4B3? ¿Por qué la catalasa se presenta CO 
mo pequeños puntos de fhuorescencia en las células normales 
(Figura P12.-4A)? 


Figura P12-4 Localización de la catalasa en células, determinada por 
microscopía de fluorescencia (Problema 12-15), (4) Células normales. 

(8) Células deficientes en peroxisommas. Las células se hicieron reaccionar 
con anticuerpos especificos contra lá catalasa, se lavaron y se tiñeron con 
un segundo anticuerpo marcado con fluoresceína, específico contra la 
catalasa. Los dos paneles tienen los mismos aumentos. (De N. Kinoshita et 
al, 4 Bfof. Chem. 273:24112-24130, 1998, Con la autorización de American 
Society for Biochemistry and Malecular Biology) 


12-16 Examinar la proteína transmembrena de multipaso que 
raostramos en la Figura P12-5, ¿Cuál será el efecto de transfoz- 
mar el primer segmento hidrofóbica transmembrena en un seg- 
mento hidrofílico? Esbozarla distribución enla membrana del ER 
de la proteína modificada, 


12-17 Todos los nuevos fosfolípidos se añaden a la hoja citoplas- 
mática de la membrana del ER, pero la mernbrana del ER tiene 
una distribución simétrica de diferentes fosfolípidos en sus dos ca- 
ras. Por el contrario, la mernbrana plasmática, que recibe tados sus 
camponentes de membrana en último término del ER, tiene waa 
distribución muy asimétrica de fosfolípidos en las dos hojas de su 


bicapa Hpídica. ¿Cómo se genera la simetría en la membrana del 


ER y como se genera la asimetría en la membrana plasmática? 


GTOosaL 


LUMEN DEL ER 


Figura P12-5 Distribución de tna proteína transmembrana mudtipaso 
en la membrana del ER (Problema 12-16) Los hexdgonos representan 
otigosacáridos unidos de forma covalente. 
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Tráfico vesicular intracelular 


Todas las células deben alimentarse, comunicarse con el exterior y responder con rapidez a 
los cambios del entorno, Para poder realizar sus funciones, las células ajustan continua» 
mente la composición de su membrana plasmática en respuesta a sus necesidades. Utilizan 
ta complejo sistema de merobranas internas para añadir y eliminar proteínas de superficie 
celular incluidas en la membrana tales como receptores, canales iónicos y transportadores. 
Mediante el proceso denominado exocitosis, la ruta de secreción biosintética-secretora sunai- 


nistra proteínas de nueva síntesis, carbohidratos y lípidos tanto a la membrana plasmática 


como al exterior celular. El proceso complementario, la endocitosis (Figura 13--1), permite a 
las células eliminar componentes de la mernbrana plasmática transportándolos a compar- 
timientos intracelulares denominados endosomas, desde los que pueden ser reciclados hacía 
la misma o diferente área de la membrana plasmática o pueden ser dirígidos a los lisosomas 
para su degradación. Las células también emplean la endocitosis para captar nutrientes 
importantes como vitaminas, Hípidos, colesterol y hierro; éstos son ingeridos junto con las 
macromoléculas a las que se unen y son liberados en los endosomes o lisosomas y trans- 
portados al citosol donde son utilizados en diferentes procesos biosintéticos, 

El espacio interior, o lumen, de cada uno de los compartimientos delimitados por mera- 
brana de las rutas biosintética-secretora y endocítica es topológicamente equivalente al 
iumen de la mayoría de los otros compartimientos membranosos y al exterior celular. Las 
proteínas pueden desplazarse en ese espacio sin tener que atravesar membranas y pasan 
de uno a otro compartimiento mediante pumerosos contenedores de transporte mern- 
branosos. Algunos de estos contenedores son pequeñas vesículas esféricas, mientras otros 
son grandes vesículas inmegulares o túbulos formados a partir del compartimiento dador, 
Utilizaremos el término vesículas de transporte para referirnos a todas estas formas de con- 
tenedores. - 

Dentro de una célula eucariota se forman constantemente las vesículas de transporte 
enuca membrana y se fusionan con otra, transportando componentes de merbrana y mo- 
léculas solubles que se denominan carga (Figura 13-2). Este tráfico de membrana fluye a lo 
largo de rutas direccionales muy organizadas, que permiten a la célula secretar, alimentarse 
y temodelar su mernbrana plasmática. La vía biosintética-secretora se dirige al exterior, des- 
de el retículo endoplasmático (ER) hacia el complejo de Golgi y la superfície celular, con una, 
desviación hacia los Usosomas, mientras que la ruta endocítica se dirige hacia el interior des- 
de la membrana plesmática. En cada caso, el Bujo de membrana entre los compartimientos 
está equilibrado con mecanismos de recuperación que, transportando mernbranas y prote- 
inas seleccionadas hacía el compartimiento de origen, equilibrar el fujo en ambos sentidos 
Figura 12-3). 

Para poder realizar su función, cada vesícula de transporte que emerge de un compar- 
timiento debe ser selectiva. Tiene que tomar las moléculas adecuadas y sólo debe fusionarse 
con la membrana diana apropiada. Así, por ejemplo, una vesícula que va del complejo de 
Golgl a la membrana plasmética, no puede llevarse proteínas que deben residir en 
el cornplejo de Golgi y sólo debe fusionarse con la membrana plasmática y no con otros or- 
gánulos. ¿ea o 

Empezaremos este capítulo considerando los mecanismos moleculares de la vesicula- 
ción y de la fusión en los que se basa todo el transporte vesicular. Posteriormente se expon- 
drán los problemas fundamentales de cómo, a pesar del transporte, las células mantienen 
las diferencias entre compartimientos. Finalmente, se considerarán las funciones del com- 
plejo de Golgi, lisosomas, vesículas de secreción y endosomas, a medida que se describan les 
rutas que conectan estos orgánulos. 
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Tráfico vesicular intracelular 


Todas las células deben alimentarse, comunicarse con el exterior y responder con rapidez a 
los cambios del entorno, Para poder realizar sus funciones, las células ajustan continua» 
mente la composición de su membrana plasmática en respuesta a sus necesidades. Utilizan 
ta complejo sistema de merobranas internas para añadir y eliminar proteínas de superficie 
celular incluidas en la membrana tales como receptores, canales iónicos y transportadores. 
Mediante el proceso denominado exocitosis, la ruta de secreción biosintética-secretora sunai- 


nistra proteínas de nueva síntesis, carbohidratos y lípidos tanto a la membrana plasmática 


como al exterior celular. El proceso complementario, la endocitosis (Figura 13--1), permite a 
las células eliminar componentes de la mernbrana plasmática transportándolos a compar- 
timientos intracelulares denominados endosomas, desde los que pueden ser reciclados hacía 
la misma o diferente área de la membrana plasmática o pueden ser dirígidos a los lisosomas 
para su degradación. Las células también emplean la endocitosis para captar nutrientes 
importantes como vitaminas, Hípidos, colesterol y hierro; éstos son ingeridos junto con las 
macromoléculas a las que se unen y son liberados en los endosomes o lisosomas y trans- 
portados al citosol donde son utilizados en diferentes procesos biosintéticos, 

El espacio interior, o lumen, de cada uno de los compartimientos delimitados por mera- 
brana de las rutas biosintética-secretora y endocítica es topológicamente equivalente al 
iumen de la mayoría de los otros compartimientos membranosos y al exterior celular. Las 
proteínas pueden desplazarse en ese espacio sin tener que atravesar membranas y pasan 
de uno a otro compartimiento mediante pumerosos contenedores de transporte mern- 
branosos. Algunos de estos contenedores son pequeñas vesículas esféricas, mientras otros 
son grandes vesículas inmegulares o túbulos formados a partir del compartimiento dador, 
Utilizaremos el término vesículas de transporte para referirnos a todas estas formas de con- 
tenedores. - 

Dentro de una célula eucariota se forman constantemente las vesículas de transporte 
enuca membrana y se fusionan con otra, transportando componentes de merbrana y mo- 
léculas solubles que se denominan carga (Figura 13-2). Este tráfico de membrana fluye a lo 
largo de rutas direccionales muy organizadas, que permiten a la célula secretar, alimentarse 
y temodelar su mernbrana plasmática. La vía biosintética-secretora se dirige al exterior, des- 
de el retículo endoplasmático (ER) hacia el complejo de Golgi y la superfície celular, con una, 
desviación hacia los Usosomas, mientras que la ruta endocítica se dirige hacia el interior des- 
de la membrana plesmática. En cada caso, el Bujo de membrana entre los compartimientos 
está equilibrado con mecanismos de recuperación que, transportando mernbranas y prote- 
inas seleccionadas hacía el compartimiento de origen, equilibrar el fujo en ambos sentidos 
Figura 12-3). 

Para poder realizar su función, cada vesícula de transporte que emerge de un compar- 
timiento debe ser selectiva. Tiene que tomar las moléculas adecuadas y sólo debe fusionarse 
con la membrana diana apropiada. Así, por ejemplo, una vesícula que va del complejo de 
Golgl a la membrana plasmética, no puede llevarse proteínas que deben residir en 
el cornplejo de Golgi y sólo debe fusionarse con la membrana plasmática y no con otros or- 
gánulos. ¿ea o 

Empezaremos este capítulo considerando los mecanismos moleculares de la vesicula- 
ción y de la fusión en los que se basa todo el transporte vesicular. Posteriormente se expon- 
drán los problemas fundamentales de cómo, a pesar del transporte, las células mantienen 
las diferencias entre compartimientos. Finalmente, se considerarán las funciones del com- 
plejo de Golgi, lisosomas, vesículas de secreción y endosomas, a medida que se describan les 
rutas que conectan estos orgánulos. 
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(8) endecitosis 


MECANISMOS MOLECULARES DE TRANSPORTE 
DE MEMBRANA Y DE MANTENIMIENTO DE 
LA DIVERSIDAD DE LOS COMPARTIMIENTOS 


El transporte vesicular provoca un intercambio constante de coreponentes entre los más de 
diez compartimientos membranósos que, colectivamente, forman las vías biosintética- 
secretora y endocitica y que son químicamente diferentes. Con este intercambio masivo, 
¿cómo puede cada uno de los compartimientos mantener su identidad? Para poder contes- 
tar a esta pregunta hay que considerar en primer lugar qué es lo que define un compart- 
miento. Por encima de todo, parece que es la naturaleza de la membrana que los delímita: 
marcadores moleculares expuestos en la superficie citosólica de la membrana actúan de 
guía para el tráfico de entrada, asegurando que las vesículas de transporte sólo se fusionen 
con el compartimiento adecuado. Sin embargo, muchos de estos marcadores de membrana 
se encuentran en más de un compartimiento y la combinación específica de marcadores 
determina la dirección molecular única de cada corapartirniento. 

¿Cómo se mantienen los marcadores de membrana en tina concentración elevada en 
1 compartimiento y baja en otro? Para responder a esta pregunta, es neceserío comprender 
cómo las áreas de membrana, enriquecidas o empobrecidas en determinados componentes 
de membrana especificos, generan vesículas en un compartimiento y son transportadas a 
otro. El Panel 13-1 plantea algunas de las estrategias genéticas y bioquímicas básicas que se 
han utilizado para estudiar la maquinada molecular implicada en el transporte vesicular. 

En primer lugar, se explicará cómo las células segregan proteínas en diferentes domi- 
nios de membrana mediante el ensamblaje de una cubierta proteica específica en la cara 
citosólica de la membrana. Después exspondrernos cómo se forman las cubiertas, cuáles son 
sus componentes y cómo son utilizados para seleccionar determinados componentes de 


CITOSOL 


COMPARTIMIENTO 
DADOR 


GEMACIÓN 


Figura 13-1 Exocitosis y endocitasis. 

(Aj En la exocitosis, una vesícula de 
transporte se fusiona con Ía membrana 
plasmática. Su contenido es liberado en 
el espacio extracelular mientras que la 
merbrana de la vesícula trajo) queda 
lacorporada en la membrana plasmática. 
(8) En la endocitosis, una región de la. 
membrana (rojo) es internallzada' formando 
una vesícula de transporte, Su conteñida 
procede del espacio extracelular, 


Figura 13-2 Transporte vesicular 

Las vesículas de transporte emergen 

por gemación de un compartimiento 

y se fusionan con otro. Como se muestra, pS 


. alhacerto transportan material del lumen 
" fel espacio interior de un compartimiento 


delimitado por membrara] y de la membrana 
del compartimiento dador, al kimen y a la 
membrana del compartimiento de destino, 
Es importante destacar que el proceso de 
formación de vesículas por gemación y el 
de fusión de las vestculas no son simétricos: 
la formación de vesículas por gemación 
requiere un acontecimiento de fusión de 
membranas iniciado a partir de la cara 
lurninal de la membrana, mientras que 

la fusión de tas vesículas requiere un 
acontecimiento de fusión de membranas 
iniciado a partir de ambas mernbrarnlas, 

la dadora y la aceptora. 
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ua membrana que serán transportados 4 otro compartimiento. Por último, se describirá 
cómo las vesículas de transporte se anclan en la membrana aceptora apropiada, fusionán- 
dose con ella y liberando su carga. 


Hay varios tipos de vesículas recubiertas 


La mayoría de las vesículas de transporte se forman a partir de regiones recubiertas especia- 
lizadas de las membranas. Geman como vesfculas recubiertas que presentan una malla 
característica de proteínas que recubre su cara citosólica. Antes de que las vesículas se fu- 
sienen con la membrana aceptora pierden su cubierta y permiten que las dos caras citosóli- 
cas de las membranas entren en contacto y se fusionen. 

La cubierta Gene dos funciones principales. La primera, concentrar determinadas pro- 
tefras de la membrana en uma región especializada de la misma a partiz de la cual se forma- 
rá la membrana de la vesícula. De esta manera selecciona las moléculas adecuadas para el 
transporte. La segunda, moldear la vesícula en formación. Las proteínas de cubierta se en- 

, sembian en forma de mallas curvadas en forma de cesta que deforman el área de la mem- 
” brana dando forma a la vesícula. Este hecho podría explicar la observación de que vesículas 
con el mismo tipo de cubierta fienen un temaño y forma relativamente similares. 

Hay tres tipos de vesículas recubiertas bien caracterizados, que se diferencian por sus 
proteínas de cubierta; las recubiertas de clatrina, las recubiertas de COPI y las recubiertas de 
-COPH Figura 13-4). Cada tipo participa en diferentes etapas de transporte. Por ejemplo, las 
vesículas recubiertas de clatrina están implicadas en el transporte desde ei complejo 
de Golgi y desde la membrana plasmática, mientras que las vesículas recubiertas de COPI y de 
COPY están fondamentalmente implicadas en el transporte desde el ER y desde las cisternas 
del Golgi (Bigura 13-5). Sin embargo bay mucha más variedad de vesículas recubiertas y de 
sus funciones de lo que sugiere lá corta lista anterior. Como se describirá más adelante, hay 
varios tipos de vesículas recubiertas de clarrina, cada una de las cuales está especializada en 
una etapa de transporte diferente, y las vesículas recubiertas de COPÍ y de COPK también 
pueden ser diversas. 


El ensamblaje de la cubierta de clatrina controla la formación 
de vesículas 


Las vesículas recubiertas de clatrina, las primeras vesículas recubiertas que fueron descri- 


tas, transportan materiales desde la membrana plasmática y entre los endosomas y los com-' 


partimientos del Golgi, Las vesículas recubiertas de COPI y las vesículas recubiertas de 
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Figura 13-3 “Mapa de carreteras” de las vías 
biosiritética-secretora y endocitica. (A) En 
este “mapa de carreteras” sobre el tráfico 

de las proteínas biosintetizadas, que fue 
presentado en el Capitulo 12, aparecen 
destacadas con flechas verdes y rofas las rutas: 
endocitica y biosintética-secretora, 
respectivamente. Además, las flechas azules 
señalan las vías de recuperación mediante las 
cuales se asegura el flujo retrógrado de los 
componentes, (8) Los comparimientos de 
una célula eucariota que están implicados 

en el transporte vesicular. El tumen de cada 


compartimiento delimitado por membrana 


es topológicamente equivalente al exterior 
celutar. Todos los compartimientos que se 
muestran, se comunican entre sí y con el > 
exterior celular mediante tas vesículas, En la 
ruta biosintética-secretora (fechas rojas), las 
moléculas de proteírias $0n transportadas 
desde el ER a la membrana plasmática o [ vía 
endosomas tardíos) a los lísosomas. En la ruta 
endocítica (Mechas verdesi, las moléculas son 
ingeridas mediante vesículas que se forman 
a partir de la membrana plasmática, 
conducidas a los endosomas tempranos y. 
(vía endosomas tardíos) a los lisosomas, 
Muchas moléculas endocitadas se recuperan 
de los endosomas tempranos y vuelver a la 
superficie celular, donde son reutilizadas; 

de forma similar, algunas rioléculas son 
recuperadas de los endosomas tardíos y 
vuelven al complejo de Golgi, y algunas son 
recuperadas del Golgi y devueltas al ER, Todas 
estas rutas de recuperación se indican con 
flechas azules, corso en el apartado (A). 
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SISTEMAS LIBRES DE CÉLULAS PARA EL ESTUDIO DE LOS COMPONENTES Y DEL MECANISMO 


DEL TRANSPORTE VESICULAR 


El transporte vesicular puede ser reconstituido en sistemas 
libres de células. La primera vez que se consiguió fue para 
et caso de los dictiosornas del complejo de Golgi. Cuando 
se aíslan dictiosomas y se incuban en presencia de chosol 

y de ATP como fuente de energia, las vesículas emergen 
por gemación desde los bordes de los dictiosomnas y parece 
que transporten proteinas entre las cisternas, Siguiendo el 
procesarmiento progresivo de los oligosecáridos de una 
ghicoproteína y su desplezamiento entre un compartimiento 
del Golgi y el siguiente, es posible seguír el proceso de 
trensporte vesicular. 


Para seguir el transporte, se incuban juntas dos poblaciones 
de dictiosomas de Golgi. La población “dadora” se aísia 

á partir de células martantes que carecen de la enzima 
Macetilglucosamina ÍGICNAO) transferasa | y que han sido 
infectadas con un virus; debido a la mutación, la principal 
glucoproteína vírica no puede ser modificada con GÍcNAc 


en el complejo de Golgi que tienen las células mutantes, 

Los dictiosomas "aceptores” son aislados a partir de células 
salvajes ño infectadas y que, por lo tanto, contienen una 
copia correcta de GÍIcNAc transferasa l, pero carecen de la 
glucoproteina vírica. En la mezcla de dictiosomas del Gofgi, 
la proteína vírica adquiere GIoNAc, lo cual indica que el Golgi 
dador debe haber sido transportado entre los dictiosonas 
dei Gota! —-presuniblemente por vesículas que se forman en 
el compartimento cis del complejo de Golgi dador y se 
fusionan con el compartimiento medio del complejo de Golgi 
aceptor o bien mediante fusión homotípica entre cisternas 
de dos dictiosornas. Este transporte dependiente de glucosk 
lación puede seguirse midiendo la transferencia de 
HHGIONAL desde UDP-2H-GIONAc a la glucoproteina vírica. El 
transporte sólo se produce en presencia de ATP y de citosol, 
Fraccionando el citosol, se han identificado proteínas 
especificas citosólicas necesarias para la formación 

y la fusión de las vesículas de transporte. 
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Sistemas libres de células similares a éste se han utilizado para estudiar el transporte desde la red media hasta la red del trans 
Golgi, desde la red del trans Gola: hasta la membrana plasmática, desde los endosomas hasta los lisosomas y desde la red del 
trans Golgi hasta los endosomas tardíos, así como para el estudio de la fusión homotípica entre compartimientos similares, 


como los endosomas y las vesículas de secreción inmaduras. 
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APROXIMACIONES GENÉTICAS AL ESTUDIO DEL TRANSPORTE VESICULAR 


Los estudios genéticos de células de levadura mutantes 
deficientes en la secreción a temperaturas elevadas han 
permitido identificar más de 25 genes que participan en la 
vía de secreción. Muchos de estos genes mutantes codifican 
proteinas sensibles a temperatura, las cuales 3 25 *C actúan 
normalmente, pero cuando las células mutantes (A) se 
exponen a una temperatura superior, de 35 “€, algunas no 
pueden llevar a cabo el transporte de proteínas desde el ER 
hasta el complejo de Golgi, desde una cisterna a otra del 
Golgi, y desde el complejo de Golgi hasta la vacuola (ef 
fisosoma de las levaduras) o hasta la membrana plasmática. 


Cuando, por este sistema, se identifican algunas proteínas 
necesarias para que se produzca la secreción, se pueden 
identificar genes que codifican proteínas que interaccionan 
con ellas mediante un fenómeno llamado supresión 
multicopia. A temperaturas elevadas, a menudo una 
proteina mutarte sensible a la temperatura elevada tiene 
una afinidad demasiado baja por las proteínas con las que 
habitualmente interacciona, Sin embargo, si las proteínas de 


interacción se producen a Una concentración muy superior a 


tano sal, se produce una unión suficiente para paliar este 
defe< o. Para construir una situación experimental en que 

se produzcan esas elevadas concentraciones de ligando, se 
procede a transfectar células mutantes de levadura (con una 
mutación sensible a la temperatura en un gen implicado en el 
transporte vesicular) con un vector plasmiídico de levadura en el 
cual se han clonado fragmentos al azar de DNA genómico de 
levadura. El plásmido se mantiene en las células en un número 
de copias elevado, por lo que los que porten genes intactos 
sobreproducirán el producto normal del gen y permitirán, en 
consecuencia, que un reducido número de células puedan 
sobrevivir a temperaturas elevadas. Los fragmentos de DNA 
relevantes, que probablemente codifican proteinas que 
interaccionan con la proteína mutada original, pueden ser 
aislados de las células supervivientes. 


Las aproximaciones genéticas y bioquímicas se complementan, 
y muchas de las proteínas involucradas en el transporte 
vesicular han sido identificadas de forme independiente a 
través de estudios bioquímicos de sistemas libres de células de 
mamiferos y a través de estudios genéticos en levaduras. 


LAS PROTEÍNAS DE FUSIÓN CON GFP 
HAN REVOLUCIONADO EL ESTUDIO 
DEL TRANSPORTE INTRACELULAR 


Una manera de seguir el rastro de una proteina en 
las células vivas es construir proteínas de fusión, en las 
que la proteina fluorescente verde (GFP) se une mediante 
técnicas de ingeniería genética a la proteína de interés, 
Cuando Un <DMA que codifica una de estas proteinas 

de fusión se expreza en una cétula, la protelne es visible 
inmediatamente en un microscopio de fivorascencia, 
permiilendo su seguimiento en las células vivas a tiempo 
real. Afortunadamente, para muchas de las proteínas 
estudiadas, la unión de GEP a la proteína no altera la 
función de la proteína, 


de la estormatitis vesicular en céjulas en cuítivo. La 
proteína vírica es Una proteina integral de membrana 


Las proteínas de fusión con GEP 58 utilizan con que normalmente se desplaza a lo largo de la vía de 
frecuencia para estudiar tanto la localización como secreción desde el ER a la superticio celular, donde el 
el desplazamiento de las proteínas en las células, Por virus se ensamble en aquelias células que expresan los 
3 ejemplo, el uso de GFP unida a proteínas que entran y demás componentes víricos. Ls proteína vírica contiene 
a salen: del núcleo facilita el estudio del transporte nudear una mutación que permite su exportación desde el ER 
e y su regulación. GFP unido a proteínas mitocondriales sólo a baja temperatura. Asi pues, en las condiciones de 
ÉS 9 del Golgi se utiliza para estudiar el comportamiento alta temperatura que se muestran, la proteína tiñe el ER, 
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de estos orgánulos. GFP unido a proteínas plasmáticas se 


ds 
ys 


a usa para medir la cinética de su movimiento desde el ER 
q a través de la vía de secreción. Se pueden ver ejemplos 


de de estos experimentos en forma de vídeo en el DVD 


EA que acompaña este libro. E 
Sd El estudio de las proteinas de fusión con GFP se combina E 


con frecuencia con técnicas de ERAP y de FLIP (técnicas 
descritas en el Capítulo 10), en las que la proteína GFP 
de regiones seleccionadas es blanqueada mediante una 
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ds intensa luz láser. Es posible medir la velocidad de difusión 
Eos o de transporte de la proteína GFP no blanqueda en esa 
EoEdA área para obtener estimaciones del transporte o difusión 


de la proteína en la célula. Por ejemplo, de este modo se 
ha determinado que muchas enzimas del Golgi se 
recicdlan entre el complejo de Golgi y el ER. <GCTG> 


ces 
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(A-D, por cortesia de Jennifer Lippincott-Schwartz Lab.) 
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COPE transportan maternales en las etapas iniciales de la ruta de secreción: las vesículas re- 
cubiertas de COPII geman en el ER y las vesículas recubiertas de COPI lo hacen en los com- 
partimientos del Golgi (véase Figura 13-S5]. Describiremos en primer lugar las vesículas 
recubiertas de clatrina pues son un buen ejemplo de cómo se forman las vesículas. 

La proteína mayoritaria de las vesículas recubiertas de clatina es la propia clatrina. 
Cada subunidad de clatrina está formada por tres cadenas polipeptidicas grandes y tres 
pequeñas que, juntas, forman una estructura de tres brazos denominada trisquelion. Los 
trisqueliones de clatrina se ensamblan en estructuras convexas formadas por una red de he- 
xágonos y perrágonos similares a cestos o canastos que forman las depresiones recubiertas 
enla cara citosófica de las membranas (Figura 13-6). En el tubo de ensayo, bajo condiciones 
apropiadas, los trisqueliones aislados se ensamblan de forma espontánea y forma jaulas po- 
liédricas típicas, inchuso en ausencia de las vesículas de membrana que habitualmente 
rodean estos polímeros (Figura 13-7). Así pues, los trisqueliones de ciarrina determinan la 
geometria de la red de ciatrina 

Las proteínas adaptadoras, otro componente mayoritario de las cubiertas de las vesí- 
culas recubiertas de clatrina, forman una segunda capa discreta de la cubierta que se 
encuentra situada entre la red de clatriña y la membrana. Unen la cubierta de clatrina a 
la membrana y atrapan varias proteínas transmembrana, incluyendo a los receptores 
transmensbrana -los denominados receptores de transporte- que se unen en el interior de la 
vesícula a las moléculas solubles a transportar. De esta forma, una serie de proteínas trans- 
membrana seleccionadas, junto con proteínas solubles que interaccionan con ellas, son em- 
paguetadas en cada nueva vesícula recubierta de clatrina (Figura 13-8). 

Se conocen algunos tipos de proteínas adaptadoras. Las mejor caracterizadas están for- 
madas por cuatro subunidades proteicas; otras son proteínas con una solast unidad Cada 
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Figura 13-4 Hectromiciogralías de varias 
vesículas recubiertas de clatrina, COPL 

y COPIE Todas las electromicrografías 

están a la misma escala. (A) Vesículas 
recubiertas de ciatrina. (8) Cisternas del Golgi 
fechas esyun sistema libre de células en el 
que se forman vesículas recubiertas de COPL 
(O tesiculas recublertas de COPIL Obsérvese 
que las vesículas de diatrina tienen una 
estructura más regular ÍA y E, de L. Orel, 

8. Glicioy  Rothman, Cefi 46: 177-184, 1986. 
Con permiso de Elsevier, €, cortesta de 
Charles Badlowe y Lelio Orci) 


Figura 13-5 Utilización de diferentes 
cubiertas en el tráfico vesicular. Diferentes 
proteínas de cubierta seleccionan cargas 
diferentes y dan forma a las vestculas 

de transporte que realizan cada una de las 
etapas del transporte en las rutas 
biosintética-secretora y endocítica, Cuando 
fas diferentes cubiertas actúan en lugares 
diferentes de la céluta, pueden incorporar 
diversas proteínas de cubierta que modifican 
sus propiedades (no se muestra). Muchas 
células diferenciadas tienen vías adicionales 
además de las que se muestran enla figura, 
induyendo ura ruta de clasificación desde la 
ted del trans Golgi a la superficie apicalen 
una célula polarizada y tna ruta especial 

de reciclaje para proteínas de las vesículas 
sinápticas en Las sinapsis de las neuranas. 


e 


MECANISMOS MOLECULARES DETRANSPORTE DE MEMBRANA 


tipo de proteína adaptadora es específica de una serie de receptores de transporte y su utili. 
zeción permite formar diferentes vesículas recubiertas de clavrina. Las vesículas recubiertas 
de clatrina que se forman a partir de diferentes membranas utilizan diferentes proteínas 
adaptadoras y como consecuencia de ello contienen diferentes receptores de vensporte y de 
moléculas transportadas. 

El easambiaje sucesivo de complejos de adaptadores y de moléculas de clatrina en la 
cara citosólica de la mernbrana genera fuerzas que permiten la formación de las vesículas re- 
cubiertas de clatrina. Las interacciones laterales entre los complejos de adaptadores y entre 
las moléculas de clatrina contribuyen a la formación de la vesícula. 


No todas las cubiertas forman estructuras de tipo cesta 


No todas las cubiertas forman estructuras tan regulares y universales como sugieren los 
ejemplos de las cubiertas de clatrina y COP Algunas cubiertas se podrían describir mejor 
como complejos proteicos especializados que forman agregados dedicados a proteínas es- 
pecíficas de carga. Un ejemplo es la cubierta denominada retrómero, que se ensambia en 


los endosomas y forma vesículas que devuelven receptores de hidrolasas ácidas, como el” 


receptor de rianosa-6-fosfato, al cormplejo de Golgi (Figura 13-9). Describiremos más adelan- 
te la importancia de estos receptores en el transporte de enzimas a los nuevos lisosomas. 
El retrómero es un complejo multiproteico que sólo se ensambla en una cubierta en los 
endosornas cuando: 
1. Puede unirse a la cola citosólica de los receptores de carga. 
2. Puede interaccionar directamente con tna bicapa lipídica curva. 


3. Puede unirse a un lípido fosfatidilinosito! fosforilado específico (un fosfoinositol), que 
actúa coro marcador endosóámico, coro se describirá más adelante. 


Dado que estos tres requerimientos se han de cumplir simultáneamente, parece que el 
retrórmero es un detector de coincidencia que sólo 4e ensambia en el lugar y momento ade- 
cuado. Después de su unión coma dímero estabiliza la curvatura de la membrana lo que in- 
erementa la facilidad de unión de nuevas subunidades en las proximidades, Así pues, el 
ensamblaje cooperativo del retrórmmero permite la formación y gemación de una vesícula de * 
transporte que lleva su carga al complejo de Golgl. 


Figura 13-6 Depresiones recublertas de 
clatrina y vesículas. Esta electromicrografla 
de grabado por congelación muestra 
numerosas depresiones recublertas de 
clarrina y vesículas en la superficie interior de 
la membrana plasmática de fibroblastos en 
cultivo. Las cétutas se congelan rápidamente 
en helio líquida, se fracturan y se graban por 
congelación para exponer la superficie de fa 
mernbrana plasmática. (De J Heuser, J. Cell 
Biol 84:560-683, 1980. Con perraiso de 

The Rockefeller University Press.) 


Figura 13-2 Estructura de fa cubierta de datrina. <YATT> (A) Electromicragrafía de trisqueliones de clatrina sombreados con platino. Tal como 

se muestra en (B) cada trisquelion está formado por tres cadenas pesadas y tres caderas ligeras de clatrina. (C y D) Crioelectromicrografía tomada de 
una cubierta de dlatrina formada por 36 trisqueliones en una malla de 23 pentágonos y 6 hexágonos, en la que se han coloreado las cadenas pesaclas 
(C) y las ligeras (0). Los brazos entrecruzados de los trisquellones de cdlatrina formen una cubierta exterior desde la que se proyectan los damninios 
N-terminales de los trisquelliones hacia el interior formando una capa interna que es posible ver por los orificios de la estructura. Esta capa interna es 
la que establece contactos con las proteínas adaptadoras que se muestran en fa Figura 13-8. Aunque la cubierta mostrada es demnastado pequeña 
para envolver una vestcula membranosa, está organizada de la misma forma que les cubiertas de clatrina que recubren les vesículas, presen- 

tando 12 pentágonos y un gran número de hexágonos, en una estuctura que recuerda a la cubierta de un balón de fútbal (A, de E. Ungewrickeli y 

O. Branton, Notre 289:420-472, 1981 C y D, de A. Fotin et al, Nature 432: 573-579, 2094. Todo con permiso de Macmillan Publishers td) 
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Las proteínas adaptadoras que se encuentran en las vesículas recubiertas de clatrina 
también se unen a fosfoinositoles, que no sólo úenea una importante función en la determi- 
nación de dónde y cómo se ensamblan las cubiertas en la célula, sino que son ampliamente 
utilizados como determinantes moleculares de la identidad de los compartimientos. Esto 
facilitará, como veremos más adelante, el control de los procesos de tráfico de membrana, 


Los fosfoinositoles como marcadores de orgánulos 
y de dominios de membrana 


Los fosfolípidos de inositol s9n por regla general menos del 10% del total de fosfolípidos de 
una menbrana, pero tenen importantes funciones reguladoras. Pueden segulr ciclos rápi- 
dos de fosforilación y desfosforilación en las posiciones 3”, 4” y 5” del grupo inositol quepro- 
ducen varios dpos de fosfoinositoles (PIP). La interconversión de fosfatidilinositol (21) y PIP 


está muy compartimentada: endos diferentes orgánulos de la nuta endocítica y biosintética- - 
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Figura 13--8 Ensamblaje y desensambiaje 
de una cubierta de clatrina. El ensamblaje de 
la cubierta de clatrina induce una curvatura 
ena membrana que conduce a la formeción 
de yemas revestidas de tamaño uniforme, 
Las proteínas adaptadoras se unen tanto 
alos trisquelones de cdlatina como a los 
receprores de carga unidos a membrana, 
mediando así el reclutamiento setectiyo 
tanto de la membrana como de las 
moléculas de carga al interior de la vesícula, 
El revestimiento de clatrina se elimina 
inmediatamente después de la formación 
de fa vesícula, 


Figura 13-9 Modelo de ensambiaje del 
retrómero en las membranas endosómicas. 
Las cuatro subunidades del retrómero, 5NX1, 
VP529,VPS35 y VPS286 forman dominios 
recubiertos en la mennbrana endosómica que 
capturan y clasifican en vesículas moléculas 
carga, entre las que se incluyen proteínas 
tansmembranea corno fos receptores de 
hidrolasas ácidas, que vuelven a la red de 
distribución del trans Golgi. VPS35 se une 

a la cola citosófica de las proteínas de carga 
transmernbrana. La proteína $4X1 contlenen 
diferentes dominios protelcos: un dominio PX 
que se une a fosfatidilinositol fosforilado 
PIB)? y un dorninio BAR que está implicado 
enla dimernización y nión a membranas 
muy curvadas. Tanto los dominios PX 

como los BAR son módulos protelcos que 

se encuentran en muchas proteínas en las 
que tienen funciones similares. Todos tos 
componentes se han representado auna 
escala comparable con la excepción de PU3)E 
que se ha aumentado para aumentar su 


. Visibilidad. (Adaptado de 35. Bonifacino y 
R, Rojas, Nat. Rev. Mol Cell Biol 7568-5679, 2006, 


Con permiso de Macmillan Publishers Led) 
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secretora se encuentran diferentes tipos de PI y PIP quinasa y PIP fosfatasa (Figuera 13-10). 
La distribución, regulación y equilibrios locales de estas enzimas determinan la concentra- 
ción estacionaria de cada una de las especies de PIP Así pues, la distribución de PIP varía 
erxtre orgánulos y, frecuentemente dentro de una raisma menbrana, entre diferentes regio- 
nes, definiendo dominios o regiones específicas de membrana. 

Muchas protefaas implicadas en las diferentes etapas del transporte vesicular presentan. 
deminios que se unen con elevada especificidad a las cabezas polares de ciertos PIP distin- 
guiendo entro diferentes formas fosforiladas, El control local de las PJ] y PIP quinasa y de las 
PIP fosfatasa puede ser usado comoun mecanismo de control rápido de unión de proteínas 
a ue membrana o región de membrana. La producción de un tipo parúcuiar de PP permolte 
reclutar proteínas que contengan regiones de unión específicas a ese PIP Así, estas proteínas 
de unión a PIP contribuyen a regular tanto la formación de vesículas como ovas etapas del 
transporte de membrana (Figura 13-11). Esta misma estrategía es muy utilizada para reclu- 
tar proteínas de señalización intracelular en la membrana plasmática como respuesta a se- 
ñales exiracelulares (descrito en el Capítulo 15). 


La separación de la vesícula y el desprendimiento de la cubierta 
son regulados por proteínas citosólicas ' 


Cuando se está formando una vesícula recubierta de clatrina, unas proteínas citosólicas s0- 
lubles entre las que se inchuye la dinamina, se ensamblan formando un anillo alrededor del 
cuello de cada una de las vesículas (Figura 13-12). La dinamina contiene un dominio de 
unión a P1(4,5]Pa, que ancla la proteína a la membrana, y un domiaío GTPasa que regula la 
frecuencia a la que las vesículas se separan de le membrana. En el proceso de separación se 
aproximan mucho las dos capas no citosólicas de la membrana y se fusionan, sellando la ve- 
sícula, Para poder realizar esta función, la dinaraina recluta otras proteínas del cuello de la 
vesícula en formación que, junto con la dinamina, contribuyen a deformar la zona de mem- 
brana y distorsionan directamente la estructura de la bicapa lipídica, cambiando se composi- 
ción por la acción de enzimas modificadoras de lípidos, o mediante ambos mecanismos. 
Cuando se ha separado de la membrana, la vesícula rápidamente pierde su cubierta de 
clatrna. Una PIP fosfatasa que se encuentra formando parte de la cubierta de la vesícula 
' recubierta de clatrina destruye el PL(4,53P2 de la membrane, debilitando la unión de las pro- 
- teínas adaptadores. Además una proteina chaperona Hsp70 actúa como ATPasa de elímina- 
* ción de la cubierta y utiliza la hidrólisis del ATP para separar Jas proteinas de la cubierta de 
clarina. Payece que otra proteína de la cubierta denominada auxilina activa la AlPasa. La 
depresión recubierta dura más tiermpo que la cubierta proteica sobre la vesícula, por lo que 
han de existúr mecanismos de contro! que eviten que la latina sea eliminada antes de que 
la vesícula se forme por completo (se trata más adelente). 


137 


Finsra 13-10 Fosfatidilinositol (PH 

y fosfolinositoles (PtPL (A, El La estruicoara 
de Plrnmuestra dos grupos hidrovilo bres del 
azúcar inosital que, en principio, pueden ser 
madificados. (( La fosforilación de uno, dos 
o tres de los grupos hidrowilo en Pl por Pl 
Guinasa y PP quinasa produce una gran 
vañiedad de especies PF Se denominan de 
acuerdo con el núrrero de grupos fostaro 
ten subíndice) y su posición en elbanillo 

len paréntesis) añadido a PL Se muestra la 
estractura de PEZ A)P.. (00 Las células 


asñímoles denen algunas Plguineza y PIP 


quinasa y Un número similar dle PIP fosfatasa, 
que ze localizan en los diferentes orgánados 
donde catalizan, de manera reguiada, la 
producción de determinados PIP Las fechas 
rojas y verdes destacan les reacciones quinasa 
y losfatasa, respectivamente. (E, E Los grupos 
de cabeza de los fosfoinositoles son 
reconocidos por dominios proteicos que 
discriminan entre las diferentes formas, De 
esta manera, ciertos grupos de protelnas que 
contienen esos dominios pueden ser 
reclutadas en regiones de membrana donde 


se encuentran presentes estos fosfoinositoles. 


En la figura se muestran PIS? y PI(4,5) Pa. (D, 
modificado de M_A, de Matteis y A, Godi, Nat. 
Cell Biol 6:427-492, 2004, Con permiso de 
Macmillan Publishers Ltd.) 
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Unas GTPasas monoméricas controlan el ensamblaje de la cubierta 


Para equilibrar el tráfico vesicular desde y hacia un compertimiento es necesario que las pro- 
teínas de cubierta se ensamblen solamente cuando sea necesario. Aunque la producción lo- 
cal de PIP parece tener un papel crucial en la regulación del ensamblaje de las cubiertas de 
clatrina enla membrana plasmática y el complejo de Golgi, las células tenen mecanismos 
adicionales para regular la formación de las cubiertas. Por ejemplo, las GT Pasas de control de 


" reclutamiento de la cubierta controlan el ensamblaje de cubiertas de clatrina en los endosa- 


mas y de enbiertas de COP] y COPU en el Golgi y en las membranas del ER. 

Muchas de las etapas del transporte vesicular dependen de una serie de proteínas de 
unión a GTP que controlan tante los aspectos espaciales como temporales del intercambio 
de membranas. Como se describe en el Capítulo 3, algunes proteínas de unión 2 GTP regu- 
lan la reayoría de los procesos en las células eucariotas. Actían como interruptores mole- 
culares que oscilan entre un estado activo unido a GTP y un estado inactivo unido a GDP 
Los clases de protelnas regulan el paso de uno a otro estado: los factores intercambiadores 
de nucleótidos de guanina (GEF: guanine-nucleotide-exchange factors), que activan a las 
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Figura 13-11 Localización intracelular de 
los fosfolnositoles. Los diferentes tipos 

de PIP se encuentran situados en diferentes 
regiones de membrana, donde es frecuente 
que se encuentren asociados a procesos 
concretos de transporte vesicular, Por 
ejemplo, la membrana de las vesículas 

de secreción contiene Pi49P Cuañdo las 
vestautas se fusionan con la membrana 
plasmática, una Pl S-quinasa que se 
encuentra alll transforma el Palen 

Pila, 5)Pz, que a su vez ayuda a reclutar 
proteínas adaptadoras, iniciándose la 
formación de una depresión recubierta de 
detrina como primera etapa de la endacitasis 
mediada por dlatrina. Una vez que la vesícula 
recubierta de clatrina se separa de la 
membrana plasmática, la acción de 

una PKSIP fosfatasa hidroliza el PHA,5)Pa, 
inestabilizando la unión de las proteínas 
adaptadoras y facilita el desensambilaje de la 
cubierta de la vesicula. Más adelante en este 
múismo capitulo se describe la diferencia entre 
ta exocitosis regulada y la constitutiva, 
Modificado de MA. de Matteis y A. God; 
Nat Cel Biol, 6: 487-492, 2004. Con permiso 
de Macmillan Publishers Ltd.) 


Figura 13-12 Papel de la dinamina enla 
separación de las vesicutas recubiertas de 
clatrina de la membrana. (8) La dinarmina 
se ensammbla en forma de anillo alrededor del 
cuello de la depresión. $e cres que el anilla 
de dinamina recluta otras proteínas al cuella 
de la vesícula que, junto a la dinamina, 
desestabilizan las bicapas lipídicas de forma 
que las capas no citosólicas de las bicapas 
lipídicas Ruyen una en la otra, La vesícula 
recién formada se separa de la membrana. 
Determínadas mutaciones de la dinamina 
pueden tanto activar como bloquear el 
proceso de separación. (8) La dinamina 
fue descubierta como la proteína que era 
defectuosa en el mutante shibire de 
Drosophila. Estes moscas mutantes quedan 
paralizadas porque fa endocitosis que está 
mediada par clatrina se detiene; las sinapsis 
nerviosas son incapaces de reciclar y se 
bloquea la señalización sináptica, En esta 
electomicografía se muestran profundas 
depresiones recubiertas de clatrina formadas 
en tas células nerviosas de la mosca, con un 
anillo ensarabiado alrededor del cuello, que 
se asume que es la dinamina mutada, El 
proceso se detiene porque ño se produce la 
fusión de la membrana. (8, de 1H, Koenig 
y K ikeda, ) Meuroscí, 9:3844-3860, 1989, Cor 
permiso de la Saciety of Neuroscience) 
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proteínas el catalizar el intercambio de GDP por GTE y las proteínas activadoros de la activi- 
dad GTPasa (GAP: GTPase-activatíng proteins) que inactivan las proteínas activando la bi- 
drólisis del GTP unido a GDP (véase Figura 2-73). Aunque tanto las proteínas de unión a GTP 
monomeéricas (GTPasas monoméricas) como las heterotriméricas de unión a GTP fprotel- 
nas €) denen papeles importantes en el wráfico vesicular, se conoce mejor el que desempe- 
ña las GTPasas raonoméricas y, por ello, la exposición se centrará en ellas. 

Las GTPasas de reclutamiento de la cubierta son miembros de la familia de las GTPasas 
monowméricas. lachuyen a las proteínas Arf. responsables tanto del ensamblaje de las cu- 
biertas COPI como de clatrina en las merbranas del Golgi, y ala protefaa Sari, responsable 
del ensamblaje de las cubiertas COPU en la membrana del ER. 

Las GTPasas de reclutamiento de cubierta se encuentran habitualmente 2 Concentra- 
ción elevada en el citosol, en un estado inactivo, unidas a GDE Cuando se tiene que formar 
une vesícula recubierta de COPE a partir de la membrana del ER, una proteína Sari-GEP €es- 
pecífica unida a la membrana del ER se une a Sarl citosólico, haciendo que Sarl bere GP 
y una GTP en su lugar. (May que tener presente que los niveles de GTP en el citosol son muy 
superiores a los de GDP y que, por tanto, tenderá a unirse espontáneamente a GTP una vez 
Tíbere GDP) En este estado unido a GTP la proteína Sarl expone una hélice anfipática que se 
inserta eu la cara citosólica de la bicapa lipídica de la membrana del ER e inicia la vesicula- 
ción (Figtna 13-13). Las otras proteínas GEF y GTPasas de rectutamiento actúan de forma si- 
millar en otras membranas. 

Algunas subunidades de proteínas de cublerta tarmbién actúan, aunque rás débilmente, 
con los grupos de cabeza polar de ciertas moléculas lipídicas, sobre todo ácido fosíatídico y 
fosfoinositoles, así como con las colas citoplastmáticas de algunas de las proteínas de mem- 
brana que son reclutadas en la depresión. Todas estas interacciones proteía-lípido y proteína- 
proteína unen con fuerza la cubierta a la membrana, lo que provoca la deformación de la 
membrana y la aparición de tuna depresión, que se separará como una vesícula recubierta, 

El reclutamiento de las GTPasas de cubierta también tiene un papel en el desensambia- 
je de la cubierta, La hidrólisis de GTP unido a GDP causa un cambio conformacional de la 
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Figura 13-43 Forraación de una vesicula 
recubierta de COPUL (A) Lo proteína Sarl es 
una GTPasa de teclutarnienzo de cubierta. 
Cuando está inacipea, Sart-GOP se une a un 
Sari-GEF en la membrana del ER; este hecho 
provoca la liberación del GDP de Sart y su 
unión a GTÉ La proteína Sart -GEF (también 
denominada Sect) fue descubierta como 
uno de los mutantes sensibles a los cambios 
de temperatura que bloquean el transporta 
desde el ER al complejo de Golgi fuéase 
Panel 3-1). Un cambio conformacional 
regulado en Sar! expone una hélice 
anfipática que se inserta en la capa citosólica 
de la membrana del ER, iniciando la curvatura 
de la membrana, (8) Sar1 unido a GTP se une 
atun complejo de dos proteinas de cubierta 
COPE, denominadas Sec23/24. La estructura 
de un cristal de las proteínas Sec23/24 junto 
con Sari permite predecir el moda en que ta 
hélice anfipática de Sar? ancla el complejo 
en la membrana, Sec24 tiene sitios diferentes 
de unión para colas citoplasmáticas de los 
receptores de carga. Toda la superficie del 
complejo que se une a la membrana está 
ligerarnente curvada y se adapta al diámetro 
de las vesiculas recubiertas de COP (0) Un 
complejo de dos proteínas COPH adicionales, 
denominadas Sect3/31, forraa la capa 
exterior de la cubierta. De manera similar a la 
clatrina, $ec13/31 solas pueden polimerizor 
formando mallas regulares con las 
dimensiones adecuadas para rodear Una 
vasicula recubierta de COPE (0) Sari-GTP 
activo y unido a la membrana recluta 
subunidades COPIE a la membrana. Esto 
provoca le formación de una depresión en 
la menbraña que incluye determinadas 
proteínas transmembrana. Un proceso 
de fusión posterior separa la veslcula de 
la membrana. 

Se cree que otras vesiculas recublertas se 
forman de una manera similar La GTPasa 
de teciutamiento de cublerta Arftambién 
presenta una hélice anfinática pero, a 
diferencia de Sart, la hélice tiene unido 
covalentemente un ácido graso que 
contribuye a su hidrofobicidad. Como en 
Sart, la hélica anfipática regulada está oculta 
en el estado unido a GDP y expuesta en el 


" estado unido a GTP Como se describirá más 


adelante, las proteínas GTPaza Rab requian 
su Unión a las membranas de un mado 
similar a éste (véase Figura 13-14) 

(C, modificada de 544. Stagg et al., Malure 
439:234-238, 2006. Con permiso de 
Macmillan Publishers Ltd] 
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GTPasa que extrae su cadena hidrofóbica de la membrana, provocando el desensamblaje de 


la cubierta de la vesícula. Aroique no se conoce qué es lo que desencadena la hidrólisis del 
GTE se ha propuesto que el funcionamiento de las GTPasas es similar al de un temporizador, 
hidrolizando GTP con una frecuencia baja pero predecibie. Por ejemplo, las cubiertas COPE 
aceleran la hidrólisis de GTP mediante Sarl y provocan el desensamblaje de la cubierta un 
cierto tiempo después de que se iniciara el ensamblaje. Así pues, una vesícula sólo se for- 
mará por completo cuendo el proceso de vesiculación sea más rápido que el de desprendi- 
miento de la cubierta; de no ser así, el desersarnblaje se produciría antes de que la vesícula 
se separase de la mernbrana y el proceso tendría que empezar de nuevo en un lugar y mo- 
bento más apropiado, 


No todas fas vesículas de transporte son esféricas 


Aunque la formación de vesículas que se produce en diferentes regiones de la célula tiene 
muchos elementos en común, en cada una de las membranas celulares presenta ciertas par- 
ticularidades. Por ejemplo, la membrana plasmática es relativamente plana y rígida, debido 
a Su riqueza en colesterol y a la presencia de un citoesgueleto cortical. En ese caso, las cu- 
biertas de clatrina tienen que producir fuerzas considerables para introducir curvatura; so- 
bre todo en el cuello de las vesículas en formación, la dinamina y sus proteínas asociadas 
deben facilitar la curvatura necesaria para el proceso de separación. Por el contrario, en mu- 
chas membranas intracebilares la fornación de vesículas se produce en regiones que ya es- 
tán curvadas, como el borde de las cisternas del Golgi o el final de los ríbulos de membrana. 
En estos lugares, la principal función de las cubiertas es capturar la carga adecuada más que 
deformar la membrana. 

Las vesículas de transporte pueden tener diferentes formas y tamaños. Cuando se ob» 
servan al microscopio células vivas, modificadas genéticamente para que expresen compo- 
nentes Duorescentes de membrana, se puede ver cómo, tanto desde los endosomas coma 
desde la red del trans Golgi, se emiten de forma continua largos túbulos. Las proteínas de cu- 
bierta se ensarablan sabre los túbulos y ayudan a reclutaz las moléculas a transportar. Los 
túbulos pueden o bien separarse o bien formar vesículas con le ayuda de proteínas similares 
ala dinamina, actuando corno vesículas de transporte. Dependiendo de las eficiencias rela- 
tivas de tubulación y Hragmentación de las membranas, se pueden formar vesículas de dife- 
rentes formas y tamaños. Así pues, el transporte vesicular no siempre tiene lugar a través de 
vesículas esféricas de un temaño uniforme, sino que puede suponer la participación de 
grandes fragmentos del orgánulo dador. 

Los túbulos tienen una relación de superfície a volumen muy superior a la de los orgá- 
nulos desde los que se forman. Están por tanto relativamente enriquecidos en proteínas de 
membrana respecto a proteínas solubies. Tal como se indicará esta propiedad es útil en la 
clasificación de proteínas en los endosomas, 


Las proteínas Rab guían el direccionamiento de las vesículas ] 


Para asegurar un flujo ordenado del trábico vesicular, las vesículas de transporte han de ser 
rauy selectivas en el reconocimiento de la membrana diana con la que se fusionarán. 
Debido a la existencia de una gran diversidad de sistemas de membrana y a lo atestado que 
está el interior celular, es probable que una vesícula se encuentre con muchas membranas 
diana antes de encontrar la correcta. La especificidad en el direccionamiento está asegurada 
porque todas las vesículas presentan marcadores de superficie que las identifican con su 
origen y con su tipo de carga y porque las membranas diana presentan receptores comple- 
mentarios que reconocen a los marcadores apropiados. Este crucial proceso de recono- 
cimiento está controlado por dos tipos de proteínas: las proteínas Rab que dirigen la vesícula 
a puntos específicos sobre la membrana diana ii e y las proteínas SNARE que partici- 
pan en la fusión de las bicapas lipídicas. 

Las proteínas Bab desermpeñan un papel esencial en el transporte vesicular. De manera 
similar a las GTPasas de reclutarniento de las cubiertas, que hemos descrito anteriormente 
(véase Figura 13-13), también son GTPasas monoméricas. Con alrededor de 60 miernbros, 
forman la famiba más numerosa de GTPAsas monoméricas. Cada una de las proteínas Rab se 
asocia con uno o más orgánulos membranosos de la vía biosintética-secretora o endocítica; 
cada uno de estos orgánulos tiene al menos una proteína Rab en su superficie citosólica 
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Tabla 1 31 Eecsibación subcelutar de algunas proteínas Rab 
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(Tabla 13--1). Su distribución altamente específica sobre los diferentes sisteraas de mentbra- 
na hacen de las proteínas Reb marcadores moleculares ideales para identificar cada uno de 
los tipos de membrana y para dixigir el tráfico vesicular entre ellos. Las proteínas Rab pueden 
funcionar sobre las vesículas de transporte, las membranas diana O sobre ambas. 

De la raisma forma que para las GTPasas de reclutamiento de las cubiertas, las proteí- 
nas Rab oscilan entre la membrana y el citosol y regulan la unión reversible de complejos 
proteicos sobre la membrana. En su estado unido a GDP son inactivas y se encuentran uni 
das a otra proteína (GDA Rab-GDP dissociation inhibitonr) que las mantiene solubles en el 
citosol, mientras que en su estado unido a GTP son activas y se encuentran estrecha- 
mente unidas a la membrana de un orgánulo o de una vesícula de transporte. Las proteinas 
Rab-GEF unidas a la membrana actívan a las proteínas Rab tanto en las vesículas de trans- 
porte cameo en la membrana diana pues la activación de Rab parece ser necesaria en ambos 
casos. Una vez unida a GPP y anclada en la merobrana a través de un lípido hidrofóbico, se 
une a otras proteínas, las denominadas efectores Rab, que facilitan el transporte vesicular, el 
reconocimiento de mernbrana y la fusión (Figura 13-14). La hidrólisis de GTP ajusta la con- 
centración de Rab activo en la membrana y, como consecuencia, la concentración de su 
efector sobre dicha membrana. : 

A diferencia de la estructura, muy conservada, de las proteínas Rab, la estructura de 
los efectores de Hab varía mucho de una proteína Rab a otra. Algunos efectores Rab son. 
proteínas motoras que propuisan vesículas a lo largo de los filamentos de actina o de mi- 
crotúbulos hacia su diana apropiada. Otras son proteínas de unión, algunas de las cuales 
tienen largas estructuras lamentosas que actúan como “hilos de pescar” que se extienden 
uniendo dos membranas separadas más de 200 rua; otras proteínas de unión son grandes 
coraplejos proteicos que enlazan dos membranas cuando se encuentran bastante próxi- 


Figura 33-34 Armfaje de una vesícula a la 


a : . e membrana diana. Las proteínas efectoras 
2 ANCLAJE — h z de Rab interaccionan a través de las proteinas 
efetorRab  — 4 ¿FE . Lee «Bab activas fRab-STP, amarillo) localizadas en 


“la membrana díana, dle la vesícula o en ambas, 
estableciendo el primer contacto entre fas dos 

¿frermbranas que se fusionarán, En el ejemplo 
que se muestra, el efector Rab es una proteína 
de unión Hamentrosa (verde). A continuación, 
tas proteínas SNARE de las dos membranas 
troja y azal) se aparesn anclando la vesícula 
ala rmermbrana y catalizando la fusión entre 
las dos bicapas iipédicas próximas. 
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mas. Los efectores Rab también pueden interactuar con las proteínas SNARE y acoplar el 
anclaje a la fusión. 

La eésma proteína Rab puede unirse a muchos efectores. El ensamblaje de las proteinas 
Rab y de sus efectores sobre una membrana es un proceso cooperativo que conduce a la de- 
limitación de áreas grandes y especializadas en la membrana. Por ejemplo, Rab5 se ensam- 
bla sobre las membranas endosómicas y participa en la captura de vesículas recubiertas de 
clarrina que llegan desde la membrana plasmática. Reclhuta protefnas de unión para cazar las 
vesículas que entran, foicialraente Rab5-GEF recluta Rab5 al endosoma que pasa a su forma 
activa, unida a GTB y queda anclado en la membrana (Figura 13-15). La proteína Rab5 ac- 
tiva recluta más Rab5-GEF al endosoma, estimulando de ese modo el reclutamiento de más 
Rabi en la misma área. Además, Rab5 activo activa una PI 3-quinasa que convierte local. 
mente Pla PIP que, a su vez, une a algunos efectores de Rab5. Este tipo de retroafimen- 
tación positiva incrementa en gran medida el proceso de ensamblaje y ayuda a establecer 
diferentes regiones de membrana funcionalmente diferentes en una membrana Contra. 

La mernbrana endosómica es un buen ejemplo de cómo las diferentes proteínas Rab y 
sus efectores contribuyen a generar muchos dominios especializados, cada uno de ellos con 
su propia serie de funciones específicas. Así pues, mientras que los dominios Rab5 actúan 
tomo receptores de vesículas de entrada procedentes de la membrana plasmática, se cree 


que unos dominios diferentes de Rab11 y Babá organizan en la misma membrana la forma- * 


ción de vesículas de reciclaje que devuelven las proteínas desde el endosoma a la membra- 
na plasmática. Una vez ensambledos estos dominios coexisten en la misma META 
durante largos periodos. 


Las proteínas SNARE participan en el proceso de fusión 


Cuando la vesícula de transporte se ha unido a su membrana diana, libera su carga después 
de fusionar su membrana. Para que se puedan fusionar las membranas es necesario aprod- 
mar las bicapas lipídicas hasta Una distancia de 1,5 nun una de otra de mariera que puedan 
juntarse. Cuando las membranas se encuentran tan próximas, los lípidos pueden. fluir de 
rra a otra, Para que se produzca esta aproximación, el agua tiene que desplazarse de la su- 
perficie hidrofílica de la membrana y este proceso es muy desfavorable desde el punto de 
vista energético. Parece probable que la superación de esa barrera energética sea posible por 
la acción de proteínas de fusión especializadas que catalizan todas las fusiones de merabra- 
na en la célula. Ya se ha descrito el papel de la dinamina en una tarea similar durante la se- 
paración de las vesículas recubiertas de clatrina (véase Figura 13-42). 

Las proteínas SNARE (o simplemente SNARE) catalizan las reacciones de fusión de 
membrana en el transporte vesicular, Terabién aportan especificidad adicional en el proceso 
de transporte contribuyendo a asegurar que sólo se fusionen las vesículas dirigidas correc- 
tamente. Se conocen al menos 35 SNARE diferentes en las células animales cada tna de las 
cuales está asociada a tun orgénuto particular en la ruta biosintética-secretora o endocítica. 


Figura 13-15 Formación de un dorninia 
Rab 5 enla membrana endosómica Una 
GEF específica de Rab3 de la membrana del 
endosoma se une a la proteína Rab5 e induce 
al intercambio de su GDP por GT2 La unión a 
GT? modifica la conformación de la proteína 
Rab que expone tina hética anfipática y un 
grupo lipidico unido covalentemente, a 
través de los cuales Rab5-GTP se ancla 
ata rmentrana. RabS activa la Pl 3-quinasa, 
la cual traosforma Pl en PIS)? Arnkios 
compuestos, PLSP y RabS, unen una amplia 
variedad de proteinas efectoras de Rab que 
contdenen lugares de unión a PIS)? coma 
proteinas de unión filamentosas que se 
unen a vesículas recubiertas de clatrina en 
formación a partir de la membrana 
plasmática. Rab5 activo también recluta más 
RabS-GEF acttrando aún más el ensariblaje 
de Rab5 enla menbrána. 

Parece quelos clas reguiados de hidrólisis 
eintercarnbio GOP-GTP regulan el tamaño 
y las actividades de los dominios Rab de 
una manera dinámica, A diferencia de las 
protelnas SHARE, que son proteínas 
treansmembrana, el ciclo GOPAGTE ya sea 
acoplado a su posicionamiento en la 
membrana o' soluble en el citosal, dota a las - 
proteínas Rab de un mecanismo de control 
rápido de su ensamblaje o desensamblaje 
sobre fa mernbrana, Por ejemplo, durante el 
transporte entre los endosarmas tempranos 
y tardíos, Rab3 ptiede ser desplazado y 
sustituido por Rab7, lo que determina que 
la carga sea destinada a degradación. 
(Adaptado de M. Zeriat y H, McBride, Nat, Rev, 
Mol Cell Bjo1.2:107-117, 2001. Con permiso 
de Macmiilan Publishers Ltd.) 
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Figura 13-16 Estructura de un coroplejo trans-SNARE. Las SNARE responsables del anclaje de los 
vesculas sinápticas en la membrana plasmática de los terminales nendosos son tres proteínas. 

La v-SHARE sinaptobrevina y la tSNARE sintaxina son proteínas transmernbrana y cada una de ellas 
contribuye con una hélice dl al complejo. La tSNARE Snap25 es una proteína periférica de membrana. 
que contribuye con dos hélices a al haz de cuatro hélices a, Están conectadas por un bucte no 
tepresentado en la figura) que se sitúa paralelo a la membrana y tiene cuatro cadenas de ácidos grasos 
unidas que la ancla a la membrana. En muchas otras t-SNARE, cada hélice O: procede de tina proteína 
diferente que está anclada a la membrana a través de su dominio transmembrana. Los complejos 
trans-SNARE siempre están formados por cuatro hélices a estrechamente enrolladas, tres aportadas por 
eSNARE y una por v-SNARE, La t-SNARE está formada por varias cadenas, una de las cuales siempre es 
una proteína transmembrana y aporta una hélice a, y una o dos cadenas ligeras adicionales que pueden 
0 na sertransmembrana y que aportan las dos hélices e restantes al haz de cuatro hélices del complejo 
trans-SNARE. En la figura, se representa la estructura de un cristal de un complejo estable de fas cuatro 
hélices a: enrolladas de dichas proteinas en el contexto de la proteína completa. Las hélices a están 
representedas por cilindros para simplificar la figura. (Adaptado de R.B. Sutton etal, Mature 395:347-353, 
1998, Con permiso de Macmillan Publishers Ltd.) : 


Estas proteinas transmembrana existen como parejas complementarias con una v-SNARE 
habitualmente localizada en la membrana de las vesículas y una t-SNARE que se encuenta 
por lo general en las membranas diana (véase Figura 13-143. Una v-SNARE tiene una única 
cadena polipeptídica mientras que una t-SNARE está formada por dos o más proteínas 
(Figura 13-16). Las v-SNARE y fLSNARE tienen unos dominios helicoidales característicos; 
cuando una v-SNARE interacciona con una t-SNARE, los dominios helicoidales de ambas se 


enrollan uno sobre otro formando un haz estable de hélices. El complejo trans-SNARE resul- 


tante mantiene unidas las dos membranas en estrecha proximidad. 

Donde han sido mejor caracterizadas las SNARE ha sido en las neuronas, donde, en el 
proceso de Kiberación de neurotransmisores, controlan el anclaje y la fusión de vesfoulas Si- 
náptices en la membrana plasmática de las terminales nerviosas. La bactería que produce el 
tétanos o el botulismo secreta potentes neurotoxinas que penetran en neuronas específicas 
y destruyen prateínas SNARE ex las terminales nerviosas. De esta manera, las toxinas blo- 
quean las transmisiones sinápticas provocando frecuentemente la muerte. 

Se cree que los complejos irans-SNARE catalizan la fusión de las membránas wilizando 
la energía que se libera cuando las hélices que interaccionan se enrollan uná sobre otra 
aprodmendo las dos membranas y expulsando de forma simultánea a las moléculas de agua 
de la interfase (Figura 13-17). Cuando se mezcian liposomas que contienen v-SNARE puri- 
ficadas con liposomas que contienen t-SNARE complementarias, sus merabranas. se fusio- 
nan, aunque con lentitud. En la célula, otras proteínas reciutadas en el sitio de fusión, 
posiblemente efectores Rab, cooperan con las SNARE acelerando la fusión. 

La fusión no siempre se produce justo después de que se apareen v-SNARE y ESNARE, 
Como describiremos más adelante, en el proceso de exocitosis regulada la fusión se retrasa 
hasta que la secreción se activa mediante una señal extracelular específica. En este caso es 


una entrada de Ca?* localizada la que desencadena la fusión, probablemente liberando - 


proteínas inhibidoras que impiden que se lleve a cabo el enrollamiento completo de los 
complejos transSNARE. 

Las proteínas Rab, que pueden regular la accesibilidad de proteínas SNARE, ejercen Un 
nivel adicional de control. Las t-SNARE de fas membranas diana se encuentran asociadas 


763 


Figura 13-17 Madelo sobre cómo fas 
proteínas SNARE pueden concentrarse 
enla fusión de membrana. La fusión de 
meribranas dene lugar en varias etapas. 
Un apareamiento intimo entre proteinas 

v- y -SNARE sitúa a las bicapas linidicas 

en una gran proximidad y expuésa a 

las moléculas de aque de la interfase, 
Algunas molécutas Épidicas situadas en 

las dos monocapas fluyen entre las 
membranas formando un tallo de conexión 
Los lípidos de las otras dos monocapas 
entran en contacto formando uña nueva 
bicapa que amplia la zona de fusión , 
(herrifusión o medio-fusión). La rotura de la 


nueve bicapa complete la reacción de fusión, 
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con proteínas tahibidoras que se han de liberar antes de que t-SNARE pueda actuar. Las pro- 
teínas Rab y sus efectores desencadenan la liberación de estas proteínas inhíbidoras de 
t-SHARE, De esta manera, las proteínas t-SNARE se concentran y activan en las regiones 
adecuadas de la merabrana, donde las proteínas de anclaje capturan a las vesículas entran- 
tes. Las proteínas Rab aceleran el proceso por el cual se encuentran las proteínas SNARE 
apropiadas de dos membranas. 

Para que el transporte vesicular se produzca con normalidad las vesículas de transporte 
deben incorporar las proteínas SNARE y Rab apropiadas, No es de sorprender, portanto, gue 
rruchas vesículas de transporte sólo se formen si incorporan en su membrana los compo- 
nentes necesarios SNARE y Rab. Cómo se produce este crucial proceso de control durante la 
formación de las vesículas contimía siendo un misterio. 


Las SNARE unidas tienen que ser separadas antes 
de volver a ser usadas 


La mayoría de las proteínas SNARE de las células han participado en muchas rondas de 

_ transporte vesicular y ocasionalmente se encuentran formando parte de complejos estables 
de membrana con SNARE complementarias. Los complejos se han de disociar antes de que 
las SNARE puedan participar en nuevas rondas de transporte. Una proteína esencial deno- 
minada NSP oscila entre las membranas y el citosol catalizando el proceso de desensambia- 
je. Se trata de una ATPasa que utiliza la energía de hidrólisis del ATP para deshacer las 
uniones estrechas que se forman entre los dominios helicoidales de las proteínas SNARE 
apareadas (Figura 13-18). El requisito de la reactivación de SNARE mediante NSF para la 
disociación de los complejos SNARE ayuda a evitar que las membranas se fusionen de forma 
indiscriminada: sí la t-SNARE de una merabrana diana permaneciera siempre activa, cual- 
quier menbrana que contuviera una v-SNARE complementaria podría fusionarse siempre 
que ambas membranas establecieran contacto. No se sabe cómo se controla la actividad de 
WNSF para que la maquinaria SNARE se active en el lugar y momento apropiado, pero los 
efectores Rab son candidatos probables para desermpeñar esa función. 


A A O IAS 


Las proteínas de fusión virales y las SNARE pueden utilizar 
mecanismos de fusión similares 


La fusión de membranas no sólo es importante en el transporte vesicular sino también en 
otros procesos. La membrana plasmática del espermatozoide y del oocíto se fusionan du- 
rante la fecundación (descrito en el Capítulo 21) y los mioblastos se fusionan entre sí durante 
el desarrollo de la £bra muscular multinucieada (iratado en el Capítulo 22). De manera 
similar las mitocondrias se fusionan y se dividen (expuesto en el Capítulo 14). Todas las fu- 
siones de membrana requieren proteínas especiales y están sujetas a controles estrictos ase- 
gurando que sólo se fusionan las membranas adecuadas. Los controles son cruciales para el 
mantenimiento tanto de la identidad de las células como de la individualidad de cada uno 
de los compartimientos intracelulares. 

Las fusiones de membrana catalizadas por las proteínas de fusión virales sonlas mejor 
conocidas. Estas proteínas desempeñan un papel esencial al permitir la entrada del virus 
recubierto (que tiene una cubierta basada en una bicapa lipídica) al interior de las células 
que infectan (descrito en los Capítulos 5 y 24). Por ejempia, los virus —tales como el virus de 
la inrmunodefñiciencia adquirida humana (HIV), que causa sida—se unen a receptores de la 
superfície celular y se fusionan con la membrana plasmática de la célula diana 
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Figura 13-18 Disaciación de parejas SNARE 
por la acción de NSF después de completar 


. un cido de fusión de membrana. Después 


de que las v-SNARE y t-SNARE hayan 
participado en la fusión de una vesicuta de 
transporte con la membrana diana, NSF se 
une al complejo SNARE, con la ayuda de dos 
proteínas accesorias; hidroliza ATP y separa - 
las proteinas SNARE. 
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Figura 13-19 Entrada de virus recubiertos en las células. (4) Electromicrografías que muestran corno HiV entra en la célula por fusión 
de su membrana con la membrana plasrnática de la célula. (B) Modelo del proceso de fusión. En primer lugar HIV se une a la proteina 
CD4 en la superficie de la célula diana. Esta interacción está mediada por la protelna viral gp120 que está unida a la protema de fusión de 
HIV. Una segunda proteína de la superficie celular, que normalmente actúa como receptor de quimioquinas (descrito en los Capítutos 24 
y 25), interacciona con gp120. Esta interacción libera a la proteína de fusión de gp120 permitiendo que el antes oculto péptido de fusión 
hidrofábico se inserte en la membranz plasmática de la cétufa diana. La proteina de fusión, que es un trimero (no mostrado), queda 
anclada, temporalmente, como proteína integral de dos membranas opuestas simultáneamente. La proteína de fusión se reorganiza de 
forma espontánea y se colapsa en un haz de seís hélices estrechamente empaquetadas. La energía liberada por esta reorganización en 
muchas coplas de la proteina de fusión aproxima mucho fas dos membranas y permite superar la elevada energía de activación que por 
lo general impide la fusión de membranas. Así, de una forma similar a la de una trampa para tatones, la proteína de fusión de HIV 
contiene una reserva de energía potencial que cuando se libera permite realizar un trabajo mecánico, (A, de B.S, Stein er al, Cell 49:659- 
668, 1987. Cos; permiso de Elsevier; B, adaptado de un dibujo de Wayne Hendrickson) 


. 


- (Figura 13-19). Esta fusión permite al ácido nucleico viral del interior de la nucieocápside 
penetrar en el citosol, donde se replica. Otros virus, como el virus de la gripe, primero en- 
tran en la célula mediante endocitosis mediada por receptor (descrita más adelante) y ac- 
ceden a los endosomas; el pH bajo de los endosormas activa una proteína de la envoltura 
viral que cataliza la fusión de las mexbranas virales y endosomales, liberando el ácido nu- 
cleico viral en el citosol. : 

La estructura tridimensional de las proteínas de fusión del virus de HIV y de la gripe 
aporta una valiosa información acerca del mecañismo molecular de fusión de membranas 
catalizado por estas proteínas, La exposición de la proteína de fusión de HEV a los receptores 
de la membrana de la célula diana, o la exposición de la proteína de fusión del virus dela gri- 
pea un pH bajo, descubre regiones hidrofóbicas ocultas. Estas regiones, denominadas pép- 
tídos de fusión, se insertan de forma directa en la bicapa lipídica de la membrana de la célula 
diana. De esta manera, las proteínas de fusión virales son temporalmente proteínas trans- 
membrana en dos bicapas lipidicas separadas, Reorganizaciones estructurales de las pro- 
teínas de fusión aproximan mucho las dos bicapas lipídicas, y las desestabilizan, de forma 
que las bicapas se fusionan (véase Figura 13-19). Asf pues, las proteínas de fusión virales y las 
SNARE promueven la fusión de bicapas lipídicas de manera similar. 
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Resumen 


Él transporte dirigido y selectivo de componentes particulares de membrana, desde un compard- 
miento delimitado por menbrana de una célula eucariota a otro, mantiene las diferencios entre estos 
comperámientos, Las vesículas de transporte, que pueden ser esféricas, tubulares o de formas irre- 
gutares se forman a partir de regiones recubiertas especializados de la membrana de origen. El en- 


sambiaje de la cubierta facilita el rechuramienzo de la membrana y el transporte de solubles por las ' 


moléculas dirige la formación de la vesícula. 

Hay diferentes tipos de vesículas recubiertas. Las mejor caracterizadas son las vesículas revesti- 
das de clarrina, que median el transporte vesicular selectivo desde la membrana plasmático y la red 
del traxs Golgi, y las vestculas recubiertos de COPI y de COPE, que permiten el transporte entre las 
cisternas del Golgi y entre el ER y el complejo de Golgí, respectivamente. En las vesículas recubiertas 
de ciatrino, las proteínas adeptadoras unen la clatrina a la membrana de la vesícula y también 
etrapan especificamente moléculas de carga, que serán erapaguetados en la vesícula, Después de la 
formación de la vesícula, la cubierta se desprende con rapidez y permite que la vesícula pueda ca 
sionarse con la membrana diana apropiada. 

La síruaesis local de fosfoinositoles genera lugares de nión que aceleran el ensamblaje de ln cuz 
biería y la formación de la vesícula, Además, las GTPasas monoméricas ayudan a regular algunas 
etapas en el transporte vesicular incheyendo tanto la formación de la vesícula como su anclaje. Las 
GT Pasas de reclutamiento de la cubierta, incluyendo a las proteínas Sarl y Arf, regulan el ensarn- 
blaje de la cubierta y su desprendimiento. Una gran familia de proteínas Rab achía como GTPasas 
de direccionamiento de vesículas. Las proteínas Rab son recluzadas en vesículas de transporte y en 
las membranas diana, El ensamblaje y desensamblaje de proteínas Rab y de sus efectores en domi- 
nios de membrana especializados está controlado de forma dinámica por la unión e hidrólisis de 
GTB Las proteínas Rab activas reclutar efectores Rab, como las proteínas motoras, que transportan 
las vesículas sobre los filamentos de actina o los raicrotibulos, así como proteínas de unión fila- 
inentosas, que contribuyen a asegurar que las vesículas entreguen su contenido sólo al compart- 
miento membranoso correcto. Las proteínas v-SNARE en la vesícula de transporte y +SNARE en la 
membrana diana forman complejos estables trans-SNARE, que aproximan tas dos membranas has- 
ta que sus capas lipidicas pueden fusionarse. 


TRANSPORTE DESDE EL ER ATRAVÉS 
DEL COMPLEJO DE GOLGÍ 


Como se ba señalado en el Capítulo 12, las proteínas recién sintetizadas atraviesan la mem- 
brana del ER desde el citosol y entran en la ruta biosintética-secretora, Durante su transpor- 
te posterior, desde el ER al complejo de Golgi y desde éste a la superficie celular o a cualquier 
otro sitio, estas proteínas son sucesivamente modificadas mientras pasan a través de una se- 
rie de compartimientos, El transporte de un compartimiento al siguiente implica un equili- 
brio delicado entre las vías de transporte hacia delante y hacia atrás (recuperación). Algunas 
vesículas de transporte seleccionan las moléculas a transportar y las desplazan hacía el si- 
guiente compartimiento de la vía, mientras que otras recuperan las moléculas  capadas y 


las devuelven al compartimiento donde actúan normalmente. Así pues, la ví desde el ER . 
hasta la membrana celular incluye numerosas etapas de clasificación, que de manera conti-- 


bua seleccionan membrana y proteínas luminales sojubles para su empaquetamiento 
y transporte en vesículas o fragmentos de orgánulos que a desde el ER y el complejo 
de Golgl. 

En esta sección nos centraremos en el complejo de Golgi también denorninado aparato 
de Golgi. Es el lugar donde se realiza la mayoría de la síntesis de carbohidratos, así como el 
logar de clasificación y envío de productos del ER. La célula produce muchos de sus poli- 
sacáridos en el complejo de Golgi, incluyendo la pectina y la herniceiulosa de las paredes 
celulares de las plantas, y la mayoría de los glucosaminoglucanos de la matriz extracelu- 
lar animal (descrita en el Capítulo 19). El complejo de Golgi también constituye una zona de 
paso de los productos del ER, de manera que una gran parte de los glúcidos que fabrica el 
Golgi se men como cadenas de oligosacáridos a las proteínas y lípidos que el ER le envía. 
Algunos de estos oligosacáridos actúan como señales que dirigen determinadas proteínas 
hacia vesículas que las enviarán a los lisosormas. Pero la mayoría de las proteínas y lípidos, 
una vez adquiridos los oligosacáridos apropiados en el cormplejo de Golgi, son reconocidos 
por otros mecanismos y dirigidos mediante vesículas de transporte a otros destinos. 
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TRANSPORTE DESDE EL ER ATRAVÉS DEL COMPLEJO DE GOL 


Las proteínas abandonan el ER en vesículas de transporte 
recubiertas de COPIl 


Para iniciar su ruta a lo largo de la vía biosimtética-secretora, las proteínas que hen entrado 
en el ER y están destinadas al complejo de Golgi o raás alía, son empaquetadas ea primer 
hagar en pequeñas vesículas de transporte recubiertas de COPIZ Estas vesículas se forman en 
regiones especializadas del ER denominadas lugares de salida del ER, cuya reembrana carece 
de dbosomas unidos. La mayoría de las células animales tienen los lugares de salida del ER 
dispersos de forma aleatoria a través de la red del ER. 

En un principio se peasó que todas las proteívas que no estaban retenidas en el ER en- 
treban, por defecto, en las vesículas de transporte. Sin embargo, en la actualidad parece clas 
zo que habimalmente la entrada en las vesículas que abandonarán el ER es tua procesa 
selectivo. En dichas vesículas se reclutan muchas proteínas de membrana, donde son con 
centradas, 

Se cree que estas proteínas que serán cargadas presentan señales de salida [trausporte) 
en su superficie citosólica, que son reconocidas por cormponentes de la cubierta de COPÚ 
(Figura 13-20); estos componentes de la cubierta actúan como receptores de carga y son re- 
ciclados de nuevo al ER después de liberar su carga en el complejo de Gotgl Las proteínas 
solubles que han de ser transportadas desde el lumen del ER tienen señales de salida que les 
permiten unirse a receptores de carga traosmembrana que a su vez tienen señales de salida 
en sus colas citosólicas que les permiten unirse a la cubierta de COPIL Con una frecuencia 
rouy inferior, meluso algunas protelaas que no tienen señales de salida pueden entrar enlas 
vesículas, de manera que incluso las proteínas que por lo general tienen su función en el ER 
(las denominadas proteínas residentes del ER) pueden salix lentamente del ER y ser trans- 
portadas hasta el complejo de Golgi. De forma similar las proteínas secretoras que se sinte- 


tizan en elevadas concentraciones pueden abandonar el ER sin la ayuda de señales de salida. 


ni receptores de clasificación. 

La mayoría de las señales de salida que dirigen las proteínas solubles fiera del ER, hacia 
el complejo de Golgi y más allá son desconocidas. Algunas proteínas transmembrana que 
acuúan como receptores de carga empaquetando algunas proteínas de secreción en las vesí- 
culas COPU son lectinas que se unen a olígosacáridos, Por ejeraplo, la lecúna ERGICS3 se 
une a manosa y se cree que recorioce la presencia de este azúcar en dos factores de coagula- 
ción sanguíneos secretados (factor Y y factor VID, contribuyendo asu empaquetamiento en 
vesículas de transporte en el ER. 

Se consiguió descubrir el papel que desempeña ERGICSS en el transporte de proteínas 
gracias a que algunas personas que carecen de ella, por presentactuna mutación heredada, 
tenían niveles reducidos de los factores Y y VII y, como consecuencia, sufrían hemorragias 
frecuentes. 
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proteínas chaperonas unidas a las 
proteinas desplegadas o mal plegadas 
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Figura 13-20 Reclutamiento de las 
moléculas de carga en las vesículas de 
transporte del ER. Mediante la unión directa 
O indirecta a la cubierta COPH, las proteínas 
de carga, tanto de membrana como solubles 


. tespectivamente, son concentradas en las 
vesículas de transporte a medida que 


abandonan el ER. Las protelnas de 
membrana son empaguetadas en vesículas 
de transporte en formación mediante 
interacciones de las señales de salida en 

Sus regiones citosólicas con la cubierta COPIL 
Algunas de las proteínas de membrana 
atrapadas por la cublerta actúan como 
receptores de carga, uniendo a las proteínas 
solubles en el lumen y ayudando a 
empaquetarles en vesículas. Una vesicula 
de transporte típica de 50 nra contiene 
alrededor de 200 proteínas de membrana 
que pueden ser de michos tipos diferentes, 
Como se indica, las proteínas mal plegadas 
o mal ensambladas permanecen unidas a 
chaperonas que las retienen en el ER, 
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vesícula de transporte Figura 13-21 Retención en el ER de 
an formación 


oléculas de onticuerpo enserabladas de 
forma incompleta, Los anticuerpos están 
compuestos por dos cadenas pesadas y dos 
cadenas ligeras (descrito en el Capítulo 25), 
que se ensamblado en el ER Se cree que la 
chaperona BP se une a todas las moléculas 
de anticuerpo ensambiadas de forma 
incompleta y bloquea su señal de salida, 
Así pues, sólo los antícuerpos que están 
perfectamente ensarrdlados salen del ER 

y son secretados. 


cadena peseda cádene ligera 
de anticuerpo de anticuerpo 
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Sóto pueden abandonar el ER las proteínas que están 
corfectamente plegadas y ensambladas 


; Paza salir del ER, las proteínas han de estar correctamente plegadas y, si son subunidades 
de complejos proteicos multiméricos, puede ser necesario que estén bien ensambiadas, 
Aquellas que están mal plegadas o ensambladas se quedan en el ER, donde permanecen 
unidas a proteínas chaperonas (descrito en el Capítulo 6), tales como BiP o calnexina. Estas 
chaperanas bloquean las señales de salida o, de alguna manera, retienen las proteínas en el 
ER (Figura 13-21), Posteriormente, estas proteínas fallidas son transportadas de muevo al 
citosol donde son degradadas por los proteosomas (descritos en los Capítulos 6 y 12) Esta 
etapa de control de calidad impide el transporte hacta adelante de proteínas mal plegadas o 
red ensambladas que podrían Hegar a interferir con el funcionamiento de las proteínas nox- ] 
males sí fueran transportadas. Se producen una sorprendentemente gran cantidad de ac- : 
ciones correctivas. Por ejernplo, más del 90% de las subunidades de nueva síntesis del 
receptor de la célula T (tratado en el Capítulo 25) y del receptor de acetilcolina (descrito en el A: 
Capítulo 11) son degradados normalmente sin que nunca alcancen la superficie celular don- 
de áctúan. Así pues, las células han de sintetizar un gran exceso de muchas moléculas pro- » 
teicas para producir unas cuantas seleccionadas que se pliegan, se ensamblan y funcionan 
de forma correcta. 

El proceso de degradación continuo de una parte de las proteínas del ER también forma 
parte de un sistera de alerta del sistema inmune en respuesta a una infección viral. Mediante 
trahsportadores ABC especializados, el ER importa fragmentos peptdicos de proteínas vita» 
les producidos par la acción de las proteasas en el proteosorna. Los péptidos e: «años son 
unidos a proteínas MAC de clase Len el lumen del ER y transportados a la supen.cie celular, 
Los linfocitos Y reconocen los péptidos como antígenos no-propios y destruyen las células 
infectadas (descrito en el Capítdo 25). 

Sin embargo, en algunas ocasiones, este selectivo mecanismo de control de calidad es 
pernicioso. Las mutaciones más frecuentes que causan la fibrosis quística, una enfermedad 
hereditada común, producen vana forma ligeramente mal plegada de una proteína de mern- 

- brana que es importante para el transporte del Ch. Aunque la proteína mutante podría fun- 
cionar perfectamente, si alcanzara la membrana plasmática, permanece en el ER. Esta grave 
enfermedad es consecuencia no de una mutación que ioactive la proteína sino de que la 
proteína activa es descartada antes de que alcance la membrana plasmática. 


Agregados túbulo-vesiculares realizan el transporte 
desde el ER hasta el complejo de Golgi 


Después de que las vesículas de transporte se hayan formado en los lugares de salida del ER, 
y se hayan desprendido de la cubierta, empiezan a fusionarse entre sí. Esta fusión de mevn- 
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v-5NARE 


branas del misnxo compartimiento se denomina fusión homotípica, pera diferenciada de la 
fusión heterotípica, en la que la membrana de un compartimiento se fusiona con la mem- 
brana de ouo compartimiento distinto. Como en la fusión heterotípica, la fosión homotp 
ca requiere un conjunto complementario de SNARE. Sin embargo, en este caso, la 
interacción es simétrica con ambas membranes aportando tanto proteínas t-SNARE como 
proteínas v-SNARE (Pigara 13-22). . 

Las estructuras formadas cuando las vesículas derivadas del ER se fusionan unas con 
otrxas se denominan agregados túbulo-vesiculares, por su aspecto replegado al ser observado 
al microscopio electrónico (Figura 13-234). Estas agrupaciones forman un nuevo conpar- 
timiento que está separado del ER y que carece de muchas de las proteínas gue actúan en el 
ER. Este compartimiento se forma constantemente y actúa como un contenedor que lleva 
material desde el ER hasta el complejo de Golgi Las agrupaciones tienen una vida media re- 
lativaraente corta, ya que se desplazan con rapidez a lo largo de microtifbulos hacia el com- 
plejo de Golgi. con el que se fusionan liberando su contenido (Figura 13-238), 

En cuanto se forman las agrupaciones túbulo-vesiculares, de ellas empiezan a formar- 
se pequeñas vesículas. A diferencia de las vesículas recubiertas de COPH que se forman en el 
ER, estas vesículas están recubiertas de COPL. Devuelven al ER tanto las proteínas residentes 
que han escapado como las proteínas que, como jos receptores de carga, participan en las 
reacciones de vesiculación en el ER. Este proceso de recuperación es una muestra de los ex- 
quisitos mecanismos de control que regulan las reacciones de ensamblaje de las cubiertas. 
El ensamblaje de la cubierta de tipo COPI comienza sólo segundos después de que las cu- 
biertas COPÍI se hayan desprendido, Todavía constituye un misterio cómo se controla este 
cambio de sentido del ensamblaje de las cubiertas. : 

El transporte de recuperación lo retrógrado) contimía mientras se desplazan las agrupa- 
ciones túbulo-vesiculares hacia el complejo de Golgi. Así pues, las agrupaciones maduran de 
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Figura 12-22 Fusión homotípica de 
membrana. <AAAL> En la etapa Ll pares 
idénticos de proteímas v-SMARÉ y -SHARE 

de ambas roembranes se mantienen 
separados por NSF (véase Figura 13-18). 

En fas etapas 2 y 3, interaccionan los SHARE 
complementarios separados, situados sobre 
rmernbranas idénticas adyscentes, y provocan 
la fusión de las membranas y la formación de 
un compartimiento continuo, denominado 
agregado túbulo-vesicular. A continuación, el 
compartimiento crece por fusión homotípica 
con vesículas del mismo tipo de mernibraria 
que contienen proteínas SNARE 
complernentarios. La fusión homotípica nu 
está limitada a la forrneción de agrupaciones 
túbulo-vesiculares; un proceso similar de 
fusión de endosomas genera endosomes 
mayores. Las proteínas Rab ayudan a regular 
la extensión de la fusión hornotipica Y, por 
terto, el tamaño de los compartimientos en 
una célela (no mostrado). 


Figura 13-23 Agregados túbulo-vesiculares. 
(4) Electromicrografía de ima sección de 
agregados túbulo-vesicuisres formados a 
partir de la membrana del ER. Muchas de 

las estructuras similares a vesículas que 50 
aprecian en las microgreflas son secciones 
transyersales de tubos que se extienden por 
encima y por debajo del plano de la sección y 
Que están interconectados. (8) Los agregados 
túbulo-vesiculares se desplazan s lo targo de 
los micromúbulos transportando proteínas 
desde el ER al complejo de Golgi, Cubiertas 
COP! participan en la formación de vesículas 
que vuelven al ER desde dichos agregados. 
Corao se indica, las cubiertas se desprenden 
poco después de que las vesículas se hayan 
formado. (A, cortesía de Willtamn Balch) 
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forma continua, cambiando gradualmente su composición a medida que determinadas 
proteínas seleccionadas s0n devueltas al ER. Un proceso de recuperación similar a éste se pro- 
duce en el complejo de Golgi, después de que las agrupaciones tíbulo-vesiculares hayan en- 
tregado su carga. 


La vía de recuperación del ER utiliza señales de clasificación 


La vía de recuperación para devolver tas proteínas de nuevo al ER depende de señales de re- 
cuperación al ER. Por ejeraplo, las proteínas de membrana residentes en el ER contienen 
señales que las unen directamente a las cubiertas de COPÍ, empaquetándose por tanto 
en vesículas de transporte COPI para la entrega retrógreda al ER. La señal de recuperación 
mejor caracterizada está formada por dos lisinas, seguidas por otros dos aminoácidos cual- 
quiera, en el extremo C-terminal de la proteína de membrana del ER. Se denomina la 
secuencia KKOX, según el código de una letra para los aminoácidos. 

Las proteínas solubles residentes en el ER, tales como BiB también presentan una se- 
cuencia de recuperación corta en su extremo C-terminal, pero es diferente: está formada por 
una secuencia Lys-Asp-Glu-Leu o similar. Si esta señal (denorninada secuencia KDED) es eli- 
minada de BiP mediante ingeniería genética, la proteína es secretada lentamente por la cé- 
lula. Si la señal es transferida a una proteína que por lo general se secreta, la proteína es 
devuelta con eficiencia al ER, donde se acumula. 

A diferencia de las señales de recuperación al ER de las proteínas de membrana que 
pueden interaccionar de forma directa con la cubierta COP, las proteínas solubles residen- 
tes del ER han de tnirse e unas proteínas receptoras especializadas como el rece vor KDEL: 
una proteína de paso múltiple que se tune a la secuencia DEL y que empaque... cualquier 
proteína que la presente en las vesículas de transporte retrógrado recubiertas de COP1 
(Pigura 19-24). Para poder cumplircon esta función específica, el propio receptor KDEL de- 
be ciclar entre el ER y el complejo de Galgí, y su afinidad por la secuencia KDEL debe ser di- 
ferente en cada umo de estos dos compartimientos. El receptor debe tener una mayor 
afinidad por la secuencia KDEL en las agrupaciones túbulo-vesiculares y en el complejo de 
Golgi para poder capturar con la eficacia necesaria las proteínas solubles residentes en el ER 
que se han escapado y que se encuentras dispersas a baja concentración. Sin ermbargo, debe 
feger usa baja afinidad por KDEL en el ER para poder separarse de la secuencia KDEL a pe- 
sax de que en el ER hay tuna elevada concentración de proteínas residentes que contienen la 
secuencia KDEL., 

¿Cómo carabía la afinidad del receptor KDEL según el compartimiento en el que se en- 
cuentee? La respuesta es desconocida, pero podría estar relacionada con las diferentes con- 
diciones lónicas y de pH característico de cada compartimiento que está regulado por 

tranportadores de jones en el compartimiento de la membrana. Tal como se describirá más 
adetante, estas interacciones proleína-proteína sensibles al pH son la base de muchas de las 
etapas de clasificación en la célula. 
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Flgura 13-24 Madelo sobre fa recuperación 
de tas proteinas residentes en el ER. * 
Aquellas proteínas residentes en el ER 

que escapan son devueltas al ER mediante un 
procesa de transporte vesicular. (A) El 
receptor KDEL presante en las agrupaciones 
túbulo-vesiculares y en el complejo de Golgi 
captura las proteínas residentes en el ER 
solubles y las transporta en vesículas * 
recubiertas de COPI de vuelta al ER. Después 
de unir sus ligandos en este compartimiento 
de pk bajo, el receptor KDEL puede cambiar 
su conformación facilitando su reclutamiento 
en las vesiculas recubiertas de COPI que 
están en formación. (B) La recuperación de las 
proteínas del ER se inicia en agregados 
túbulowesiculares y continúa en cada una 
de las regiones del complejo de Golgi, En el 


- ER, con un pH neutro, las proteínas del ER 


se separan del receptor, que es devuelto 
al Golgi para su reutilización. 
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La mayoría de las proteínas de moerabrana gue actían en la interfase entre el ER y el 
camplejo de Golgi, incluyendo las proteínas v- y t-SNARE y algunos de los receptores 
de transporte, entran en la vía de recuperación de vuelta al ER. Mientras que el reciclaje de 
algunas de estas proteínas depende de la presencia de señales, para algunas otras no parece 


requerirse señal. Mientras las señales de recuperación aumentan la eficacia del proceso de 
recuperación, algunas proteínas incluyendo algunes enzimas del Golgi—- entran al azaren 


vesículas que se dirigen al ER y son devueltas al ER pero con menor frecuencia, Muchas en- 
ziroas del Golgi están viajando constantemente entre el ER y el Golgi, pero su velocidad de 


retorno al ER es lo bastante lenta corno para que la mayoría de la proteína seencuentreen 


el complejo de Golgí. 


Muchas proteínas son retenidas selectivamente 
en el compartimiento en el que actúan 


La vía de recuperación £DEL sólo explica en parte cómo las proteinas residentes del ER per- 
manecen en el ER, Como exa de esperar, las células que expresan proteínas residentes del ER 
modificadas genéticamente, de las que se ha eliminado la señal KDEL, secretan. estas pro- 
teínas. Pero la tasa de secreción es mucho menor que la de una proteína de secreción nor- 
mal. Parece que existe un mecanismo independiente de la señal KDEL que ancla las proteí- 
nas residentes en el ER y que sólo aquellas proteinas que escapan de la retención son 
capturadas y devueltas vía el receptor KDEL. Uno de los mecanisraos sugeridos para explicar 
la retención de las proteínas residentes del ER consiste en que estas proteínas se unan unas 
2 0txas, formando complejos demasiado grandes para enuar de forma eficiente en las vesí- 
culas de transporte. Dado que las proteínas residentes del ER se encuentran en el El a con- 
centraciones elevadas (se estima que en el rango milimolar), interacciones de una afinidad 
relativamente baja podrían ser suficientes para mantener unidas a la mayoría de las protef- 
ñas en dichos complejos. 

La agregación de proteínas que tienen su función en el mismo compartimiento- deno- 


minada reconocimiento kin- es 1 mecanismo general que utilizan las compartimientos paxa. 
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Figura 13-25 El complejo de Golgi, 
(A) Reconstrucción tridimensional del 
complejo de Golgi a partis de 
electromicrografías de una célula 
secretora arámmal La cara cis del 
dictiosoma es la más próxima at ER. 
¿B) Electromnicrografía de yna sección 
ultrafina en la que destaca la región de 
transición entre el ER y el complejo de 
Gatgi en una célula animal, 
(0) Hlectromicrografía de un complejo «le 
Golgi de una célula vegetal (del alga verde 
Chlarmydomonas), visto en sección 
ransversal. Por lo general, en las células 
vegetales el complejo de Gotgles más 
aparente y está más separado de los otros 
sistemas membranosos intracelulares, 
(A, redibujado de A; Rambourg e Y. Cler- 
mont, £uy. 1. Cell Biol 51:189-200, 1990; 
Con permiso de Wissenschafiliche 
Verlagsgeselischaft; B, cortesía de Bj 4 
Gupta; €, cortesia de George Patade) 
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organizar y mantener a sus proteínas residentes. Por ejemplo, las enzimas del Golgi que ac- 
túan juntes también se unen unas a otras limitando su entrada en las vesículas de transporte 
que dejan el complejo de Golgi. 


El complejo de Golgi está formado por una serie 
de campartimientos ordenados 


Debido a st: estructura grande y regular, el complejo de Golgi fue uno de las ozgánulos des- 
critos por los primeros microscopistas. Está formado por una serie de compartimientos de- 
limitados por membrana denominados cisternas, de forma aplanada, y que de alguna 
manera se parecen a un montón de tortitas. Cada apllamiento del Golgi, un dictiosoma, es- 
tá formado por entre cuatro y seis cisternas (Figura 13-25), aunque en algunos protozoaos 
flagelados puede haber hasta sesenta. En las células animales muchos dictiosomas están uwai- 
dos entre sí mediante conexiones tubulares entre las cisternas correspondientes, formando 
un solo complejo que habitualmente se localiza en las proximidades del núcleo, cerca del 
centrosoma (Figura 13-264). Esta localización depende de los microníbulos. Silos microni- 
bulos se despolimerizan experimentalmente, el complejo de Golgi se reorganiza en dictio- 
somas individuales que se disoibuyen por todo el citoplasma en la proimidad de los lugaxes 
de salida del ER. Algunas células, incluyendo muchos tipos celulares de plantas, tienen ha- 
bitualraente cientos de dictiosomas del Golgi dispersos en el citoplasma (Figura 13-26B). 
Durante su paso a través del complejo de Golgi, las moléculas transportadas sufren una 
sere ordenada de modificaciones covalentes. Cada uno de los dictiosomas del Golgt tienen 


" dos caras distintas: una cara cís (o cara de entrada) y una cara trans (o cara de salida). Ambas 


caras cis y trans están estrechamente asociadas a unos compartimientos especiales, formados 
por una red de estructuras tubulares y cisternas: la red cis Golgi (CGN: cis Golgy networlo y la 
red trans Golgd (IGN: trans Golgy network), respectivamente, El CGN es una colección de 
agrupaciones túbulo-vesiculares fusionadas que proceden del ER. Las proteínas y los lípidos 
entran por la red cis Golgi y salen por la red trans Golgi en vesículas de transporte con destino 
a la superficie celular o a otro compartimiento. Ambas redes son importantes en la clasifica- 
ción de las proteínas: las proteínas que entran en el CGN pueden o bien seguír; .ravés del 
Golgi o bien volver al ER. De manera similar, las proteinas que salen del TGN se mueven hacia 
delante y son clasificadas bacia su siguiente destino: lisosomas, vesículas de secreción o la su- 
perficie celular. También pueden ser devueltas a un compartimiento axterior. 

Como se ha descrito en el Capítulo 12, en el ER se añade un mismo tipo de N-oligosacá- 
rido en bloque a muchas proteínas diferentes, que es modificado mientras la proteína aún 
permanece en el ER. Los intermediarios de oligosacáridos generados en las reacciones de 
sintesis contribuyen al plegado de las proteínas y a la salida hacia el citosol de las proteínas 
mal plegadas donde serán degradadas. Asf pues, tiene un papel esencial en el control de ca- 
lidad de las proteínas que salen del ER. Una vez cumplida dicha función, la célula queda li- 
bre para modificar y rediseñar los oligosacáridos para nuevas funciones. Esto ocurre en el 
complejo de Golgi donde se producen las estructuras heterogéneas que se encuentran en 
las proteínas maduras. Cuando llegan al CGN, las proteínas pasan a través de la red del cis 
Golgi antes de entrar en el primer compartimiento de procesamiento del Golgi (la cisterna 
cis). Después se desplazan al siguiente compartimiento (la cisterna media) y finalmente a la 
cisterna trans, donde se completa la glucosilación. El lumen de la cisterna trans se cree que 
forma un continuo con el TGN, el lugar donde las proteínas son clasificadas en diferentes 
paquetes de transporte y dirigidas hacía su destino final. 


Fiera 13-26 Localización del complejo 

de Gola en células de animales y plantas, 
tA) El complejo de Golgi de un fibrablasto en 
cuátivo teñido con un articuerpo fuorescente 
que reconoce na proteína residente en 

el Golgi brojoj. El complejo de Golgí aparece 
polarizado y se sitúa en el sentido en el 

que se desplazaba la célula antes de su 
fijación. (8) El complejo de Golgi de una 
célula vegetal que lleva a cabo la expresión 
de una proteína de fusión que consiste en 
una proteina residente en el Gofgi unida a 

la proteína fluorescente verde. Los puntos 
paranja bríllantes (falso color) son 
diciosornas del Golgi. (A, cortesía de Jobri 
Henley y Mark McNiven; B, cortesía de Chris 
Hawes.) 
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Figura 13-27 La compartimentación molecular del complejo de GolgL 

La serie de electromicrogralias muestra el complejo de Golgi (A) sin contrastar; 
(8) contrastado con osmio, que es reducido sobretodo por las dsternas del 
compartimiento ds, y (C y D) contrastado revelando la localización de enzimas 
específicas. La nucleósido difostatasa se halla en las cisternas del trans Golgl (Ch, 
alentras que la enzima fosfatasa ácida se encuentra enta red debtrens GolghH(D) 
Es de destacar que habitualmente se tiñe más de una cisterna, Por tanto, parece 
cue las enzimas se encuentran especialmente enriquecidas más que localizadas 
de forma precisa en una cisterna determinada. (Por cortesía de Daniel S. Friend.) 


Estas mtas de procesariento de oligosacáridos tienen lugar siguiendo una secuencia 
ordenada en el dictiosoraa, en el que cada cisterna contiene una gran cantidad de enzimas 
de procesamiento. Las proteínas se modifican a través de sucesivas etapas a medida que 
vag de cisterna en cisterna a través del dictiosoma, de forma que las cisternas constituyen 
una unidad de procesamiento múltiple. Esta compartimentación podría parecer Íunece- 
saría, ya que cada enzima sólo actúa sobre su glucoproteína después de que haya sido 
convenientemente procesada por la enzima anterior. Sin embargo, parece claro que el pro- 
cesamiento tiene lugar tanto en una secuencia espacial como en una secuencia bioquí- 
mica: así, las enzimas que catalizan las primeras etapas se localizan en las cisternas más cis 
del dictiosoma, mientras que las que catalizan las últimas etapas se encuentran en las 
cisternas más trans. 

Los investigadores han descubierto las diferencias funcionales entre las subdivisiones 
cis, raedia y trans del complejo de Golgi mediante la localización, tanto por fraccionamien- 
to físico del orgánulo como por microscopía electrónica marcando con anticuerpos las en- 
zimas implicadas en el procesamiento de los N-oligosacáridos en distintas regiones del 
orgánulo. Por ejemplo, se encontró que la separación de los residuos de rmanosa y la adición 
de N-acetilglucosarmina tenía lugar en el compartimiento medio, mientras que la adición de 


galactosa y de ácido siálico ocurría en el compartimiento trans y en la red del trans Golgi - 


(Figura 13-27). La Figura 13-28 resume la compartimentación funcional del complejo de 
Golgí. 
El complejo de Golgi es en especial abundante en las células que están especializadas 


en la secreción de glucoproteínas, como las células mucosecretoras del epitelio intestinal, - 


que secretan grandes cantidades de moco al intestino (Figura 13-29). En estas células se for- 
man en el extremo ¿rans del complejo de Golgi vesículas imasualmente grandes que se diri» 
gen hacia el dormnio de la membrana plesmática donde se produce la secreción, 
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Figura 13-28 El procesamiento de 
oligosacáridos en el complejo de Golgi. 

La localización de cada una de las etapas de 
procesamiento que se muestran en la figura 
ha sido determinada por medio de la 
combinación de técnicas, entre las que 38 
encuentran el subfiaccionamiento de fas 
membranas del complejo de Galgl y la 
microscopía electrónica tras la tinción con 
anticuerpos específicos contra algunas de 
las enzimas especificas de procesamiento, 
Las enzimas de procesamiento no están 
restringidas a una Única cisterna sino que 
su disvibución es gradual a través del 
dictiosoma, de forma que las enzimas que 
actúen al póncipio se encuentran presentes 
fundamentalmente en las cisternas del 

cis Golgi y las enzimas que actúan al final 

se localizan sobre todo en las cisternas 

del trons Gofal. 
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Las cadenas de oligosacáridos son procesadas 
en el complejo de Golgi 


Mientras que el ER está lleno de proteínas solubies residentes y enzimas, las proteínas re- 
sidentes en el complejo de Golgi son todas transmembrana. Parece ser que las reacciones 
erzimáticas que se realizan en el complejo de Golgi tienen lugar siempre sobre su membra- 
na. Todas tas glucosidasas y glucosiliransferasas son proteínas transmembrana de paso úni- 
co, muchas de las cuales están organizadas en forma de complejos multienzimáticos, Asi 


- pues, los dos orgánulos biosintéticos en la ruta biosintética-secretora, el ER y el complejo de 


Golgi, están organizados de manera claramente diferente. 

Sobre las glucaproteínas de los mamiferos se encuentran unidos dos grandes ipos de 
Aroligosacáridos, los oligosacáridos complejos y los oligosacáridos ricos en manosa 
(Figura 13-30). En ocasiones es posible encontrar ambos tipos de oligosacáridos unidos a la 
misma cadena polipeptídica (en diferentes lugares). 

Los oligosacáridos complejos se forman cuando los N-olfigosacáridos originales aña- 

¿idos en el ER son modificados y se les añaden nuevos azúcares. Por el contrario, los oligo- 

sacáridos ricos en manosa son procesados pero no se les añaden nuevos azúcares en el 
complejo de Golgi. Contienen sólo dos Macetiiglucosaminas y muchos residuos de manosa, 
frecuentemente los mismos que se.encuentran en el eligosacárido unido a lípido que se en- 
cuentra como precursor en el ER. Los oligosacáridos complejos pueden contener más de las 
dos Nraceilglucosaminas originales, así como un número variable de galactosa y ácido siá- 
lico y, en algunos casos, fucosa, 

El ácido siálico es de especial importancia pues es el nico azúcar entas glucoproteínas 
que presenta una carga negativa, Si un oligosacárido debe quedarse en la forma de rico en 
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Figura 13-30 Las dos clases principates de oligosacáridos unidos a asparagina (N-oligosacáridos) 
encontrados en glucoproteínas maduras de mamifero. (4) Tanto los oligosacáridos complejos como 
los ricos en meanosa comparten una región central que procede del oligosacárido unido a asparagina 


original que fue añadido en el ER (véase Figura 12-50) y que contiene dos N-acetilatucasaminas (GÍcNAc) 


y tres manosas (Maa). (8) Cualquier oligosacárido complejo consta de una región central, junta con 
una región terminal que contiene un número variable de una unidad especial de trisacáridos 
(N-acetilglucosamina-galactose-ácido siálico) unidas al núcleo de manosas. Con frecuencia la región 
terminal está truncada y sólo contiene GINAc y galactosa (Gal) o sólo GicNAc. Además, se puede añadir 
un residuo de fucosa al núcico de GloNAc unido a la asparagina (Asn). Así pues, aunque las etapas de 
procesamiento y posterior adición de azúcares están ordenadas estrictamente, los oligosacáridas 
complejos pueden ser heterogéneos. Además, aunque el oligosacárido complejo mostrado tiene wes 
rarcas, también son comunes formas de dos y de cuatro ramas, dependiendo de la glucoproteína y de la 
célula en que se producen. (C) Los ofígosacáridos ricos en manosa no son recortados hasta alcanzar la 
región central y contienen residuos adicionales de manosa. También se encuentran oligosacáridos 
hibridos fno mostrados) en los que una rama es Man y otra GÍcNAz y Gal. 

Los tres aminoácidos que $e presentan en esta figura en calor constituyen la secuencia reconocida 
parla enzirna oligosacarl ransferasa que añade el ollgosacárido inicial a la proteina. Ser = serina; 
Thr = treonina; X = cualquier arrínoácido excepto pralina. 
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Figura 13-29 Célula calicitorme del. 

intestino delgado. Este tipo de céhula está 
especializada en la secreción de mucus, % 
una mezcla de varias glucoproteínas y de 
proteoglucanos simterizados en el ER y enel 
complejo de Golgi. Corno todas las células 
+epitefiales, las células caliciformes están 

altamente polarizadas, con el dominio apical 


- de su membrana plasmática dirigido hacia el 


lumen del intestino y el dominio basotateral 
dirigido hacia la lámina basal, El complejo 
de Golgi también está muy palarizado, lo 
cual facilita la descarga del mucus mediante 
exocitasis en el dominio apical deta * - 
membrana plasmática, (De RW. Kestic, 
lustrated Encyclopedia of Human Histology, 
New York: Springer-Verlag, 1984, 

Con permiso de Springer-Verjag.) 
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maoosa o tiene que ser procesado bacie un olígosacárido complejo depende fundamental. 
mente de su posición en la proteína. Si el oligosacárido es accesible a las enzimas de pro- 
cesartiento en el complejo de Golgi, es probabie que sea convertido en una forma compleja; 
sl es inaccesible a estas enzimas, porque sus azúcares están estrechamente unidos a la 
superficie de la proteína, es probable que permanezca en su forma rica en reanosa. El pro- 
cesamiento que genera cadenas de oligosacáridos complejos sigue la secuencia ordenada 
de reacciones que se muestran en la Figura 13-31. 

Más allá de estas reglas conmmes en el procesarniento de los Hispsaciidas que soz 
compartidas por todas las células, los productos de las modificaciones de los carbohidratos 
que se realizan en el complejo de Golgi son muy complejos y han provocado la aparición de 
una nueva especialidad denominada giucobiología. Por ejemplo, el genoma bursano codifica 
cientos de glucosil transferasas diferentes del complejo de Golgi, que se expresan de manera 

"distinta en uno 4 otro tipo celulaz, lo que da lugar a una graa variedad de formas glucosila- 
das de una proteína o lípido concreto dependiendo del tipo celular y de su estado de dife-. 
renciación, y que estará en función de la colección de enzimas expresadas por la célula, La 
complejidad de las modificaciones no está mitada a los N-oligosacáridos sino que también 
se produce en los O-oligosecdridos, corao veremos más adelante. 


Los proteoglucanos se ensamblan en el complejo de Golgi 


No sólo son las cadenas de N-oligosacárido de las proteínas las que son alteradas a medida 
que las proteínas pasan a través de las cisternas del Golgi, en su camino desde el ER a sus 
destinos finales; muchas proteínas tarobién son modiácadas de otxas formas. Aígunas ienen 
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Figura 12-31 Procesamiento de fos oligosacáridos en el ER y en el complejo del Golgi. El proceso es secuencial, esto es, cada uno de los pasos depende 
de las reacciones anteriores de cada seri, Etapa 1: el procesamiento comienza en el ER con la eliminación de lós residuos de glucosa del oligasacárido 
transfeñido inicialmente a fa proteína. A continuación, una manosidasa presente en la membrana del ER elimina un determinado residuo de manosa. 
Etapa 2: las etapas siguientes tienen lugar en los dictiosomas, donde en primer lugar la manosidasa í elimina tres residuos más de manosa, £tapa 3: la 
N-acetilglucosamina transferasa | añade un residuo de N-acetilghucosamina. Etapa 4: la manosidasa ll elimina a continuación dos residuos más de manosa. 
Así, se obtiene el núcleo final de es residuos de manosa que se presenta en un oligosacárido complejo. En este estadío, el enfoge que existe entre los 
dos residuos de N-acetilglucosamina del núdieo del ofgosacárido $e vuelve resistente al ataque de tna endoglucosidasa altamente especifica tendo-H). Dado 
que todas las estructuras posteriores son resistentes a endo-H, se utiliza el tratamiento con esta enzima para distinguir los complejos de ofigosacáridos sicos 
en manosa. Etapa $: par Último, como se muestra en la Figura 13-30, se añaden residuos de Nracetilglucosamina, galactosa y ácido síálico, 
Estas etapas finates de la síntesis de los oligosacáridos complejos ocurren en las cisternas del complejo de Golgi. Tres tipos de glecosil transferasas acuúan de 
forma secuencial utilizando como sustrato azúcares que han sido activados por unión al nudeótido que se indica. Las membranas de las cisternas del Golgi 
contienen proteínas transportadoras especificas que permiten la entrada de cada uno de los azúcares nudeótido intercambiados por los nudeósidos fosfato 
que se Eberan después de que el azúcar se una a la proteina en la cara luminal. , 

Mátese que como orgánulo biosíntético que es, el complejo de Golgi se diferencia esendalmente del Ef: todos los azúcares son ensamblados en el lumen 
a partir de nucleótidos-azucar. Por el contrario, en el ER el N-oligosacérido precursor es ensambiado parte en el ditosol y pue en Ld iumer” todas las rescciones 
luminales utilizan como sustrato azúcares unidos 2 dolicol fvésse Hgura 12-52). j 
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azúcares añadidos a grupos OH de las cadenas laterales de determinadas serínas o treoninas. 
Corro en el caso de la N-glucosilación, esta O-glucosilación (Figura 13-32) está catalizada 
por series de enzimas glucosil-transferasas que utilizan compuestos azúcar-nucleótido en el 
htrnen del Golgi, añadiendo residuos de azúcar, uno a uno, a una proteína. Habitualmente 
primero se añade la N-acetilgalactosattina y, a continuación, un número variable de resi- 
duos de azúcar, desde unos cuantos hasta más de 10. 

De todas las proteínas glucosiladas, las que lo están más son las mucinas, las glucopro- 
teínas de las secreciones mucosas (véase Figura 13-29), y algunas proteínas núcleo de pro” 
teoghucanos, las cuales son modificadas produciendo proteoglecanos. Como se explica en el 
Capítelo 19, este proceso baplica la polimerización de una o más cadenas de glucosamina- 
glucano largos polímeros no ramificados compuestos por unidades repetidas de disacáridos; 
véase Figura 19-58) a través de una unión a xilosa en las serinas de una protefna central. 
Muchos proteoglucanos son secretados y pasan a ser componentes dela matriz extracelular, 
mientras que otros permanecen anclados a la membrana plasmática. Otros constituyen el 
componente principal de sustancias como el mucus que es secretado formendo una cu 
bierta protectora sobre muchos epitelios. 

Los azúcares incorporados a los glucosarninoghicanos son altamente sulíatados justo 
después de que los polímeros se hayan formado en el complejo de Golgx, lo cual contibuye 
a la elevada carga negativa que presentan los proteoglucanos, Algunos residuos de tirosina 
terobién son sullatados poco después de salir del complejo de Golgi. En ambos casos, la sul- 
fatación depende de un dador de sulfato 3'-fosftoadenosina-S'-fosfosulíato (PAPS: 3'-phos- 
phoadenosine-S'-phosphosulfate) (Pigura 13-33), que es transportado desde el ektosol has- 
ta el lumen del compartimiento trans del Goigl. 


¿Cuál es el propósito de la glucosilación? 


Existe una diferencia importante entre la construcción de un oligosacárido y la síntesis de 
otras macromoléculas coro el DNA, el RNA o las protelnas. Mientras que los ácidos nuclej- 
cos y las proteínas son copiadas de un molde a través de una serie repetida de pasos idénticos 
y utilizando la misma enzima o grupo de enzimas, los carbohidratos complejos requieren 
una enzima diferente en cada paso, de forma que cada producto de una reacción es recorio- 
cido coma el sustrato exclusivo por la enzima siguiente de la serie, La amplia abundancia de 
glucoprotelnas y las complejas vías que han tenido que evolucionar para sintetizarlás pare- 
cen sugerir que los oligosacáridos de las giucoproteínas y los glucoesfingolípidos cumplen 
funciones muy importantes. ] 

Por ejemplo, la N-ghucosilación es predoriname en todos los eucariotas, incluyendo 


las levaduras. También se encuentran N-oHgosacáridos de forma similar en la pared celular 


de las arqueas, lo que sugiere un origen evolutivo remoto de toda la maquinaría sintética re- 
querida para su producción. La N-glucosilación contribuye al plegamiento de las proteínas 


' de dos maneras. En primer lugar facilita la solubilidad de los intermediarios de plegamiento 
y evita de ese modo su agregación. En segundo lugas, las modificaciones secuenciales delos ' ' 


N-oligosacáridos establece un “glucocódigo” que determina la progresión del plegamiento 


Figura 13-32 N- y O-glucositación. En cada 
caso sólo se muestra el azúcar que está 
directarnente unido a la cadena proteica, 
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Figura 13-33 Estructura de PAPS, 
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de las proteínas y participa en la unión de la proteína a las chaperonas (descritas en el 
Capítulo 12) y lectinas, por ejemplo, en el direccionamiento del ransporte ER hacia el Golgl. 
Como se indicará más adelante, las lectinas también participan en la clasificación de pro- 
teínas en la red del trans Golg. 

Debido a que las cadenas de azúcares tienen una Hexibilidad limitada, incluso un pe-” 
queño N-oligosacárido que se proyecta desde la superficie de la gucoproteína puede limitar 
la aproximación de otras macromoiécalas a la superficie proteica (Figura 13-34). De esta 
manera, par ejemplo, la presencia de oligosacáridos tiende a formar glucoproteínas más re- 
sistentes a la digestión por la acción de enzimas proteolíticas. Es posible que los oligosacári- 
dos de la superficie celular formaraa una cubierta protectora en las células ancestrales. 
Comparado con la rígida pared bacteriana, la cubierta de mueus tiene la ventaja de que per- 
mite ala célula canibiaz de forma y moverse, 

Las cadenas de amícar han sido modificadas para realizar también otras funciones. Por 
ejeraplo, la cubjerta mucosa en el epitelio pulmonar y en las células intestinales protege conta 
muchos patógenos. El reconocimiento de las cadenas de azúcar porlas lecrinas en el espacio 
extracelular es importante en muchos procesos de desarrollo y en el reconocimiento célula- 
célula: por ejemplo, las selectinas son jectinas que participan en la adhesión célula-célula du- 
rante la migración de los linfocitos, como se describe en el Capítulo 19. La presencia de 
oligosacáridos puede modificar las propiedades antigénicas de una proteína haciendo de la 
glucosilación un factor importante a considerar en la producción de proteínas con finalidad 
farmacológica. 

La glucosilación también tene una función reguladora importante. Por ejemplo, la 
señalización a través del receptor de superficie celular Notch es importante para la deter- 
uinación del comportamiento de las céhilas en el desarroHo. Notch es una proteína trans- 
membrana que es O-glucosilada por adición de una simple fucosa a algunos residuos de 
serna, zeonina o hidroxilisina. Algunos tipos celulares expresan además otra glucosiltrans- 
ferasa que, en el complejo de Golgi, añade una N-acetilglucosamina a cada una de esas 
fucosas. Esta adición carnbia la especificidad del receptor Norch para las proteínas de señal 

de la superficie celular que activan al receptor. 


El transporte a través del complejo de Golgi se lleva a cabo. 
mediante transporte vesicular o maduración de cisternas 


Todavía desconocemos de qué forma el complejo de Golgi adquiere y mantiene su estrue- 


tuxa polarizada y cómo las moléculas se desplazan de una cisterna a otra. Las evidencias fm- . 


cionales aportadas por los ensayos de transporte ín vitro y la observación de numerosas 
vesículas de transporte en las proximidades de las cisternas del Golgi llevaron ala conclusión 
de que esas vesículas transportan proteínas entre las cisternas, formándose en una cisterna 
y fusionándose con la siguiente. De acuerdo con este modelo de transporte vesicular, el 
complejo de Golgi es una estructura relativamente estática, con sus enzimas colocadas en 
posición, mientras que las moléculas en tránsito se desplazan a través de las cisternas de for- 


ER) 


Figura 13-34 Estructura tridimensional 

de un pequeño N-ofigosacárido. La 
estructura fue determinada por análisis 
cristelográfico de reyos X de una 
alucoproteína. Este ofigosacérido tar sólo 
corsiene 6 residuos de adúcar, mientras que 
el oligosacáido transtendo iniclatenente a las 
proteínas en el ER ene 14 residuos de azúcar 
tuéase Figuras 12-50 y 12-51). (A) Modelo 
del esqueleto del compuesto, en el que se 
muestran todos los átomos excepto los de 
hidrógeno. (8) Modelo espacial en el que la 
asparagina se identifica por átomos oscuros, 
(8, contesta de Richard Feldman) 
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(4) MODELO DE TRANSPORTE VESICULAR 


ma secuencial, transportadas por las vesículas de transporte (Figuera 13-354). Un flujo re- 
trógrado de vesículas recupera las moléculas que escapan del ER y del Golgi y las devuelve a 
los compartimientos anteriores. Es posible conseguir un ihujo direccional permitiendo a las 
moléculas carga que han de avanzar, el acceso a vesículas de movimiento anterógrado. 
Aunque probablemente tanto las vesículas de transporte anterógrado como retrrógrado tienen 
cubiertas de tipo COPI, las cubiertas pueden contener diferentes proteínas adaptadoras que 
confieran la especificidad de empaquetamiento de las moléculas carga. Una posibilidad 
alternativa es que las vesículas de transporte que se desplazan entre las cisternas del Golgi 
podrían no ser dirigidas, transportando materiales al azar adelante y atrás; el direcciona- 
miento se mantendría por el aporte continuo de materiales en la cisterna cis y la extracción 
del mismo en la cisterna trans, 

Una hipótesis diferente, denominada modelo de maduración de cisternas, considera al 
complejo de Golgi como una estructura dinámica en la que las propias cisternas se despla- 
zan. Las agrupaciones túbulo-vesiculares que proceden del ER se fusionan unas con otras 
formando la red del cis Golgi. De acuerdo con este modelo, esta red madura de forma progre- 
siva hasta formar una cisterna els, después una cisterna media, y así cada vez. Así pues, en la 
cara cis de un dictiosoma continuamente se forman nuevas cisternas, las cuales migrarán a 
través del dictiosorna a medida que vayan madurando (Figura 13-35B). Este modeia viene 
apoyado por observaciones microscópicas que demuestran que grandes estructuras como 
las Aibrillas de colágeno en los ibroblastos y las escamas de ciertas algas que son demasiado 
grandes para caber en las vesículas de transporte clásicas- se A PIE a 
través del dictiosorma. 

En el modelo de rmaduración de cisternas, el flujo rerógrado explica la distribución ca- 
racterística de las enzimas del Golgi. Todo se desplaza continuamente en dirección anteró- 
grada con la cisterna en maduración, inckiyendo las enzimas de procesamiento que son 
propias del inicio del cornpiejo de Golgi. Pero las vesículas recubiertas de COPI que st 9rman 
recolectan contintiamente las enzimas apropiadas, casi todas elias proteínas de membrana, 
y las transportan hacia atrás, hacia la cisterna anterior, en la que actúan. Una cisterna cis 
formada de nuevo recibirá su complemento normal de enzimas residentes sobre todo de la 
cisterna que se encuentra justo por encima de ella y después las pasará a la nueva cisterna cis 
que se formará. 

Como se describirá más adelante, cuando una cisterna finalmente se desplaza hacia 
adelante formando parte de la red del rrans Golgi, 2 partir de ella se generan varios tipos de 
vesículas recubiertas, hasta que la red desaparece y es reemiplazada por la cisterna en ma- 
duración que se encuentra justo por debajo. Al mismo tiempo, otras vesículas de transporte 
están constantemente recuperando membrana de los a IenióS post-Golgi y devol- 
viéndola a la red del trans Golgí. 

Los modelos de transporte vesicular y de maduración de cisternas no son mutuamen- 
te excluyentes. Por el contrario, las evidencias sugieren que el transporte puede ocurrir por 
una combinación de los dos mecanismos, en las que algunes moléculas transportadas se 
desplacen con rapidez en vesículas de transporte, mientras que otras sean más lentas a me- 
dida que el complejo de Golgi se va renovando a través de la maduración de las cisternes. 


cisternas 


proteínas de la matriz 


(8) MODELO DE MADURACIÓN DE CISTERNAS 


Figura 13-35 Dos posibles modelos que 
explican la organización del complejo de 
Golgi y el transporte de proteínas desde 
una cisterna a la siguiente. Es posible que el 
transporte a través del Golgi en sentido hacia 
adelante (fechas rojas) implique elernentos 
de los mecanismos que 5e muestran, 

(4) En el modelo de transporte vesicular las 
cisternas del Golgi son orgánulos estáticos 
que contienen un juego característico de 
enzimas residentes. El paso de motécutas a 
través del Golgi se realiza mediante vesículas 
de transporte que se desplazan hacia 
adelante, formándose en una cistema y 
fusionándose con la siguiente en sentido de 
cis hacia trans. (8) De acuerdo con el modelo 
alternativo de maduración de las cisternas, 
cada una de las cisternas del Golgi madura a 
medida que migra a través de un dictiosorna, 
En cada etapa, las proteínas residentes en 

el Golgi, que han sido transportadas hacia 
adelante en una cisterna, son devueltas hacia 
atrás a la cisterna anterior mediante vesículas 
recubiertas de COPL Cuando una cisterna 
formada de nuevo se desplaza, por ejemplo, 
hacia la posición media, las enzimas del 

dis Golgi “sobrantes” deberán ser extraídas 

y transportadas hacia atrás a una nueva 
cisterna cís. De la misma forma, las enzimas 
medias serán recibidas mediante transporte 
retrógrado desde la cisterna que se 
encuentra justo por delante. De esta 

forma, una cisterna cis podría madurar a 
cisterna media a medida 40% se desplaza 
hacía el exterior, 
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TRANSPORTE DESDE LA RED DEL TRANS GOLGÍA LOS LISOSOMAS 


Las proteínas de la matriz del complejo de Golgi organizan 
el dictiosoma 


La arquitectura especial del complejo de Golgi depende tanto del citoesqueleto de microtú. 
buldos, como ya se ha descrito, como de proteínas citoplasmáticas de la matriz del Golgi, que 
forman un esqueleto entre cisternas adyacentes y confieren al dictiosorna su integridad es- 
tructaral Algunas de las proteínas de la matriz forman cordones largos, Glarmentosos, que 
parece que ayudan a mantener las vesículas de transporte en la proximidad del orgénudlo. 
Cuando una célula se prepara para dividirse, las proteínas quinasa mitólicas fosforilan las 
proteínas de la raatriz del Golgi, provocando la Eragroentación y dispersión del complejo de 
Golgi por el citosol. Entonces los fragmentos del Golgi son distribuidos de forma uniforme 
entre las dos células híjas donde las proteloas de matriz son desfosforiladas, permitiendo el 
reensamblaje del complejo de Golgi. 

Hay que destacar que las proteínas de la matriz del Golgi pueden ensarsblarse en dio- 
tiosomaas localizados en las cercanías del centrosoma a pesar de que experimentalmente se 
impida que las proteínas del Golgi salgan del ER. Ello sugiere que las proteínas de la matriz 
son las principales responsables de la estructura y la localización del complejo de Golgi. 


Resumen 


Las proteínas correctamente plegadas y ensambiadas en el ER son empoquetadas en vestculas de 
transporte recubiertas de COPE que se forman en la membrana del ER. Poco después, las vesículas 
pierden su cubierta y se fusionan unas con otras formando agrupaciones rúbulo-vesiculares, 
Entonces las agrupaciones se desplazan siguiendo los microtúbulos hacia el compleja de Golgí, 
donde se fusionan entre sí formando la red del cis Golgi. Cualquier proteína residente en el ER que 
escape del ER es devuelto alí desde las agrupaciones tiúbulo-vesiculares y el complejo de Golgi me- 
diante transporte retrógrado en vesículas recubiertos de COPL. 

El complejo de Golgi, a diferencia del ER, contiene muchos azúcares, que son utilizados par er 
zimos glucostl transferasas para realizar reacciones de glucosilación de lípidos y de proteínas a me- 
dida que pasan a través del complejo de Golgi. Con frecuencia, las manosas de los N-oligosacáridos 
quese añaden a las proteínas en el ER son eliminadas de manosas y posteriormente se añaden nue- 
vos azúcares. Además, en el complejo de Golgi es doncde tiene lugar la O-glucosilación y donde las te 
denas de glucosaminoglucanos son añadidas a las proteínas centrales formando los proteoglucanos. 
Lasulfatación de los azúcares de los proteoghucanos y de determinadas tirosinas también se produ- 


, ceenun compartimiento tardío del Golgi. 


El complejo de Golgi modifica las numerosas proteínas y lípidos que recibe desde el ER, y los 
distribuye hacía la membrana plasmático, lisosomas y vesículas de secreción. El complejo de Golgi es 
una estructura polarizada que consiste en uno o más apilamientos de cisternas en forma de dísco, 
los dictiosomas. Cada uno de ellos se organiza en ad menos tres compartimientos funcionalmente di- 
ferentes: las cisternas cis, media y trans. Las cisternas cis y trans están conectadas a estructuras de 
clasificación especializadas, denominadas la red del cís Golgi y la red del teams Golgi, respectiva- 
mente. Las proteínas y lípidos se desplazan a través de los dictiosomas en sentido de cis a trans. Este 
desplazamiento puede ocurrir mediante transporte vesicular, por maduración progresiva de la cis. 
terna cis, a medida que migra de forma continua a través del dictiosoma, a, más probablemente, 
poruna combinación de ambas mecanismos. Parece que el martenimiento de las enzimas concen- 
tradas en la cisterna donde se necesitar: se consigue mediante un transporte retrógrado contínuo 
desde la cisterna siguiente. Las proteínas nuevas, acabadas, alcanzan la red del trans Goígí, donde 
sor empaqueradas en vesículas de transporte y enviadas a sus destinos específicos en la célula. 


TRANSPORTE DESDE LA RED DEL TRANS GOLGI 
ALOS LISOSOMAS 


La red del trans Golgi clasifica todas las proteínas que pasan através del complejo de Golgi 


(excepto las que son retenidas en él cono residentes permanentes) de acuerdo con su des- 
tino final. El mecanismo de clasificación está especialmente bien estudiada para el caso de 
las proteínas destinadas al himen de los Bisosomas. En esta sección vamos a considerar este 
proceso de transporte selectivo. En primer lugar, se efectuará una breve descripción de la 
estrucuura y la fanción de los lisosomas. 
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Los lisosornas son el lugar principal de digestión intracelular 


Los lisosoraas son compartimientos delimitados por membrana rellenos de enzimas hidro- 
líticas solubles que controlan la digestión intracelolar de macromoléculas. Contienen. alre- 
dedor de 40 úpos de enzimas hidrolíticas, entre las que se encuentran proteasas, nucleasas, 
glucosidasas, pasas, fosfolipasas, fosfatasas y sulfatasas. Todas ellas son hídrolasas ácidas. 
Para actuar en condiciones óptimas necesitan por una parte ser activadas mediante un corte 
proteolítico y por otra un medio ácido, como el que tene el lisosoroa que mantiene el pH 
alrededor de 4,5-5,0 en su interior. En este sentido, el citosol está doblemente protegido 
contra el ataque de su propio sistera digestivo: la membrana del lisosoma naentiene las en- 
zimas alejadas del cítosol, pero incluso en el caso de que se produzca alguoa fuga pueden 
hacer poco daño en el citosol, ya que tiene unas condiciones de pH de apruximada- 
mente 7,2. ; 

Como enel caso de otros orgénulos intracelulares, el lisosozna no sólo contiene una do- 
tación única de enzimas sino texmbién una rmerabrana envolvente con propiedades caracte- 
rísticas. Por ejemplo, la mayoría de las proteínas de membrana lisosómicas están muy 
glucosiladas, lo que las protege de las proteasas Hsosómicas del lurnen. Los transportadores 
de la mernbrana lisosómica rensportan los productos finales de la digestión de las macro- 


moléculas corzo par ejemplo aminoácidos, azúcares y nucleótidos al cítosal, donde porirán 


ser reutilizados o excretados. 

Una ATPasa de H'* vacuolar situada en la membrane del lisosoma utiliza la energía de hi- 
drólisis del ATP para bombear H* al interior del lisosona, manteniendo así el kanen a un pH 
ácido (Figura 13-36). La bomba de H* lisosómica es un miembro de la familia de ATPasas de 
Hipo Y que tiene una estructura similer a las ATP sintesas de le mitocondria y del cloroplasto 
(ATPasas de tipo P), que convierten la energía alroacenada en el gradiente de H* en ATP (véa- 
se Figura 11-42). Sin embargo, a diferencia de estas enzimas, la ATPasa de H* vacuolar actúa 
en el sentido opuesto, bombeando H” en el orgénulo. ATPasas de tipo V similares o idénticas 
son las responsables de la acidificación de todos los orgánulos endocíticos y exocíticos, la» 
cluyendo lisosomas, endosormas, compartimientos concretos del complejo de Golgi y mu- 
chas vesículas de transporte y de secreción. El bajo pH propio del medio interior es adecuado 
para que se produzcan las reacciones propias del humen del orgánulo y es tuna fuente de ener- 
gía que dirige el transporte de metabolitos pequeños a través de la membrana, 


Los lisosomas son heterogéneos 


Los lisosomas fueron descubiertos mediante el fraccionamiento bioquímico de extractos ce- 
lulares y, más tarde, fueron observados con el microscopio electrónico. Aunque son extraor- 
dinariamente diversos en cuanto a forma y tamaño, se demuestra que son miembros de una 
familia única de orgánulos mediante tinción con anticuerpos específicos. También pueden 
identificarse mediante técnicas histoquímicas, utilizando el precipitado producido por la 
acción de una hidrolasa ácida sobre su sustrato, para mostrar qué orgánulos contienen la 
hidrolasa (Figura 13-37). Utilizando este criterio, los lisosomas se hallan en todas las células 
eucariotas. 

La heterogeneidad de la morfología lisosómica contrasta con la uniformidad relativa de 
la mayoría de los otros orgánulos celulares. La diversidad refleja la amplia variedad de fiun- 
ciones digestivas mediadas por las hidrolasas ácidas, como la digestión de desechos intra y 
extracetulares, la digestión de microorganismos fagocitados e incluso la nutrición celular. La 
diversidad de morfología de los lisosomas es un reflejo de la manera como se forman: endo- 
somas tardíos que contienen material procedente tanto desde la membrana plasmática como 
hidrolasas ácidas de nueva síntesis, Los endosomas tardíos se fusionan con lisosormas pree- 
xistentes formando estructuras denominadas endolisosornas, que a su vez se fusionan unos 


Figura 13-37 Visualización histoquímica de los lisosomas. Estas elecyomicrografías muestran 
dos secciones de ima céleta, contrastadas para poner de manifiesto la localización de la fosfatasa 
ácida, una enzima marcadora de lisosomas. Los grandes orgánulos envteeltos de mensbrana, que 
contienen precipitados densos de fosfato de plomo, son Hsosomas. Su dheersa morfología refleja 
variaciones de la cantidad y de la naturaleza del material que están digiriendo. Los precipitados 
se producen cuando el tejido filado con glutaraidehido (para files las enzimas en su sitio) se 
incuba con un sustrato de la fosfatasa en presencia de iones plomo. En el panel superios 

" gelndican mediante flechos rojas dos pequeñas vesículas que probablementé transportan 
hidrolasas desde el complejo de Golgi. (Por cortesta de Daniel S. Friend] 
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Figura 13-36 Lisosorras, Las hidrolasas 
ácidas son enzimas hidrolíticas que están 
áctivas en condiciones ácidas. En la 
membrana, una ATPesa de tipo Y bombea 
H* hacía el interior del fisosorna y mantiene 
su lumen a pH ácido, 
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ps COmpariimiientos de pH bajo, hidroliticamente activos ——————— 


endolisosoma lisosorna 


endosoma tardio 


con otros (Figura 13-28). Cuando ha sido digerido la mayor parte del material endocitado 
dentro de un endolisosoma, sólo permanecen en su interior aquellos materiales de diges- 
túén ruás lenta o indigeribles, y a estos orgénulos se los denomina Hsosomas “clásicos” Son 
relativamente densos, redondos y pequeños, pero pueden volver a entrar en el ciclo fusionán- 
dose con endosormas tardíos o con endolisosomas. Así pues no existe una diferencia real entre 
endosormas terdíos y lisosormas: son el mismo orgánulo excepto que se encuentran en dife- 
sentes estados del ciclo de maduración. Por esta razón, a veces se considera a los lisosornas co- 
mo una colección heterogénea de orgánulos distintos cuya única característica común es 
unelevado contenido de enzimas hidrolíicas. Como veremos a continuación, enlas células 
vegetales es especialmente difícd aplicar una definición más ajustada, 


Las vacuolas de las plantas y de los hongos son lisosomas 
muy versátiles 


La mayoría de células vegetales y de hongos Gneluyendo las levaduras) tienen una o varias 
vesículas muy grandes y llenas de fluido, llamadas vacuolas, que ocupan por lo general más 
del 30% del volumen celular y cerca del 90% en algunos tipos celulares (Figwnra 13-39). Las 
vacuolas están relacionadas con los lisosomas de las células animales y contienen numero- 
sas enzimas hidrolíticas, pero sus funciones son muy diversas. Las vacuolas vegetales pue- 
den attuar como almacén de nubiientes y de productos de desecho, como compartimiento 
de degradación, incrementando el volumen celular de una forma económica (Figura 
13-40), y controlando la presión de turgencia la presión osmótica que exmmpuja hacia afuera 
la pared celular y que impide que la planta se marchite). Una misma célula puede tener di- 
ferentes vacuolas con distintas funciones como, por ejemplo, digestión y almacenamiento, 
La vacuola es importante como aparato homeostático y permite a los células vegetales. 
resistir grandes variaciones de su entorno. Por ejemplo, cuando el pH del medio disminuye, 


vacuola 


Figura 13-38 Modelo de meduración 

del fisosoma.La hetereogeneidad de la 
morfología del lisosorna refleja, al mens en 
parte, la naturaleza diversa de los matedales 
que son rensportados al orgánulo así como 
las diferentes etapas del cidlo de maduración 
que se Muestran. 


Figura 13-39 Las vacurolas de una célula 
vegetal. Esta efectromicrografía de células 
de ena hoja joven de tabaco muestra el 
citoplasma como una delgada capa que 
contlene numnerosos cloroplastos, apretados 
contra la pared por la enorme vacuola, 


La raemmbrana de la vacuota recibe el nombre 


de tonoplasto. (Por cortesta de J, Burgess) 
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el fuja de H* hacia el citosol es controlado, al menos en parte, aumentando el transporte de 
BE? aja vacuola, de manera que tiende a mantener constante el pH del citosal, De forma pa- 
recida, muchas células vegetales mantienen una presión de turgencia casi constante a pesar 
de que se produzcan grandes cambios en la osmolaridad del fluido que les rodea. Esto lo 
consiguen cambiando la presión osmótica del citosal y de la vacuola; en parte por la hidróH- 
sis y resíntesis controlada en la vacuola de algunos polímeros como el polifosfato y, en par- 
te, por la alteración del transporte de azúcares, aminoácidos y otros metabolitos a través de 
la membrana plasmática y vacuolar. La presión de turgencia regula las actividades de los di- 
ferentes transportadores de cada membrana para controlar los flujos. 

Los seres humanos recolectan frecuentemente las sustancias almacenadas en las va- 
cuolas de las plantas, En diferentes especies van desde la goma al opio o al aromatizante del 
ajo. Muchos productos almacenados tienen una función metabólica. Por ejemplo, las pro- 
teínas pueden ser almacenadas durante años en las vacuolas de algunas.células de muchas 
semillas, corso los guisantes y las judías, Cuando estas semillas germinan, las proteínas son 
hidrolizadas y los arninoácidos dan alimento al embrión. Los antocianos, pigmentos que se 
encuentran en las vacuolas, day color a los pétalos de muchas flores atrayendo los insectos 
polinizadores, mientras que las moléculas nocivas. liberadas de las vacuolas cuando una 
planta es comida o dañada, proporcionan un sisterna de defensa contra los depredadores. 


Varias vías aportan materiales a los lisosomas. 


En general, los lisosomas son puntos de encuentro en los que convergen diferentes corrien- 
tes del tráfico intracelular. Una ruta que se dirige hacia fuera desde el ER vía coranlejo de 
Golgi entrega la mayoría de las enzimas digestivas, mientras que al menos tresvíasd de di- 
ferentes orígenes introducen sustancias en los lisosomas para su degradación. 

De estas vías, la mejor estudiada es la de las macromoléculas que son tomadas del fluida 
extracelular mediante endocitosis. Como se describirá, las moléculas endocitadas son entre- 
gadas en forma de pequeñas vesículas a orgánulos intracelulares de formas irregulares deno- 
ininados endosomas tempranos. Alí los materiales endocitados se encuentran con las 
hidrolasas ácidas lisosómicas, transportadas al endosoma desde el complejo de Golgi, 
Algunas de las reoléculas endocitades son seleccionadas y recicladas a la membrana plasmá- 
tica, mientras que otras se dirigen a los endosomas tardíos, El interior de los endosomas tar- 
díos es medianamente ácido (pH -6) y se cree que es el lugar donde empieza la digestión 
hidrolítica de las moléculas endocitadas. Tal como se ha indicado, los isosomas maduros se 
forman por rraduración a partiz de los endosomas tardíos acompañados de un descenso más 
pronunciado del pH interno. A medida que los Esosomas meduren, las proteínas de mern- 
brana endosómicas son recuperadas selectivamente desde el lisosoma en desarrollo por ve- 
sículas de transporte que las entregan a los endosomas oO a la red del trans Golgi. 

En todas las células existe una segunda ruta que aporta materiales a los lisosomas para 
su degradación y mediante la cual pueden ser destruidas partes obsoletas de la propia céli- 
la: el proceso denominado autofagía. En una célula hepática, por ejemplo, una miitocondria 


Figura 13-49 El papel de la vacuola en el 
control del termaño de las cáludas vegetales, 
Una célula vegetal puede atmentar” 
notablemente su volumen sín incrementar 
el volumen del citosol. La relajación local 
de la pared permite una expansión celtelar 
impulsada por la turgencia que conlleva 

la captación de agua en el interior de una 
vacuola en expansión, Por último, el 
citoplasma queda confinado a un delgado 
estrato periférico, comunicado con la 
región perinuciear mediante cordones 

de ciropiasma estabilizados por haces 

de flamenzos de actina (no mostrado). 
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tiene una vida media de 10 días. En las imágenes de microscopía elecuónica de células nor- 
males se pueden observar lisosomaás conteniendo (y probablemente digiriendo) mitocon- 
drias. El proceso de digestión se inicia al quedar rodeado el orgánulo por una doble 
mebrana de origen desconocido, generándose un autofagosoma, que se fusiona con un li- 
sosoma. El proceso está muy regulado, de forma que durante la remodelación celular se 
pueden seleccionar diferentes componentes celulares y ser destinados a su destrucción. Par 
ejemplo, el ER lso que prolifera en una célula hepática, como una respuesta detoxificadora 
frente a compuestos de naturaleza lipídica como el fenobarbital (descrito en el Capítulo 12), 
es eliminado de forma selectiva por medio de autofagia cuando se retira el compuesto, 

De la rrisma manera otros orgánulos obsoletos, incluyendo peroxsomas senescentes o 
mitocondrias, pueden ser marcados selectivamente para degradación mediante autofagía. En. 
condiciones de ayuno grandes porciones del citosol son copturados de manera no selectiva en 
autofagolisosormnas. Los metabolitos derivados de la digestión del material capturado conel- 
buyeo ala supervivencia celular cuando le disponibilidad de nutrientes externos es limitante. 

Además de contribuir al correcto equilibrio de funciones celulares básicas y a destruir 
equellas partes de la célula que están obsoletas, la autofagía deserspeña un pepel en el de- 
sarrollo y en la salud. Ayuda a la reesoucueación de las células en diferenciación eliminan- 
do aquellas estructuras que ya no son necesarias y participa en los mecanismos de defensa 
ante la infección de virus y bacterias, La autofagia es el mecanismo del que dispone la célu- 
la para la eliminación de orgánulos completos y complejos proteicos que la degradación 
proteosomal no puede realizar. 

Aún se conoce muy poco sobre la formeción de los autofagosomas o cómo se controla 
el proceso de autofagia dirigiéndolo a orgánulos específicos. Se han identificado más de 
23 proteínas que participan en el proceso en levaduras y en células animales. La autofagia se 
divide en cuatro etapas: (1) nucleación y extensión de luna mernabrana en una estructara en 


forma de U que delimita una porción de citosal, (2) cierre del autofagolisosoma en un com- | 


partimiento cerrado y delimitado por una doble membrana, (6) fusión del nuevo comparti- 
miento con lisosomas y (4) digestión de la membrana interna del autofagolisosorna y de su 
contenido (Eigtra 1341). Alín quedan muchos misterios por resolver, incluyendo la identi- 
ficación del sistema de membranas a partir de las que se forma la envoltura del autofagoli- 
sosoma y cómo algimos orgánulos diana puedea ser envueltos con tanta especificidad, 
Corno se describirá más adelante, Ja tercera ruta que proporciona materiales a los liso- 
somas sólo tiene lugar en células que están especializadas en la fagocitosis de grandes partí- 
culas y de microorganismos. Estas células (macrófagos y neutrófilos en los vertebrados) 
pueden ingerir grandes objetos y formar un fegosoma, Parece que el fagosoma se transforma 


en lisosoma de la misma forma que hemos explicado para el caso Gel autofagosoma. La 


Figura 13-42 resume estas tres rutas. 


Un receptor de manosa 6-fosfato reconoce las proteínas 
lisosómicas en la red del trans Golgi 


Ahora estudiaremos la ruta que conduce a las hidrolasas ácidas y alas proteínas de merbra-" 


na a los lisosommas. Ambos tipos de proteínas son transportadas cotraduccionalmente en el 
ER rugoso y son transportadas a través del complejo de Golgi hasta el TGN. Las vesículas de 
transporte que conducen estas proteínas hasta los endosomas (desde donde las proteínas 


son llevadas a los lisosomias) parten del TGN. Las vesículas incorporan las proteínas lisosó- * 


micas y excluyen a muchas otras proteínas, que serán empaquetadas en otras vesículas, 
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Figura 12-41 Un modela de autofagia. 
Después del proceso de nucleación en 

el dtoplasma, se forma una estructura de 
membrana en forma de U porla fusión 

de vesículas de origen desconocido. 
Posteriormente, el autofagosoma se cierra 


- mediante fusión de la membrana y rodea 
" una porción del dtoplasma dela célula 
. mediante una doble membrana, A 

” continuación, el autofagosoma se fusiona 


con lisosornas que contienen hidrolasas 
ácidas, digiriendo su contenido, 
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¿Cómo son reconocidas y seleccionadas las proteínas lisosómicas con la precisión ne- 
cesarta? Conocemos la respuesta para las hidrolasas lisosómicas. Estas hidrolasas presentan 
un solo marcador en forma de grupos manosa 6-fosfato (M6P), los cuales son. añadidos ex- 
clusivamente alos N-oligosacáridos de estas enzimas lisosómicas solubles, probablemente 
mientras están en el lumen de la red del cis Golgi (Figura 13-43), Proteínas receptoras de 
M6? transmenbrana de M6P presentes en el TGN reconocen los grupos M6P. Las proteínas 
receptoras se unen a jas hidrolasas lisosómicas en el lado luminal de la membrana y a las 
proteínas adaptadoras, en el proceso de ensamblaje de las cubiertas de clatrina, por el lado 
citosólico. De esta manera ayudan a empaquetar las hidrolasas en vesículas recubiertas de 


clatrina que se forman a partir del TGN. Las vesículas pierden su cubierta y entregan dCRpues 


su contenido a un endosoma temprano. 


El receptor M6P viaja como una lanzadera entre determinadas 
membranas 


El receptor M6P une su oligosacárido especifico a pH 6,5-6,7 en el TGN y lo libera a pH 6, que 
es el pH del interior de los endosomas tardíos. Así, a medida que el pH se reduce a lo largo 
de la maduración del endosomna, las hidrolasas lisosómicas se separan del receptor de M6? e 
iniciara hidrólisis del material capturado mediante endocitosis. Una fosfatasa ácida elimi- 
na el grupo fosfato de la manosa destruyendo la señal y contribuyendo a la liberació delas 
hidrolasas ácidas del receptor de M6P Una vez han liberado las enzimas, los receptores M6P 
son introducidos en vesículas recubiertas de retrómero que se forman en los endosomas; 
los receptores son devueltos al TGN para su reutilización (Figura 13-44). El transporte en 
cualquier dirección. requiere la existencia de señales en la cola citoplasmática del receptor 
MG6P que dirigen el transporte de la proteína hacia el endosoma o de vuelta al complejo de 
Golgz. Estas señales son reconocidas por el complejo de retrómero (véase Figura 13-9) que 
recluta receptores M6? en vesículas en los endosormas. El reciclaje del receptor M6P tiene 
un gran parecido al del receptor KDEL descrito, aunque se diferencia en cuanto al po de ve- 
sículas recubiertas implicadas en este transporte. 
No todas las moléculas de hidrolasas que están marcadas con M6? Prisa el Esosoma, 
Algunas consiguen escapar del proceso de empaquetámiento en la red del trans Golgi y son 
transportadas, "por defecto”, a la superficie celular, desde donde son secretadas al fluido extras 

celular. No as algunos receptores M6P también toman un desvío hacia la membrana 
plasmática, donde recapturan alas hidrolasas lisosómicas escapadas y las devuelven median- 
te una endocitosis mediada por receptor a los Esosomas vía endosomas ternmpranos y terdíos. 
Dado que las hidrolasas lisosómicas precisan de un medio ácido para su actividad, pueden 
provocar pocos daños en el medio extracelular que Gene habitualmente un pH neutro de 7,4. 


Figura 13-42 Tres rutas para la desradación 
en dos lisosornas. (A) Cada ruta conduce 
ata digestión intracelular de rnaterisles 
procedentes de diferentes orígenes. 
Mótese que el autofagosoma tiene una 
doble membrana, (B) Electromicografía 
de un gutofagosoma que contiene una 
mitocondria Y Un peroxisomna. (B, cortesía 
de Daniel 5. Friend, de DIAL Fawcett, 
Atextbook of Histology, 122 ed. New York, 
Chepran 20d Hali, 1994, Con permiso 

de Kluwer] 
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Figura 13-43 La estructura de la manosa 
6-fosfato en una enzima lsosómicas, 
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Una región señal en la cadena polipeptídica proporciona 
la clave para la unión de M6P 


El sistema de clasificación que segrega las hidrolasas isosómices y las dirige hacia los endo- 
sonas tardíos funciona porque en el complejo de Golgi sólo se añaden grupos de manosa 
6-fosfato a las glucoproteinas adecuadas. Este marcaje cspecífico requiere un reconoci- 
miento también específico de las lidrolasas por la enzima del Golgi responsable de añadir 
los grupos M6R Dado que todas las ghucoproteínas abandonan el ER con las cadenas de 
N-oligosacáridos idénticas, la señal para añadir las unidades de M6P alos oligosacáridos tie- 
ne que residir en alguna parte de la cadena polipeptídica de cada hidrolasa. Experimentos 
de ingeniería genética han raostrado que la señal de reconocimiento es un grupo de amino- 
ácidos vecinos sobre la superficie de cada proteína que forman una región señal. 

La adición de grupos de MSP a las hidrolasas lisosómicas está catalizada por dos enzimas 
que actúan de manera secuencial. La primera es ue Gio-NAc fosfotransferasa en el cis Golgi 
que une específicamente la hidrolasa y añade GlcNAc-fosfato a uno o dos de los residuos ma- 
rosa de cada cadena de oligosacárido (Figura 13-439). Entonces una segunda enzima en el 
trans Golgi elimina el residuo SicNAc, dejando un marcador MSB acabado de generar, Cono 
muchas hidrolosas lisosomales contienen múltiples oligosacáridos, adquieren muchos resi- 
duos MGY y proporcionan una señal de alta afinidad para el receptor de MGP 


En humanos, los defectos en la GIcNAc fosfotransferasa 
causan una enfermedad de acumulación lisosómica 


Defectos genéticos que afectan a una O más de las hidrolesas lisosórmicas son la causa de 
una serie de enfermedades de alhmacenamiento lisosómico en la especie humana, Estos 
" Gefectos provocan una acumulación en los lisosornas de sus sustratos na digeridos. Esta 
acuratlación tiene consecuencias patológicas profimdas, becuénremente en el sistema ner- 
vioso. En la mayoría de los casos se producen como consecuencia de uma mutación en un 
gen estructural que codifica una hidrolasa isosóroica. Este es el caso de la enfermedad de 
Hirler, enta que la enzíma necesaria para la rotura de cierto tipo de cadenas de glucosamí- 
noglucano es defectuosa o está ausente. La forma más grave de enfermedad de acursula- 
ción lisosómica es una alteración muy poco frecuente denominada enferrnedad de inchesión 
celular tenfermedad cebilor-D. En esta situación, la mayoría de las enzimas hidrolíticas han 
desaparecido de los lisosomas de los Bbroblastos y sus sustratos no digeridos se acumulan 
formando grandes inclusiones en las células de los pacientes, 
La enfermedad celular-l es debida a un solo elefecto génico que, corno en el caso de la 
mayoría de las deficiencias genéticas, es recesivo, es decir, sólo presentan la enfermedad los 
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Figura 13-44 Transporte a los lisozomas 

de las hidrolasas lisosómicas recién 
sintetizadas. La acción secuencial de dos 
enzimas endas redes del cis y del trans Golgi 
añade grupos manñosa 6-fosfato (M6P) a 

los precursores de las enzimas lisosórnicas 
(uénso Figura 13-459), Son separadas de todas 
las demás proteínas en el TGN porque unas 
proteinas adaptadores monorméricas de la 
cubierta de clatrina se unen a los receptoras 
de M6P quea su vez reconocen y men a las 
hidrolasas ácidas Esosómicas modificadas. 
Las vesículas recubiertas de ciatina formadas 
enel TON pierdes su cubierta y se fusionen 
con los endosornas tempranos. Al bajo pH 
delos endosomas tardíos, las hidrolases se 
disocian de los receptores de MP; los 
receptores vacíos son reciclados en vesículas 
recubiertas de retrómero hasta el complejo 
de Golgí, para rondas posteriores de 
transporte. Endos endosomas, el fosfato es 
eliminado de jos residuos de rmianosa unidos 
alas hidrolasas con el fin de asegurar que 
las hidrofasas no vuelvan al complejo de 
Golgi con el receptor, 
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hidrolasa lisosómica Figura 13-45 Reconocimiento de una hidrofasa fisosómica. La 
ensima GlicNAc fosfotransferasa, que reconoce las bidrolasas 
fsosómicas en el cormplejo de Golgi, tiene un lugar catalítico y un 
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individuos que fienen defectuosas las dos copias del gen. En los pacientes de enfermedad 
celolar-1 todas las hidrolasas que han desaparecido de los lisosomas se hallan, en la sangre. 
Debido a que la deficiencia se produce por ua error en el proceso de clasificación de estas 
hidrolasas en el complejo de Golgi, son secretadas en lugar de ser transportadas alos lisoso- 
mas. Este exror de clasificación es debido a na GicNAc-fosfotransterasa defectuosa o ausen- 
te, En este caso, las enzimas lisosómicas no son fosforiladas en la red del cis Golgi, porlo que a 
los receptores M6P no las reconocen ri clasifican exi las vesículas de transporte apropiadas ¡ i 
en el EGN. Por el contrario, las hídrolasas Hsosómicas son transportadas a le superficie celtu- j 
lax y son secretadas por la nuta por defecto. E 

En la enfermedad celular-L, los lisosomas de algunos tipos celulares, como los hepato- o . 
cltos, contienen una dotación normal de enzimas isosómicas. Este hecho implica que tiene 
que existir otra vía para dirigir las hidrolesas a los lisosomas, la cual se utiliza en algunos 
: tipos celulares pero ño en otros. Se desconoce la naturaleza de esta vía independiente de 
: MSP De manera sioillar, una ruta independiente de M6P presente en todas las células selec» 

Sol ciona las proteínas de la membrana lisosómica desde el TGN para su transporte hacia los 

ds endosornas tardíos, por lo que su disuibución es normal en la enfermedad celular-1, Estas de 
proteínas de membrana salen del TGN en vesículas recubiertas de clatrina que son diferen 
tes de aquellas que transportan las hidrolasas ácidas con señal MOP y exaplean diferentes 
proteínas adaptadoras. 

Todavía se desconoce por qué las células necesitan más de una vía de clasificación pa- 
ra construir lisosomas, aunque Quizá no sea sorprendente que en proteínas solubles y uni- 
des a membrana actúen mecanismos diferentes, en especial porque con la excepción de 
los receptores de MGP-- estas proteínas de membrana son residentes en el lisosoma y no es 
necesario devolverlas al TGN. 


Algunos lisosomas son exocitados 


El direccionamiento de materíal a los lisosomas no es necesariamente el final de la ruta. La 
secreción Esosómica de su contenido no digerido permite a la célula eliminarlos restos no di- 
geríbles, En la mayoría de las células esta vía parece ser menor y sólo se utiliza cuando las cé- 
hulas están estresadas. Pero algunos tipos celulares contienen isosomas especializados que 
han adquirido lá maquinaría para la fusión con la mensbrana plasmática. Por ejemplo, los 
melánacitos de la piel producen y alinacenan pigmentos en sus lisosomas. Estos melanoso- 
mas rellenos de pigmento lo liberan al espacio extracelular de la epidermis mediante exoci- 
tosís. Entonces, el pigmento es captado por los queratinocitos, que confieren a la piel la 
pigmentación normal. En algunos trastornos genéticos, defectos en la exacirosis de los me- 
lanosomas bloquean este proceso de transporte, lo que provoca el albinismo. 


Resumen 


Los fisosomas están especializados en la digestión intracebular. Contienen proteínas de membrana 
características y uña amplia variedad de enzimas hidrolíticas solubles que trabajan mejor a pH 5, 
Une bomba de ATP de su membrana, que impulsa protones, mantiene el pH bajo. Las proteínas li- 
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sosómicas recién sirierzadas son transferidas al luraen del ER, son transportadas a través del com- 
plejo de Golgi y luego conducidas por medio de vestculas de transporte desde la red del trans Golgi a 
los endosomas tardíos mediante vesículas de transporte recubiertas de clatrina. 

Las hidrolasas [isosómicas contienen N-oligosacáridos que son modificados covalentemente de 


una forma característica en la red del ds Golgi, de manera que sus residuos de ranosa son fasfori- . 


lados. Estos grupos de manosa 6-fosfato (MBE) son reconocidos por un receptor de la red del trans 
Golgi, el cual separa las hidrolasas del resto de las moléculas y ayuda a empaquetarias en el interior 
de vesículas de transporte que descargan su contenido en los endosomas. El recejotor MBP oscila, ha- 
cía adelante y hacia atrás, entre la red delwems Golgi y estos endosomas. El bajo pEl de los endoso- 
mas Y la eliminación del grupo fosfato de la M6? facilitan la disociación de las hidrolasas 
lisosómicas de estos receptores y dirigen el transporte de las hidrotasas en tun solo sentido, Un siste- 
ma de transporte diferente utiliza vesículas de transporte recubiertas de clarrine para transporter 
proteínas de mernbrana residentes en los lisosomos desde la red del vrons Golgi. 
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Las rutas que llevan hacia los lisosornas desde la superficie celular empiezan con la endoci. 
tasis, mediante la cual las células captan macromoléculas, sustancias particuladas y, en casos 
especiales, otras células. En este proceso, el material que va a ser ingerido es rodeado pro- 
gresivamente por una pequeña porción de la membrana plasmática, que primero se Í1va- 
gina y luego se estraogula formando una vesícula endocítica que contiene el material o 
partícula ingerida. Se pueden distinguir dos pos de endocitosis en función del tamaño de 
las vesículas que se formen. En la fagocitosis (comida de la célula”), se ingieren partículas 
grandes mediante grandes vesículas llamadas fagosomas (generalmente de un diámetro 
>260 no). En la pinocitosis (“bebida de la célula”), se ingieren fluido y solutos vía pequeñas 
vesículas pinocíticas (de aproximadamente 100 nm de diámetro). La mayoría de las células 
eucariotas ingieren continuamente fuidos y solutos por pinocitosis; las grandes partículas 
son ingeridas con más eficacia por células fagocíticas especializadas. 


Algunas células fagocíticas especializadas pueden ingerir 
grandes partículas 


La fagocitosts es tura forma especial de endocitosis en la que una célula utiliza grandes ve- 
sículas endocíticas denominadas fagosomas para ingerir grandes partículas, tales como rni- 
croorganismos y células muertas, <ICAT> En los protozoos, la fagocitosis constituye un 
sistema de alimentación: las grandes partículas atrapadas en los fagosomas acaban en los 
lisosomas y los productos de los procesos digestivos posteriores pasen al citoplasma donde 
son utilizados como alimento. Sia embargo, en los organismos pluricelniares son. pocas las 
células capaces de ingerir grandes partículas de forma eficiente. Por ejeraplo, en el intestino 
de los animales las partículas de alimento son digeridas mediante procesos que se realizan 
fuera de las células y éstas importan los productos de hidrólisis de pequeño tamaño. 

En la mayoría de las animales, la fagocitosis es importante con finalidades diferentes a 


la de la nuvrición y la llevan a cabo principalmente células especializadas: las denaminadas 


fagocitos profesionales. En los mamiferos actúan como fagocitos profesionales dos tipos de 
glóbulos blancos: los macrófagos y los neutrófilos. Estas células, que se desarrollan a partir 
de células madre hernatopoyéticas (descrítas en el Capítulo 23), ingieren microorganisinos 
invasores defendiéndonos de las infecciones. Los macrófagos también desempeñan un im- 
portante papel al recoger a las células moribundas y a las que han muerto por apoptosis (des- 
crito en el Capítulo 18). En términos cuantitadivos, la eliminación de células senescentes y 
Imuertas es de lejos la función más importante. Por ejemplo, los macrófagos fagocitaa más 
de 10% de eritrocitos viejos a diario en cada uno de nosotros. 
Mientras que las vesículas endocíticas implicadas en la pinocitosis son pequeñas y 
uniformes, los fagosomas tenen un diámetro que está determinado por el tipo de parté- 


culas que ingieren y pueden llegar a ser ten grandes como la propia célula fagocítica 


(Figura 13-46). Los fagosomas se fusionan con los lisosoras dentro de la célula; entonces, 
el roaterial ingerido es degradado. Cualquier sustancia no digerible permanecerá en el in- 
terior de los lisosomas y formará cuerpos residuales que pueden ser excretados de las Ccé- 
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lulas mediante exocitosis, como hemos descrito. Algunos de los componentes de la mern- 
brena plasmática internelizada nunca alcanzan el lisosorna porque son recuperados del 
fagosora mediante vesículas de transporte y son devueltos a la membrana plasmática. 
Para que tuna partícula ses fagocitada, primero debe imirse a la superficie del fagocito. 
Sin embargo, ho se ingieren todas las partículas que se unen. Los fagocitos tienen toda una 
gema de receptores de superficie especializados que se encuentran unidos huacionalmente 
a la maquinaria fagocírica de la célula. La fagocitosis es un proceso regulado. Es decir, para 
que se inicie la respuesta hace falta que los receptores activados transmitan la señal al 
interior de la célula. Por el contrario, la pinocitosis es un proceso constitutivo. Se produce de 
forma constante con independencia de las necesidades de la célula. Los agentes desencade- 
nantes de la fagocitosis mejor caracterizados son los anticuerpos, que nos protegen contra 
los microorganisraos infecciosos uniéndose a su superficie y formando una cubierta en la 
que la región de las colas de los anticuerpos se hallan expuestas al exterior. Esta región de la 


La 


5 pen 
cola es el denominado fragmento Fe (descrito en el Capítulo 25). La cubierta de anticuerpos 
es reconocida entonces por los receptores Fe de la superficie de los macrófagos y de los Figura 13-46 Fagocitosis por un macrófago. 
neutrófilos; la unión induce a la célula fagocítica a extender pseudópodos que rodean la par- Electromicrografía de barrido de un 


macófago de ratón que está fagocitando 
dos erxvocitos modificados químicamente, 
Las flechas rojas indican los bordes de 

las finas extensiones (pseudópodos) del 


tícula y se fusionan por sus extremos para formar el fegosoma (Figura 13-474). La polimer- 
zación local de actina iniciada poz GTPasas de la familia Rho y por sus activadores Rho-GEE 
(descritos en los Capítulos 15 y 16) da forma a los pseudópodos. Una GTPasa de Rho activa 


provoca la activación de las PI quinasa locales y se inicia la polimerización local de actina co- macrófago que se proyectan a modo de 
mo respuesta a una acumulación local de P1(4,5)P, en la membrana (véase Figura 13-11). collares engultenda tos eritrocitos, 
Para cerrar el fagosoma y completar el proceso de engullimiento, la actína se despolimeriza (Cortesta de Jean Paul Revel.) 


en respuesta a una reducción de PI(4,5)P, que es fosforilado por acción de wa Pi 3-quinasa, 
la cual lo convierte en P1(3,4,5)P3. Este compuesto es necesario para que pueda cerrarse el fa- 
gosoma y podría tembién dar una nueva forma a la red de actina que facilita la invaginación 
del fagosoma en formación (Figura 13-47B). Así la síntesis y degradación de fosfoinositoles 
regula las etapas secuenciales de la formación del fagosormna. 

Se han caracterizado algunas otras clases de receptores que provocan fagocitosis, 
figunos reconocen componentes del complemento, que colaboran con los anticuerpos Imar- 
cando a los microorganisraos para su destrucción (deserito en el Capítulo 24). Otros reco- 
nocen directamente células que han muerto por apoptosis. Las células apoptóticas pierden 
la característica distribución de fosfolípidos en su membrana plasmática, Como conse- 
cuencia de ello, la fosfatidilserina cargada negativamente que por lo general se encuentra 
confinada a la cara citosólica de la bicapa lipídica se expone en el exterior de la célula, don- 
de activa la fagocitosis de la célula muerta. : 

Sorprendentemente los macrófagos fagocitan una serie de partículas inanimadas —co- 
mo cristal, bolas de vidrio o látex y fibras de asbesto- mientras que no fagocitan células ani- 
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Figura 13-47 Un neutrófdo deformiando su membrana durante la 
fagocitosis. (A) Hectromicrografía de un neutófilo fagocitanda una 
bactería que se hallaba en proceso de división, (B) La extensión de 
pseudópodos y la formación del fagosoma son consecuencia de la 
polimerización y reorganización de ffarmentos de actina en respuesta a la 
2 E ; ' acumulación de fosfcinositales en la membrana del fegosoma en forma- 
gíóbulo blanco Eos ción. (A, cortesía de Dorothy E Balntan, Phagocytic Mechanism in Health 
(A) fagocítico ¡ 1 mn and Disease. MeveYoric intercontinental Medical Book Corporatlon, 1971) 
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males vivas. Parece que las células vivas muestran señales de "no me comas” en forma de 
proteínas de superficie celular que se unen a receptores de inhibición en la superficie de los 
macrófagos. Los receptores inhibidores reclutan tírosina fosfatases que antagonizan dos pro- 
cesos de señalización intracelular que son necesarios pera iniciar la fagocitosis, inhibiendo 
de forma local el proceso fagocítica Así pues, la fagocitosis, como muchos otros procesos 
celulares, esla consecuencia de un equilibrio entes señales positivas que activan el proceso 
y señales negativas que lo inhiben. Se cree que en las céhulas apoptóticas ocurre tanto una 
aparición de señales de “cómemie” (como la presencia en la superficie extracelular de fosta- 
tidilserine) como la pérdida de señales de “no me comas”, lo que provoca que sean rápi- 
daraente fagocitadas por los macrófagos. 


Las vesículas de pinocitosis se forman en la membrana plasmática 
a partir de depresiones revestidas 


Casi todas la células eucariotas ingieren contínuiamente zonas de su membrana plasmática 
en forma de pequeñas vesículas pinocíticas (endocíticas) que posteriormente retoman a la 
superficie de la célula. La velocidad a la que se internaliza la membrana plasmática en este 
proceso de pinocitosis varía de un tipo celular a otro, pero es bastante elevada. Por ejemplo, 
un macrófago ingiere cada hora una cantidad de fuido igual al 25% de su propio vohumen. 
Esto significa que cada minuto debe ingerir un 3% de su mernbrana plasmática, es decir, un 
100% en media hora. Los Bibroblastos presentan una velocidad menor (1% de su membrana 
plasmática por minuto), mientras que algunas armebas ingieren la membrana plasmática to- 
davía más rápidamente. Dado que el área de la superficie y el volumen celular no varían du- 
rante este proceso, está claro que toda la membrana que es eliminada por endocitosis deve 
ir añadiéndose por el proceso complementario de exocirosís. En este sentido, endocitosis y 
exocitosis son procesos ligados que se puede considerar que constituyen un ciclo endocítico- 
exocítico. El acoplamiento entre la exocitosis y la endocitosis es especialmente estricto en 
estructuras que se caracterizan por el recambio rápido de membrana como es el caso de la 
sinapsis neuronal, 

Por lo general, la parte endocítica de este ciclo empieza en regiones especializadas de la 
membrana plasmática llamadas depresiones recubiertas de clatína que ocupan alrededor 
de un 2% del área total de la membrana plasmática, La vida media de las depresiones reves- 
tidas de clatrina es cortas un minuto después de haber sido formadas, se invaginan hacia el 
interior de la célula y se separan de la membrana formando fas vesículas revestidas de cla- 
tina (Figura 13-48), En fibroblastos aislados, se ha estimado que aproximadamente cada 
minuto 2500 vesículas revestidas de clatrina abandonan la membrana plasmática. Estas ve- 
sículas revestidas son más transitorias incluso que las depresiones revestidas: segundos más 
tarde de ser formadas, se despojan de su revestimiento siendo así capaces de fusionarse con 
los endosomas termpranos. Dado que las depresiones revestidas de clatrina están Henas de 
fJvido extracelular, cuando se invaginan formando vesículas revestidas tarnbién se intemna- 
lizan las sstancias disueltas en el fluido extracelular: un proceso denominado endocitosis de 
fase fluida, 


Figura 13-48 Formación de vesículas 
recubiertas de datrina en la merabrana 
plasmática. Estas electromicrograffas Úustran 
la secuencia probable de acontecimientos 
que se producen durante la formación de 
Urra vesícula recubierta de clatena a partir 

de una depresión revestida de clatrina, 

Las depresiones y las vesículas revestidas 
que aparecen en las fotografías son mucho 
mayores que fas que se presenten en las 
célules de tamaño normal intervienen en la 
captación de lipoproteínas en un gran aocito 
de gallina y forman fa yema del huevo. 

En la superñde extracelular dela membrana 
plasmática -que se correspon«de con la 
superficie interior de la vesícula puede verse 
na capa electradenes que corresponde 
alas lipoproteínas asoctadas a sus receptores, 
(Cortesía de MM. Perry y AB, GEbert, 

de 1 Cell Sci. 39:257-272, 1979, Con el 
permiso de The Company of Biologists) 
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No todas las vesículas pinocíticas están recubiertas 
de clatrina 


Además de las depresiones recubiertas de clatcina y de las vesículas, existen mecanismos 


mediante los cuales las células pueden formar vesículas de pinocitosis, aunque son menos 
conocidos. Una de estas vías se inicia en las caveolas (en latín “pequeñas cavidades”), re- 
conocidas originalmente por su capacidad para transportax moléculas a través de las cés 
lulas endoteliales, que forman la superficie interna de los vasos sanguíneos. Las caveolas 
están presentes en la membrana plasmática de la mayoría de los tipos celulares y 
en algunos de ellos mediante microscopía electrónica se observan como invaginaciones 
prormunciadas (Figura 13-49). Se cree que se forman a partir de las denorninadas balsas 
lipídicas o "lipid-rafé” que son regiones de membrana plasmática especialmente ricas 
en colesterol, glacoestingolipidos y proteínas unidas a la membrana de tipo GPT (véase 
Figura 10-14). La proteína estructural mayoritaria de las caveolas son las caveelinas, una 
familia de proteínas integrales de membrana con una estructura poce frecuente, en las 
que la cadena polipeptídica se iuserta en forma de bucle en la membrana por la cara cito- 
sólica sin llegar a cruzar la membrana. 

A diferencia de las vesítulas recubiertas de clatrina, de COPI y de COPTL se cree que las 
caveolas son capaces de invaginarse y concentrar proteínas de transporte gracias a la com- 
posición lipídica de la membrana caveolax, más que por el ensamblaje de proteinas de cu- 
bierta citosólicas. Las caveolinas pueden estabilizar las balsas lipídicas, que sr -ncuientran 


. enriquecidas en ciertas proteínas de membrana. Las caveolas se separan de la membrana 


gracias a la dinamina y liberan su contenido en un compartimiento similar a los endosomas 
idenominado caveosoma) o, en una célula polarizada, en la membrana plasmática de la 
membrana opuesta (en un proceso denominado transcitosis que se describe rmás adelante). 
Dado que las caveolinas son proteínas integrales de merabrana no se separan de las vesícu- 
las después de la endocitosis y son transportadas a los compartimientos diana en los que se 
mantienen asociadas a dominios discretos de membrana. Algunos virus animales cama 
SV40 y papitomavirus (que producen verrugas) entran en las células en vesículas derivadas 
de caveotas. Los virus son transportados en primer fugar al caveosoma, desde donde se des- 
plazan en vesículas de transporte especializadas al ER. El genoma viral sale del ER través de 
su membrena y alcanza el citosol desde donde es importado al núcleo iniciando el ciclo 
de infección. 

Las vesículas endociticas también pueden formarse a partir de balsas libres de caveolina 


: y entregar su carga a los caveosomas. Las moléculas endocitadas a través de caveolas evitan 


el paso a través de endosomas y lisosomas y, por tento, están protegidas de la exposición a 
un pH bajo y a las hidrolesas ácidas; se desconoce cómo son transportadas desde el cayeo- 
soma a.0tros destinos en la cétula. 


Figura 13-49 Caveolas situadas en la 
membrana plasmática de un fibrobíasto, 

(8) Esta elecrrormorocrafía muestra 

una merabrana plasmática con Una gran 
densidad de caveolas, Obsérvese que no se 
distingue ninguna cubierta citosólica. (8) Esta 
imagen de grabado por congelación muestra 
latedura de“cotiflor” de la cara citasófica de 
la membrana de las caveolas. Parece que la 
textura regular es debida a los agregados 

de caveofina en la membrana. En fa esquina 
superior derecha puede observarse una 
depresión recubierta de clatrína. (Cortesfa 

de RG. Anderson, de KG. Rothberg er al, 
Cell 68:673-682, 1992. Con el permiso de 
Elsevier) e 
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Las células utilizan la endocitosis mediada por receptor 
para importar macromoléculas extracelulares seleccionadas 


En la mayoría de células animales, las depresiones y las vesículas revestidas de clatriua cons- 
ttuyen una ruta eficiente para captar determinadas macromoléculas del Buído extracelular. 
En este proceso, denominado endocitosis mediada por receptor, las macromoléculas se 
unen a receptores transmenbrana complementarios de la superficie celular, se acumulan 
en depresiones revestidas y entran en la célula en forma de complejos receptor-macromaolé- 
cula en vesículas recubiertas de clatrina tvéase Figura 13-48). Dado que los ligandos son 
capturados selectivamente por los receptores, la endocitosis mediada por receptor propor» 
ciona un mecanismao de concentración selectivo que incrementa más de cien veces la efi- 
ciencia de la internalización de determinados ligandos. De esta forma, incluso componentes 
minoritarios del fluido extracelular se pueden captar de forma específica y en grandes car- 
tidades sin internalizar un gran volumen de fluido exuacelular. Un ejemplo bien conocido y 
fisiológicamente importante es el proceso mediante el cual las células de los mamiferos sue- 
len captar el colesterol. 

Muchas células animales captan colesterol por endocitosis mediada por receptor y así 
adquieren la mayor parte del colesterol que necesitan para la síntesis de las membranas. 
Siesta ingestión se bloquea, el colesteroí se acumula en la sangre y puede contribuir a la for- 
mación en las paredes de los vasos sanguíneos (arterias) de placas ateroscleróticas, depósitos 
de lípidos y de tejido fibroso que causan apoplejías y ataques cardíacos al impedir la circu- 
lación sanguínea arterial, De hecho, fue un estudio de humanos con una alta predisposición 
genética a la aterosclerosís el que permitió identificar por primera vez el mecanismo de en- 
docitasis mediada por receptor. 

La mayor parte del colesteral se transporta en la sangre unido a proteínas, formando 
unas partículas conocidas como lipoproteínas de baja densidad (LDL: low-edensity lipapro- 
teins) Figura 13-50). Cuando ta célula necesita colesterol para la síntesis de membranas, 
produce proteínas receptoras de LDL y las inserta en su membrana plasmática. Una vez en 
la membrana, los receptores de LDL difunden hasta asociarse con depresiones revestidas de 
clatrina que se hallan en proceso de formación (Figura 13-514). Dado que las depresiones 
revestidas se separan constantemente de la membrana formando vesículas revestidas, cual- 
quier partícula de LDL, que se halle unida a los receptores en las depresiones revestidas es 
intemnalizada con rapidez, Después de desprenderse de su cubierta de clatrina, las vesículas 
de endocitosis beran se contenido en los endosomas tempranos, que se encuentran cerca 
de la perifería celular. Una vez que las LDL y los receptores LDL se encuentran al pH bajo 
de los endosomas, las LDL se separan de su receptor y son transportadas, vía endasomas 


tardíos, a los lisosomas. En estos orgánulos, los ésteres de colesterol de las partículas LDL' 


son hidrolizados danda lugar a colesterol libre, que de esta forma queda a disposición de la 
célula para la biosíntesis de menabrarna. Si se acumula demasiado colesterol libre en la célu- 
la, ésta detiene tanto la síntesis de colesterol como la síntesis de receptores de LDL, con lo 
que la célula produce y absorbe menos colesterol. 

Esta vía regulada para la absorción del colesterol está perturbada en algunos individuos 
que heredan unos genes defectuosos para la producción de receptores de LDL. Los niveles 
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Figura 13-50 Esquema de una partícula de 
fipoproteína de baja densidad (LOL: low 
density lipopratein). Cada partícula esférica 
tiene Una masa de 3 x< 106 dalrons y un 
núcieo de alrededor de 1500 rioléculas de 
ésteres de colesterol esterificado con ácidos 
grasos de cadena larga. Una monocapa 
lipídica formada por unas 800 moléculas de 
fosfolípido y Unas 560 motéculas de 
colesterol no esterificado rodes el núcleo de 
ésteres de colesterol, Una Única molécula de 
proteina, de unos 500.000 dattons, organiza 
la partícula y es la responsable de la unión 
especifica de las LDL alos receptores LOL de 
ta superficie de las células, 


Figura 13-51 Receptores normales 
y mutantes de ¿DL (A) Proteínas receptoras 
de LOL unidas a una depresión revestida 


"de la membrane plasmática de una célula 


normai. El receptor humano de LDL es una 
alucoprotelna transmembrana de paso 
único compuesta por unas 840 residuos 

de artinoácido, de los cuales únicamente 
50 se hallan en el fado citoplasmático de la 
membrana. (8) Célula mutante en ta que las 
proteínas receptoras de LDL san anormales 
porque carecen del dominio citoplesmática 
que les permite unirse a las proteinas 
adaptadoras en las depresiones recubiertas 
de clatrina, Estas células unen LOL pero no 
pueden ingeririo. En la mayoría de [as 
poblaciones humanas, uno de cada 500 
indbáduos tiene alterado uno de los genes 
que codífica los receptores de LO y, como 
consecuencia de ello, tiene una elevada 
probabilidad de morir prematuramente de 
un ataque cardíaco debido a ateroscterosis, 


792 Capítulo 13: Tráfico vesicular lotracejaler 


elevados de colesterol en sangre resultantes predisponen a estos individuos a una ateroscle- 
rosis prematuxa y muchos de ellos pueden. morir a una edad temprana de tm ataque car- 
díaco como consecuencia de alteraciones de las arterias coronarias si no son tratados con 
fírraacos que reduzcan sus niveles de colesterol sanguíneo. En algunos casos, les células no 
tienen receptor En otros, los receptores son defectuosos —bien en su lugar de wmión extrace- 
lular para las LOL o bien en el lugar de unión intracelular que fija el receptor al recubrimien- 
to de las depresiones revestidas con clatrina (véase Figura 13-518). En este Último caso, el 
número de receptores LDL es normal, pero no pueden localizarse en las depresiones reves- 
tidas de clatrina de la membrana plesmática, Aunque las LDL se ten a la superficie de es- 
tas células mutantes, no se incorporan a la cétula. Este hecho demuestra directamente la 
importancia que tienen las depresiones revestidas de clatripa para la endocitosis mediada 
por receptor del colesterol. 

Se han descrito más de 25 receptores diferentes (ue participan en la endocitosis me- 
diada por receptor de diferentes dpos de moléculas. Aparentemente todos ellos wtilizan la 
ruta de intermnalización dependiente de clatrina y sé concentran en vesículas recubiertas de 
clatrina gracias a señales presentes en sus colas citoplasmáticas que se unen a las proteínas 
adaptadoras de la cubierta de clatrina. Muchos de estos receptores, como el receptor de las 
LDE, entran en las depresiones revestidas con independencia de si se han unido o no a stas ll 
gendos específicos. Otros entran sobre todo cuando se han unido a su ligando específico, lo 
cual sugiere que es necesario un cambio conformacional inducido por el ligando para llegar 
alas depresiones. No obstante, no todas las proteínas de la menbrana plasmática se acu- 
mulan en depresiones revestidas de clatrina, lo cual budica que estas depresiones actúan co- 
mo hiltros moleculares recogiendo ciertas proteínas de la mensbrana plasmática (receptores) 
y excluyendo a otras, 

Estudios de microscopía electrónica de cébulas en cultivo expuestas de forma simultá- 
nea a diferentes ligandos marcados han demostrado que en una misma depresión recubier- 
ta pueden agruparse muchos tipos de receptores diferentes, mientras que otros receptores 
sólo se concentran en depresiones revestidas de clatrina diferentes. La merabrana plasmáti- 
ca de una depresión recubierta de clatrina puede acumular unos 1000 receptores de varas 
clases, Aunque parece que todos los complejos receptor-ligando que utilizan esta ruta en- 
docítica terminan en el mismo compartinilento endosómico, el destino posterior de las mo- 
lécules endocitadas varía, como se explica a continuación. 


El material endocitado que no es recuperado por los endosomas 
termina enlos lisosomas 


El compartimiento endosómico de una célula puede ser corapiejo. Puede ser reconocida al 
microscopio electrónico añadiendo al medio extracelular una molécula fácilmente detecta- 
ble, como la enzima peroxidasa, y permitiendo que las células la capten por endocitosis a di- 
ferentes tiempos. La distribución de la molécula después de ser captada revela que el 
comparúmiento endosómico es como una serie de túbulos heterogéneos rodeados de 
merbrana y vesículas que se distribuyen desde la periferia de la célula hasta la región 
perinuclear, donde a menudo se pueden observar cerca del complejo de Golgi ,ediante es- 
tos experimentos de marcaje pueden distinguirse coa rapidez dos tipos de endosonzas. Las 
moléculas ftrazadoras aparecen en un minuto en los endosomas terapranos, justo por de- 
bajo de la merabrana plasmática. Después de entre 5 y 15 minutos, se desplazan a los endo- 
sormmas tardíos, cerca del coreplejo de Golgi y del nácieo. Los endosomas termpranos y tardíos 

difieren en su composición proteica. Por ejemplo, la transición de endosorna temprano a 
tardío se acorapaña de la liberación de RabsS y la unión de Rab7. 
Como ya mencionamos, la presencia en la merabrana del endosoma de una ATPasa 
«vaculax, que bombea H* desde el citosol hacia el endosoma, mantiene ácido el lumen del 
compartimiento endosómico (pH--6,0). En general, los eadosomas tardíos son más ácidos 
que los tempranos. Este gradiente de ambientes ácidos desempeña un papel crucial en la 

función de estos orgénulos. l 
Los materiales endocitados se mezclan en los endosomas tempranos cop hidrolasas l- 


sosómicas recién sintetizadas y es probable que acaben en los lisosomas. No obstante, mu- 


chas moléculas se salvan específicamente de su destrucción. Son recicladas desde los 
endosomas termpranos hacia la membrana plasmática mediante vesículas de transporte. 
Sólo las moléculas que no son recuperadas a los endosomas son entregadas a los lisosomas 
- para su degradación. Aunaue en los endosomas tempranos se puede iniciar una primera di- 
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gestión suave, muchas hidrolasas son sintetizadas y entregadas en lorma de proenzimas, de- 

nominadas zimógenos, que presentan dominios inhibidores extra en su extremo N-termina! 
que mantienen a la hidrolasa inactiva hasta que dicho dominio es eliminado por proteolisís. 
Las hidrolesas son acúvedas cuendo los endosormnas tardíos se convierten en endolisosornes 
como consecuencia de la fasión con lisosormas preexistentes que contienen la dotación 
corapleta de hidrolesas ácidas y que digleren los dominios inhibidores de las enzimas de 
nueva síntesis. Además, el pH de los endosomas tempranos no es suficientemente bajo pa- 
re activar a las hidrolesas ácidas de manera óptima. Son estas razones las que explican cómo 
la célula puede recuperar la mayoría de las proteínas de bd desde los endosomas 
termpranos OS hacia la membrana plasmática. E 


Determinadas proteínas son recuperadas de los endosomas 
tempranos y devueltas a la membrana plasmática 


Los endosomas tempranos forman un compartimiento que actúa como la estación princi- 
pal de clasificación en la ruta endocífica, tal como lo hace la red del cis y del trans Golgi en la 
vía biosintética-secretora. En el ambiente ligeramente ácido del endosoma temprano, mu- 
. chos receptores internalizados cambian su conformación y iberan su kgando, como ya se ha 
descrito en el caso de los receptores M6P con sus hidrolasas lisosómicas en los endosomas 
tardíos, todavía más ácidos. Por lo general, los ligandos endocitados que se disecian de sus 
receptores enel endosoraa temprano están predestinados a ser destruidos en los lisosomas 
junto con los otros contenidos del endosorna no unidos a menbrana, No obstante, algunos 
otros Bigandos endocitados permanecen unidos a sus receptores y comparten su destino. | 

El destina de los receptores —y de algunos ligandos unidos a ellos-varía según el tipo de 
receptor de que se trate: (1) la mayoría de los receptores son reciclados y vuelven al mismo 
derminio de la membrana plasmática de donde proceden; (2) algunos viajan a tun dominio 
de mensbrana plasmática diferentes, mediante transcitosis, y (3) algunos se dirigen a los li- 
sosomas donde son degradados (Figura 13-52). 

El receptor de LDL sigue la primera de estas rutas. Se disocia de su ligando LOL en el en- 
dosoma y es reciclado hacia la membrana plasmática para su reutilización, mientras que la 
LDL descargada es transportada a los lisosomas (Figura 13-53). Las vesículas de transporte 
de reciclaje se forman a partir de tubos largos y estrechos que se extienden a partir de los 
endosomas tempranos. Es probable que la geometría de estos tubos contribuya al proceso 
de clasificación: debido a que los túíbulos tienen una gran superficie de mexnbrana rodean- 
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Figura 13-52 Posibles destinos de los 
receptores transmembrara que han sido 
endodtados, Se muestran tres rutas que 
paren del compartimiento endosómico 

en una céltda epiteltal, Los receptores 
recuperados son devueltos (1) al misrno 
dominio de membrana del que procedían 
treciclaje) o (2) a un dominio diferente de 

la membrana plasmática Unanscitosia), 

Los receptores que no har sido recuperados 
especificamente de los endosomas siguen 
la ruta que va desde el compartimiento 
endosómico hasta los lisosomas, donde son 
degradados idegradación). La formación de. 
agregados de oligórneros en la mernbrana 
endosómica puede ser una de las señales 
que guie a los receptores hacía la vía de 
degradación, Si el ligando que es endocitado 
con su receptor permanece unido al receptor 
en el medio ácido delendosoma, sigue 

la misma vía que el receptor; en caso 
contrario es entregado a los lisosomas, 


Figura 13-53 Endocitosis de LOL mediada 
por receptor, <GCTA> Nótese que en el 
ambiente ácido del endosorna, las LOL se 
disocian de su receptor. Después de una 
sere de pasos (véase Higura 13-55), tas LDL 
acaban en los lisosornas, donde se degradan 
y se libera el colesterol, en una forma no 
esterificada, que contenían. Los receptores 
proteicos de LDL vuelven a la membrana 
plasmática vía vesículas de transporte 
recubiertas de clatrima que, tal como se 
muestra en la figura, brotan de la región 
ivbelar del endosoma. Para sirmplificar el 
esquerna, se muestra un solo receptor 
de LDL que entra en la célula y que retorna 
a la membrana plasmática, Esté ocupado 
o no, cada receptor de LDL realiza un ciclo 
completo, hacia adentro y de nuevo hacia la 
membrana de la célula, cada 10 minutos, 
“dando un total de varios clentos de vueltas 
en su vida media de 20 horas, 
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do un pequeño volumen, las proteínas de membrana tienden a concentrarse en ellos. Las 
vesículas de bansporte que devuelven el material a la membrana plasmática comienzan a 
formarse en los ríbulos, pero también pueden separarse porciones tubulares de los endoso- 
mas terapranos y fusionarse entre sí formando los denominados endosomas de reciclaje, que 
sirven como una estación de paso para el tráfico existente entre los endosomas tempranos y 
la membrana plasmática, Esta ruta de reciclaje actúa sin parar y compensa la endocitosis 
que tiene lugar continuamente en la membrana plasmática. 

El receptor de transferrina sigue una ruta de reciclaje sirailar a la del receptor LDL, 
pero en este caso el ligando también se recicla. La transferrina es una proteína soluble que 
transporte el hierro en la sangre. El receptor de la transferrina de la superficie celular des- 
carga la transferrina, con el hierro unido, en los endosoras tempranos mediante un 
proceso de endocitosis mediada por receptor. El bajo pA del endosoma hace que la trans- 
ferrina libere el hierro que transporta. La transfersina libre de hierro (llamada apotranste- 
rrina) permanece unida a su receptor. El complejo receptor-apotransferrina entra en las 
estructuras tubulares de los endosornas tempranos y a partir de allí es reciciladr de vuelta a 
la membrana plasmática (Pigttra 13-54). Cuando le apotransferrina vuelve u pH neutro 
del fivido extracelulax, se disocia del receptor y queda libre, pudiendo captar más hierro y 
comenzar de nuevo el ciclo. De esta forma, la transferrina actúa como una lanzadera entre 
ei fluido extracelular y el compartimiento endosómico, evitando entrar en contacto con los 
lisosamas y entregando el hierro en el interior celular a medida que es necesario para el 
crecimiento y proliferación celular. ñ 

La segunda ruta que pueden seguir los receptores endocitados a partir de los endoso- 
mas es la que siguen muchos receptores de señalización, incluyendo los receptores opiáceos 
(véase Figura 19-54) y el receptor que une el factor de crecimiento epidérmico (EGF. epider- 
mal growth factor). El EGE es una proteína pequeña de señalización extracelular que esti- 
mula la división de las células de la epidermis y de otros tipos celulares. A diferencia de los 
receptores de LDL, estos receptores súlo se acumulan en depresiones revestidas después de 
haber unido EGE y la mayoría de ellos no se recician sino que son degradados en los lisoso- 
mas junto con el EGF captado. Por consiguiente, la unión de EGF produce en primer lugar 
la activación de las vías de señalización intracelulares y, como consecuencia de ello, reduce 
la concentración de los receptores de EGF en la superfície celular, un proceso Hamado regu- 
lación por disminución (down-regulatiom), que reduce la sensibilidad de la céltuila al EGF 

(véase Figura 15-29). 


Figura 13-54 Closificación de las protelaas 
de memndbrana en la ruta endeocitica, 

Los receptores de transíerina están 
implicados en la captación de nutrientes, 
desplazándose entre los endosomas y la 
menbrana plasmática. Por el contrario, los 
receptores de opiáceos son inhibidos por 
endacitosis seguidos de degradación en los 
fisosomas cando son activados por opiáceos 
como la marfina y la heroína, así como 

por péptidos endógenos denominados 
encefalinas y endorfinas. La endodtosis 

de ambos tipos de receptores se inicia en 

las depresiones recubiertas de clatrina, 

A continuación son transportados a los 
endosomas tempranos, dezde donde 

sus caminos diverger: los receptores de 
transferrina son clasificados hacta los 
endosomas de reciclaje mientras que los 
receptores de opiáceos lo son hacía los 
endosomas tardíos. La rmicrografía muestra 
ambos receptores -marcados con diferentes 
colorantes fluorescentes- 30 min después de 
la endaocitosis (los receptores de transterina 
marcados en rojo y los receptores apiáceas 
en verde), En ese momento, algunos 
endosornas tempranos contienen ambos 
receptores y se ven coma estructuras 
amarillas, debido a la superposición de la luz 
verde y de la luz roja procedentes de los 
colorantes fluorescentes. Por el contrario, 
los endosomás de reciclaje y los endosomas 
tardíos están especialmente enriquecidos en 
receptores de treasferina o en receptores 
«de opiáceos respectivamente, mostrándose 
coma estructuras rojas o verdes, (Cortesía 
de Mark von Zastrow) 
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La endocitosis mediada por receptor y dependiente de clatrina es un proceso muy 10- 
gulado. En primer lugar, los receptores son modificados covelenmemente con la proteína pe- 
queña ubiquitina. Pero, a diferencia de la poliubiquirinización que añade una cadena de 
ubiquitina que marca a la proteína para su degradación por los proteosomas ideserito en 
el Capítulo 8), la unión de ubiquitina en la clasificación de proteínas en la ruta endocífica 
dependiente de clatrina une sólo una a dos moléculas de ubiquidna a la proteína: es el pro- 
ceso denominado monoubiguitinización o multiubiguitinización, respectivamente. Las 
proteínas de unión a ubiquitina reconocen la ubiquiéna unida y ayudan a dirigir los recep- 
tores modificados hacía las depresiones recubiertas de clatrina. Después de su entrega enlos 
endosomas, otras proteínas de unión a ubiguitina las reconocen y las ayudan a superar las 
etapas posteriores de clasificación. 


En la ruta hacia los endosomas tardíos se forman cuerpos 
multivesiculares 


Como ya hemos descrito, muchas de las moléculas endocitadas se desplazan desde los 
endosomas tempranos hasta los tardíos. En este proceso, los endosomas tempranos mi- 
gran lentamente a lo largo de los microtúbulos hacia el interior celular, emitiendo túbu- 
los de membrana y vesículas que reciclan material hacia la membrana plasmática y 
el TGN. Al mismo tiernpo, la membana que delimira los endosomás en migración forma 
depresiones hacía el interior que vesiculan y producen vesículas internas: los cuerpos 
multivesiculares (Figura 13-55). Finalmente, los cuerpos multivesiculares pueden fu- 
sioparse con us compartimiento endosómico tardío o entre sí formando los endosomas 
tardíos. Al final de la vía, los endosomaás tardíos se convierten en Esosornas como conse- 
cuencia tanto de su fusión con lisosornas preexistentes como de su progresiva acidifica- 
ción (Pigura 13-56). 

Los cuerpos rmurtivesiculares contienen aquellas proteínas de membrana endocitadas 
que han de degradarse. Como parte del proceso de clasificación de proteínas, los receptores 
destinados a degradación, como los receptores EGF ocupados que se han descrito, se con- 
centran de forma específica en las membranas que inveginan en los cuerpos multivesicula- 
res. De este modo tanto los receptores como cualquier molécula de señalización unida 
estrechamente a ellos será accesible en su totalidad a les enzimas digestivas, que la degra- 
darán (Figura 13-57). Adeniás de las proteínas de membrana endocitadas, los cuerpos Imut- 
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Figura 12-55 Electromicragrafía de un 
cuerpo multivesicular de una céluda vegetal, 
La gran cantidad de membrana interna será 
entregada a la vacuola, el equivalente vegetal 
al fisosoma, para su degradación. 


Figura 13-56 Detalles de la vía endocítica 
cue va desde la membrana plasmática 
hasta los lisosomas. La maduración de los 
endosomas tempranos a tardíos tiene lugar 
a través de la formación delos cuerpos 
multivesiculares, que contienen grandes 
cantidades de membrana invaginada y 
vesículas internas [de ahí su nombre). 

Los cuerpos multivesiculares se desplazan 
hacia eb interior a lo largo de microtúbulos, 
mientras forman vesiculas de transporte 
que reciclan componentes a la membrana 
plasmática. 5e transforman gradualmente 
en endosomas tardíos, bien mediante fusión 
unos con otros a bien fusionándose con 
sígunos endosomas tardíos preexistentes, 
Los endosomas tardíos ya no envían 
vesículas a la membrana plesmárica, 
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Figura 13-57 Secuestro de proteínas endacitadas en las membranas internas de endosomas tempranos 
los cuerpos multiivesiculares, Finalmente, las protessas y las Epasas de los isosornas ae SS f 
digieren la totalidad de las mersbranas internas en los cuerpos multivesiculaces g e uN 
formadas por invaginaciones, Los procesos de invaginación son esenciates para 0 y ens, 
conseguir la completa digestión de proteínas de membrana endocitadas: por Mo 92% 
ejeraplo, dado que la mernbrana exceñor del cuerpo ouitivesicular se mantiene 3 
formando un continuo cor la del isosorna, las hidrolasas Bsosómicas no pueden AA, ; 
digericlos dominios dtosóficos de las proteínas transenembrana, como el receptor : ecquinos a as 
de EGF que se muestra, si no se encuentran en las vesículas internas. A LS sj 
£ Sa d 
De O: A od 
ho 73 qt 
h ¡SEPARACIÓN 
tivesiculeres también conlleven la mayoría del contenido soluble de los endosoras terp- (SECUESTRO) 


pranos destinado a los endosomas tardíos y a su digestión en los isosormnas. 
La clasificación hacia las vesiculas internas de los cuerpos emidtivesiculares requiere de 


una o ruás etiquetas de ubiguitina, que se añaden en las regiones citosólicas de las proteínas pos . 
Z se aa A E isasómica ; 
de membrana. Estas etiquetas ayudan en primer lugar a dirigidas proteinas hacia las vesj. ] lipasa . Cuerpo 
Hsosómica multivesialar 


culas recubiertas de clatrina. Una vez entregadas en la membrana endosómica, las efiquetas 
de ubiquitina son de nuevo reconocidas por una serie de proteínas ciosólicas, denominadas 
ESCRTO, 4, Uy 111, que se unen secuenciaolmnente pasando la carga de un complejo al 
siguiente y por último participan en el proceso de clasificación de las proteínas hacía las 
vesículas loternas endos cuerpos multivesicalares (Figura 13-58) La invaginación de men 
brana en los cuerpos multivesiculares también depende de una quinasa de lípidos que fos- 
forila fosfatidiinositol produciendo PIJA que es titilizado como sitio de anclaje adicional 
de los complejos ESCRT; para poderse air a la merabrana endosómica estos complejos re- 
quieren fanto PSP como la presencia de moléculas carga ubiguitinizadas, Una segunda PF , 
quinasa añade otro grupo fosfato a PL(3)P y produce P1(3,5)P2, requerido por ESCREJE para e ES > a 
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Figura 12-58 Clasificación de las proteínas de membrana endocitadas en las vesículas internas de un cuerpo multivesicular. Una setie de complejos 

"fenómenos de unión pasan las proteínas carga ubiquitinizadas de uno a otro complejo ESCRT y las concentran en las áreas de membrana que se Invaginan 
desde el citosal hacia el lumen del endosomna formando las vestcutas de membrana internas del cuerpo muftivesicular. Los complejos ESCRT son solubles en 
el citosol y son reclutados por las membranas cuando son necesarios, En prrner Jugar, ESCRT-O se une terto a la ubiquitina unida a la proteína carga como al 
grupo de cabeza del PIB)? ESCRT-O se separa de la membrana pasando la proteína cargada sobre ESCRTA A contíruación ESCRTE se disocia, cediendo la 
proteína cargada al complejo ESCRTAL al Anal, ESCRT se disocía y el complejo ESCREÁ se une a la membrana, A diferencia de ESCRFO, € y Al, ESCREAMEno se 
une de forma directa a la proteína carga ubiquitinizada. Por el contrario, se cree que st polimerización en estructuras multiméricas confina la carga en áreas 
específicas de membrana que entonces se invaginan, dejando a los componentes ESCRT en fesuperficia de la membrana endosómica. Una AAA-AlPasa 
fállindras rojos) despolimeriza los complejos ESCRTAI para que puedan ser reuúlizados, 
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formar grandes complejos multiméricos en la mernbrana. Se desconoce cómo el ensambla- 
je de los complejos ESCRE produce en último lugar la invaginación de membrana y la se- 


paración de las vesículas internas, ya que los complejos ESCRT no forman parte de las 


membranas que invaginan. 
Las células mutantes con déficit de función ESCRT tienen defióncias de señalización. 
En estes células, los receptores activados no pueden ser inhibidos mediante endacitosis ni 


empaquetados en cuerpos multivesiculares por lo que la señal es más prolongada, lo Ese E 


puede producir una proliferación descontrolada y cáncer. 


La misma maquinaria ESCRT que dirige la vesiculación interior en la membrana delen- 


dosorma temprano formando los cuerpos multivesiculares es utilizada por el virus HIV el 
virus Ébola y otros virus recubiertos, para vesicular desde la membrana plasmática al es- 
pacio extracelular. Los dos procesos son equivalentes desde el punto de vista topológico, ya 


gue en arsbos casos se trata de la formación de vesículas desde la superficie citosólica dela 


merabrana (Eigura RES 


La transcitosis transporta macromoléculas a través de monacapas 
de células epiteliales 


Algunos rebentores de superficie de las células polarizadas epiteliales transportan específi- ' 
camente moléculas de un espacio extracelular a otro mediante transcitosis (Figura 13-60). : 
Estos receptores son endocitados y siguen una ruta que va desde los endosomas hacia un 


dominio de membrana diferente (véase Figura 13-52). Por ejemplo, las ratas recién nacidas 
obtienen anticuerpos de la leche materna (que les ayudan a protegerse de las infecciones) 
transportándolos a través de su epitelio intestinal. El himen del intestino es algo ácido; a 
este bajo pH, los anticuerpos de la leche se unen a receptores específicos de la superficie 
apical (sbsortiva) de las células epiteliales del intestino y son internalizados a través de de- 
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Figura 12-59 Los complejos ESCRT en la 
formación de los cuerpos multivesiculares 
y la vesiculación viral En los dos procesos 
topolágicamente equivalentes indicados 
por las flechas, los complejos ESERT 
defórman las membranas en yemas 

que protuyen desde el citosol, 


Figura 13-60 El papel que desempeñan los 
endosomas de reciclaje en la transcitosts, 


- Los endosomas de reciclaje son ina estación 


de paso en la vía vranscitótica. En el ejemplo 
mostrado, tn receptor de anticuerpos de una 
cétela intestinal se une al anticuerpo y es 
endocitado, transportando finalmente el 
anticuerpo hasta el dominio basolateral de Ja 
merabrana, El receptor se denoraina receptor 
Fc porque se une a la región Fc del 
anticuerpo (descrito en el Capitulo 25). 
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Sa de los receptores de glucosa 
simacen intracelular de transportadores EN Jen la membrana plasmática, 
de glucosa en endosormas de reciclaje. > LAS aumentando notablemente 
especializados la captación de ghecosa 

por la célula 


presiones y de vesículas revestidas de claurina; al final, son transferidos a los endosomas 
tempranos. Los complejos permanecen intactos en los endosomas y se recuperan en vesf- 
culas de transporte que se fusionan con el dominio basolateral de la membrana plasmática. 
Al ser expuestos al pH neutro del fluido extracelular, los anticuerpos se disocian de sus re- 
ceptores y entran en el torrente circulatorio de las crías. 

La vía transcitótica que va desde los endosomas tempranos hasta la membrana 
plasmática uo es directa. En primer lugar, los receptores se desplazan desde los endoso- 
rias termpranes a un compartimiento endosómico intermedio, el endosoma de recicia- 
je descrito (véase Figura 13-60). La gran variedad de rutas que pueden seguir los 
diferentes receptores a partir de los endosomas implica que, además de los lugares de 
unión para sus ligandos y de los lugares de unión para las depresiones recubiertas, Mu- 
chos tipos de receptores también tenen señales de clasificación que los guían hacia el 
tipo apropiado de vesícula que parte del endosoma y lo transporta hacía la membrana 
diana apropiada en la célula, 

Una propiedad única de los endosomas de reciciaje es que las células pueden regular la 
salida de las proteínas de membrana desde el compartimiento. De este modo, las células 
pueden ajustar a sus necesidades el flujo de proteínas a través de la ruta transcitótica. 
Aunque los mecanismos son inciertos, esta regulación permite a los endosomas de reciclaje 
desempeñar un papel importante en el control de la concentración de determinadas pro- 
teínas de membrana, Por ejemplo, las células grasas y las musculares contienen acurula- 
ciones intracelulares importantes de transportadores de glucosa que son responsables de la 
captación de glucosa a través de la membrana plasmática. Estas proteínas de transporte de 


merbrana son almacenadas en endosomas de reciclaje especializados hasta que la hormo- 


na insulina estimula que la célula incremente su captación de glucosa. En respuesta a la se- 
ñal de insulina, las vesículas de transporte emergen con rapidez desde los =ndosomas de 
reciclaje y entregan un gran número de transportadores de glucosa a la ..embrana plas- 
mática, incrementando en gran medida la velocidad de captación de glucosa por la célula 
(Bigura 13-61). 


Las células epiteliales tienen dos compartimientos endosómicos 
tempranos distintos pero un 0 compartimiento endosómico 
tardío común 


En células epiteliales polarizadas, la endocitosís ocurre tanto en el dominio basolareral de la 
membrana plasmática como en el dominio apical. El material endocitado en cada dorninio 
entra primero en un compartimiento endosómico temprano único en cada uno de los do- 
minios específicos. Este fenórneno permite que los receptores endocitados sean reciclados a 
su dominio original de membrana, a menos que contengan señales de clasificación que les 
obliguen a transitar al otro dominio. Las moléculas endocitadas desde cada dominio que no 
son recuperadas en los endosomas tempranos son transportadas a uu compartimiento en- 


" dosómico tardío común, situado serca del centro de la célula, y acaban siendo degradadas 


en los lisosomas (Figura 18-62). 


Figura 13-41 Almacenamiento de proteínas 
de la membrana plasmática en los 
endosomas de reciclaje, Los endosarnas de 
reciclaje pueden actuar como da almacén 
intracetular de proteínas de membrana 
especializadas, permitiendo su ápida 
movilización cuanda sean necesarias, 

En el ejemplo que se muestra, la unión de 
insulina al receptor de insulina activa urna vía 
de señalización que causa la rápida inserción 
de los transportadores de glucgsa, en la 
membrana plasmática de una célula adiposa 
o muscular, e incrementa en gran medida su 
captación de glucosa, e 
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El hecho de que las células tengan unos cuantos endosomas tardíos conectados O Mu- 
chos desconectados parece depender del tipo celular y del estado fisiológico de la célula. 
Como en el caso de muchos otros orgánulos de membrana, los endosomas del xxismo po 
pueden fusionarse unos con otros (en un ejemplo de la fusión homotípica descrita anterior- 
méxnte) y generar grandes endosormnas conectados. 


Resumen 


Las células ingieren fluidos, moléculas y partículas por endocitosis: determinadas regiones de la 


membrana plasmática se invaginan y se desprenden formando vesículas endocíticas. Par lo gene- 
ral muchas de las particulas y moléculas endocitadas acaban en los lísosomas, donde son de- 
gradadas. La endocitosis tiene lugar tanto constitutivamente como en respuesta a señales extrace- 
hulares, La endocitosis es tan frecuente en muchas células que cada hora es internalizada una frac- 
ción importante de la membrana plasmático. Las células mantienen su tamaño porque la mayoría 
de los componentes de la membrana plasmática (proteínas y lípidos) son devueltos de forma cor- 
tíria a la superficie celular por exocitosis. Este gran ciclo endocttico-exocítico está mediado sobre 


todo por depresiones y vesículas revestidas de clatrina. 


_ Muchos receptores de la superficie celular que se unen a determinadas macromoléculas 
extracelulares son marcadas con ubiquitina y son guiadas hacia las depresiones revestidas de cla- 
trina. Por lo tanto, estos receptores y sus ligandos son internalizados de forma eficiente en vesícu- 
las recubiertas de clatrina, un proceso denominado endocitosis mediada por receptor. Las 
vesteulas revestidas pierden rápidamente su cubierta de clarrina y se fusionan con los endosomas 
tempranos. ] 

La-mayoría de los ligandos se separan de sus receptores en el ambiente ácido de los endosomas 
y acaban en los lisosomas, mientras que la mayoría de receptores son reciclados a la superficie celu 
lar para su reutilización mediante vesículos de transporte. Sin embargo, los complejos recepior-li- 
¿ando pueden seguir otras rutas desde el compartimiento endosómico, En algunos casos tanto el 
receptor coro el ligando acaban degradándose en los lisosomas, dando lugar a la inhibición del re- 
ceptor; en estos casos, los receptores etiquetados con ubiquítina reclutan varios complejos ESCRT 
que dirigen la invaginación y separación de vesículas endosómicas en la formación de los cuerpos 
multivesiculares. En otros casos, tanto el receptor como el ligando son transferidos a tin dominio de 
la membrana plasmática diferente de aquel en que se originó: es el proceso llamado transcitosts. La 
vía de la transcitosis incluye endosomas de reciclaje, que almacenan los proteínas de membrana 
plasmática hasta que sean necesarias, 


Figura 13-62 Dos comparticientos 
endosómicas tempranos distintos eN una 
célula epitelial. Los dominios basolateral 

y apical de la membrana plasmática se 
comunican con distintos compartirientos 
endosórmicos tempranos. Sín embargo, las 
maléculas endodradas en armbos dominios 
gue no tienen señales para su reciclaje 

o transcitosis se encontrarán en un 
compartimiento andosómico tardío común 
antes de ser digeridas en los lisosomas. 


800 Capítulo 13: Tráfico vesicular intracelular 


TRANSPORTE DESDE LA RED DEL TRANS GOLGI 
HASTA EL EXTERIOR CELULAR: EXOCIFOSIS 


Después de considerar el sisterna digestivo interno de la célula y los diversos tipos de tráfico 
de mernbranas que convergen en los lisosomas, la descripción se centrará en el complejo 
de Golgz y las rutas secretoras que conducen al exterior celular Normalmente, las vesículas 
de transporte destinadas a la menbrana plasmática abandonan la red del trans Golgi (TGN: 
trans Golgi netivorió manteniendo un Bujo constante en forma de túbulos de formas inregu- 
lares. Las proteínas de membrane y los lípidos de estas vesículas aportan nuevos compo- 
nente a la membrana plasmática celalaz, mientras que las proteínas solubles de estas 
vesículas son secretadas al espacio extracelular. La fusión de las vesículas con la membrana 
plasmática se Hama exocitosis. De esta forma, por ejemplo, las células producen y secretan 
la mayoría de los proteoglucanos y glucoproteínas de la matriz extracelular, coro se descri- 
be enel Capítulo 19. 

Todas las células necesitan esta ruta secretora constltuaiva, que funciona constante- 
mente. No obstante, las células especializadas en la secreción disponen de una segunda rl- 
ta secretora en la que las proteínas solubles y otras sustancias se almacenan primero en 
vesícutos de secreción y más tarde son segregadas. Es la ruta secretora regulada, que se en- 
cuentra sobre todo en células especializadas en secretar rápidamente productos cuando son 
necesarios -como hormonas, neurotransmisores 6 enzimas digestivas (Figura 13-63). En 
esta sección, consideraremos el papel del complejo de Golgi en estas dos rutas de secreción 
y compararemos los mecanismos que intervienen en ambas. 


Parece que muchas proteinas y lípidos son transportados 
automáticamente desae el ER y desde el complejo de Golgi 
hasta la superficie celular 


Una célula capaz de realizar una secreción regulada tiene que separar al menos tres tipos de 
proteínas antes de abandonar en la red del trans Golgi las destinadas a los lisosomas (vía 
endosomas), las destinadas a las vestculas de secreción y las destinadas a ser descargadas 
inmediatamente en la superficie celular (Figura 13-69). Ya se ha señalado que las proteínas 
destinadas a los lisosornas son seleccionadas para ser empaquetadas en vesículas de trans- 
porte específicas (con manosa 6-fosfato en el caso de las hidrolasas lisosómicas); parece 
¿ue-otras señales análogas-a éstas dirigen alas proteínas de secreción al interior de las vesi- 
culas de secreción. La vía de secreción constitutiva no selectiva transporta la mayoría de 
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Figura 13-63 Las vías de secreción regulada 
y constitutiva. <ACAG>Las dos vías divergen 
enla red del rens Golgi La vía de secreción 
constitutiva está presente en la totalidad de 
las células. Muchas proteínas solubles son 
secretadas continuamente por la célula a 
través de esta vía, que también nutre a la 
membrana plasmática con proteinas y lípidos 
secién sintetizados. Las células especiafizadas 
en fa secreción también disponen de una vía 
de secreción regulada, mediante la cuaj 
determinadas proteínas de la fed del trans 
Golgi son conducidas en vesículas secretoras, 
en les que les proteínas son empeguetadas 

y concentradas hasta que una determinada 
señal extracelular estimula su secreción. 


. Lasecreción regulada de pequeñas 
moléculas, corno la histamina, tiene lugar o... 


de forraa similar; estas moléculas son 


- trensporiadas activamente desde el citosol 


hasta vesículas de secreción ya formadas. 

En esta árez, a menudo forman complejos 

con determinadas macromoléculas 

(proteoglucanos en el caso de la histamina), 

de manera que pueder ser almacenadas en 
. grandes centidades sin prodtudr una presión 

osmótica excesivamente elevada, 
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las otras proteínas dirigidas a la membrana celular. Dado que la entrada en esta ruta no re- 
quiere ninguna señal particular, también se dennormina vía por defecto. Así, parece que en 
células no polarizadas, tales como las células de la serie blanca de la senmgre o los fibroblas- 
tos, cualquier proteínma del lumen del complejo de Golgi es automáticamente arrastrada por 
la vía constitutiva a menos que sea devuelta de forma específica al ER, retenida corrio pro- 
teína residente en el propio complejo de Golgi o seleccionada para las rutas que conducen 
ala secreción regulada o a los Hisosomas. En células polarizadas, en las que se han de trans- 
ferir distintos productos a diferentes dorninios de la superficie celulaz, las opciones son más 
complejas. 


Las vesículas secretoras emergen por gemación desde la red 
del trans Golgi 


Las células que están especializadas en secretar rápidamente algunos de sus productos en 
respueste a una señal, concentran y almacenan estos productos en vesículas secretoras (de- 
nominadas gránulos de secreción o vesículas de núcleo denso porque se observan núcleos 
densos cuando se miran al microscopio electrónico). Las vesículas secretoras se forman a 
partir de la red del trans Golgi y liberan su contenido al exterior celular en respuesta a una se» 
hal específica. El producto secrerado puede ser tanto una molécula pequeña (como la hista- 
mina) corno tna proteína (una hormona o una enzima digestiva). 

Las proteínas destinadas a las vesículas de secreción (a menudo denominadas protef- 
has de secreción) son ermpaquetadas en vesículas adecuadas en la red del trans Goles. En es- 
te caso, parece que el mecanismo implica la agregación selectiva de las proteínas de 
secreción. Estos agregados electrodensos pueden verse al microscopio electrónico en el ha- 
men de la red del trans Golgi Se desconoce cuál es la señal que dirige a las proteínas de se- 
creción a estos agregados, pero parece que es una zona señal que se presenta en muchas 
proteínas de esta clase. Si un gen que codifica una proteína secretora es expresado artifi- 
cialmente en una célula secretora de otro tipo, que por lo general no fabrica esta proteína, 
la proteína extraña se empaqgueta de manera apropiada en vesículas de secreción. Esta ob- 
servación demuestra que aunque las proteínas que expresa y empaqueta una célula deter- 
mirada son diferentes, todas las proteínas contienen secuencias comunes de clasificación 
que actúan de forma correcta incluso cuando las proteínas se expresan en células que ha- 

. bitualmente no las producen, 


Tampoco se conoce cómo se segregan los agregados de las proteínas de secreción en las 


vesículas secretoras. Las vesículas de secreción contienen proteínas de membrana especia- 
les, algunes de las cuales pueden actuar como receptores uniendo el material agregado en la 
red del trans GolgL No obstante, los agregados son demasiado grandes para que cada molé- 
cuía de la proteína secretada pueda unirse a su propio receptor, como se propone para el 
transporte de enzimas lisosómicas. La captura de los agregados en las vesículas de secreción. 
se puede parecer más a la captación de partículas por fagocitosis en la superficie celular, 
donde la membrana plasmática se cierra envolviendo grandes estruchiras, 


Pa e 


Figura 13-64 Los tres procesos mejor 
conocidos de dasificación de proteinas 
enla red del trans Golal. (1 Las proteínas 
marcadas con manosa 6-fosfaro (M6P)son 
dirígidas hacta los Esosornas (ía endosomas 
terdios) mediante vesículas de transporte 
recubiertas de clatrina (véase Figura 13-44). 
(Y Las proteínas cuyas señales las dirigen 
hacia vesículas de secreción, $01 
concentradas en estas vesículas corno 

parte de una vía de secreción regulada 

que sólo está presente en estas céfulas 
secretoras especializadas. (3) En las cólulas no 
poladzadas, las proteínas que no presentan 
caracteristicas especiales san transportadas 
hasta la mernbrana plasmática mediante una 
vía de secreción constíturiva. Sin ernbargo, 
en las células polarizadas, las proteínas de 
secreción y las de mernbrana plasmática son 
dirigidas setectivamente hacia el dorninio 
apical o hacia el dominio basolateral de la. 
membrana plasmática, de forma que al 
menos una de estas dos rutas ha de estar 
mediada por una señal, como veremos 

más adelante, 
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Figura 13-65 Formación de las vesículas de secreción. (A) Las proteínas de secreción son clasificadas y concentradas en vesículas de secreción mediante 
dos mecanismos. En primer lugar, se agregan en el ambiente iónico de la red del trans Galgí; con frecuencia los agregados aumentan su condensación a 
inedida que la vesícula de secreción va madurando y su lumen se acidifica. En segundo lugar, un exceso de contenida luminal y de membrana que está 
presente en las vesículas inmaduras es recuperado mediante vesículas recubiertas de datrina a tredida que la vesícula de secreción va madurando. (8) Esta 
electromicrogrofía muestra algunas vesículas secretoras que se están formando a partir de la red del trans Golgi en una célula B del páncreas secretora de 
insulina. Para localizar las motécutas de clatrina, se ha utilizado un anticuerpo conjugado con esferas de oro coloidal (puntos negros). Las vesículas de 
secreción inmaduras (flecha vacía), que contienen la protema precursora de la insulina (proinsulina), contienen áreas de clatrina. Las cublertas de ciatrina 
ya no se ven en las vesículas de secreción maduras, que tienen un núcleo muy condensado (flecha reflena), (Corresía de Lelo Ord) 


Inicialmente, la mayor parte de la membrana de las vesículas de secreción que se han 
forrmado en la red del trans Golgi, rodean los grupos de agregados de proteínas de secreción. 
Estas vesíctlas de secreción jomaduras tienen el aspecto de cisternas de la red del trans 
Golgi dilatadas que se han separado del dictiosoma. Á medida que la vesículas van madu- 
rando, pueden fusionarse unas con otras y sus contenidos se concentran (Figura 13-654), 
probablemente como consecuencia tanto de la recuperación continua de la membrana que 
es reciclada hacia los endosomoes tardíos y el TGN como de la acidificación progresiva por el 
incremento de concentración en la membrana de ja vesícula de bombas de H* impulsadas 
por ATP Es de destacar que son AT Pasas de lipo V las responsables de la acidificación de tados 
los orgánulos endocíticos y exocíticos (véase Figura 13-36). El grado de concentración de pro- 
teínas durante la formación y la maduración de las vesículas de secreción es sólo una peque- 
fía parte del aumento total de concentración de entre 290 y 409 veces que presentan estas 
proteínas desde que abandonan el ER. Las proteínas de secreción y de membrana se concen- Ñ pe 
tran a medida que se desplazan desde el ER a través del complejo de Golgi debido al trans-  *“Storas. La electromicrografía muestra 

ula . ; E E la liberación de insulina desde una vesicula 
porte de recuperación, retrógrado, mediado por vesiculas recubiertas de COPI que las excluye secietora de una esluta Pepanereñtica. 


Figura 13-66 Exocitosis de vesículas 


(Figura 13-24). : (Cortesía de Letio Orci, en L Oral, 4-0, 
Et reciclaje de membrana es importante tanto para deyolver componsntes al complejo Vassali y A. Percelet, Sci. Am. 256: 85-94, 
de Golgi como para concentrar el contenido de las vesículas de secreción Las vesículas ina- 1983, Con permiso de Scientific American.) 
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plicadas en esta recuperación se forman como vesículas recubiertas de clatrina que emergen 
de la superficie de las vesículas de secreción imaduras y pueden verse incluso sobre vesi- 
culas de secreción que aún no se han separado del dictiasoma fvéase Figura 13-65B). 

Debido a que las vesículas maduras finales están tan densamente rellenas de compo- 
nentes, la célula secretora puede descargar con rapidez grandes cantidades de rmatertal por 
exocitosis en cuento es estonulada (Figuera 13-668). 


A menudo las proteínas son procesadas proteolíticamente 
durante la formación de las vesículas secretoras 


La concentración no es el único proceso por el que se ven afectadas las proteínas secretoras 
a medida que las vesículas secretoras maduran. Muchas hormonas polipeptidicas y neuro- 
péptidos, así como muchas enzimas hidrobiticas secretadas, se sintetizan como proteínas 
precursoras inactivas. La proteolisis es necesaria para liberar las moléculas activas de los 
precursores. Esta hidrólisis se inicia en la red del trans Golgi y continda en las vesículas se- 
exetoras y a veces en el fluido extracelular después de que haya ocurrido la secreción. Por 
ejemplo, muchos palipéptidos secretados tienen una prosecuencia N-terminal que es 
eliminada justo antes de la secreción, formándose la proteína madura. Así, estas proteínas 
se sintetizan como pre-proprotebzas, en las que el prepéptido consiste en el péptido señal del 


Figuera 13-67 Las rátas alternativas 

de procesamiento dela prohormona 
pro-opiomelanocertina. Los cortes iniciales 
son realizados por proteazas que corten 

cerca de parejas de aminoácidos cargados 
positivamente (Lys-Arg, Lys-Lys, Arg-Lys 

o Arq-Arg). Mediante reacciones accesodas se 


oblienen los productos finales de secreción. 


Diferentes tipos celulares lenen difecentes 
tipos de enciras, de manera que ebraismo 


" precuesor prohommonal puede ser utilizado 


para producer diferentes hormonas 
peptídicas, Porejeragío, en el lóbcio 
anterior de lá pituitaria a partir de la 
pro-opiemetanocoriina sólo se producen 

la corticotronins (ACTH) y la PAtgotropina, 
mientras que en el lóbulo intermedio za 
producen principalmente la hormona 
estenuladora de los rrnetanocitos (a-MSHI, 
tayelipotropina, la -MSH y la f-endarfina. 


ER que se elimina en el ER rugoso (Figura 12-38). En otros casos, las moléculas peptídicas 


señal se sintetizan como poliproteínas que contienen muchas copias de tuna misma secuen- 
cla de aminoácidos. En casos aún más complejos se sintetizan varias moléculas peptídicas 
señal como partes de una sola políprotelna que es la precursora de los diferentes productos 
finales, los cuales son cortados de forma individual a partir de la cadena polipeptídica ind 
cial. La misma poliproteína puede ser procesada de formas diferentes produciendo diferen- 
tes péptidos en diferentes tipos celulares (Figura 13-67). 

¿Por qué es tan común el procesamiento proteolítico en la ruta secretora? Algunos de los 
péptidos producidos así, como las encefalinas Coeuropéptidos de cinco aminoácidos con 
una actividad parecida a la morfina), son demasiado cortos en sus formas maduras para ser 
cotransportados hacía el lumen del ER o para poder tener las señales necesarias para empa- 


-quetarse en las vesículas secretoras, Además, en el caso de las enzimas hidrolíticas secreta: 
- das o de cualquier proteína cuya actividad pueda ser peligrosa en el interior de la célula el 
retraso en la activación de la proteína hasta que llega a una vesiculade secreción O hasta que 


haya sido secretada, proporciona una clara ventaje: evita que actúe antes de iempo dentro 
de lá célula en la que ha sido simetizada. 


Las vesículas de secreción esperan cerca de la membrana 
plasmática hasta que una señal les haga liberar su contenido 


Una vez cargadas, las vesículas secretoras tienen que ir al lugar de secreción, que en algunos 
casos se encuentra alejado del complejo de Golgl Las células nerviosas proporcionan el 
ejemplo más extremo. Las proteínas secretoras, como los nevrotransmisores (neuropéptl> 
dos) que deben ser liberados en las terminales nerviosas al final del axón, son sintetizadas y 
empaquetadas en vesículas del cuerpo celular, donde se sitúan los ribosomas, el ER y el 
complejo de Golel. Así, haa de viajar a lo largo del axón hasta alcaozar las terminales ner- 
viosas, que pueden estar a más de un metro de distancia. Corso se indicó en el Capírdo 18, 
unas proteínas motoras propulsan a las vesículas a lo largo de los microtúbulos sxonales, 
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cuya oxvientación uniforme guía a las vesículas en el sentido apropiado. Los microtúbulos 
también guían a las vesículas hacia la superficie celular en la exocitosis constitutiva, 

Mientras que las vesículas que contienen materiales para liberación constitutiva se fu- 
sionan con la membrana plasmática en cuanto la alcanzan, las vesículas de secreción de la 
vía regulada esperan cerca de la membrana hasta que la célula reciba una señal de secreción 
y entonces se fusionan. A menudo la señal es un mensajero químico, como una hormona, 
que se une a los receptores de la superficie celular, La activación de estos receptores genera 
señales intracelulares, que a menudo incluyen un incremento bransitorio de la concentra 
ción de Ca” libre en el citosol, En el caso de las terminales nerviosas, normalmente la señal 
inicial para la exocitosis es una excitación eléctrica (un potencial de acción) que se ha produ- 
cido por la unión de un transmisor químico a los receptores de la superficie celular. Cuando 
el potencial de acción lega a las terminales nerviosas, provoca una entrada de Ca? en el ter- 
minal axónico a través de canales de Ca?* dependientes de voltaje. La unión de lones Ca? a 
sensores específicos activa la fusión de las vesículas secretoras (denominadas vesículas 5i- 
nápticas) con la merobrana y libera su contenido al espacio extracelular (véase Figura 11-35), 

La velocidad de liberación del transmisor (que sólo tarda milisegundos) indica que las 
proteínas que intervienen en la reacción de fusión no necesitan reorganizaciones complejas 
di muchas etapas. Después de que las vesículas se han anclado a la membrana plesmática 
presináptica, son cebadas, lo.quelas deja preparadas para la fusión rápida. Las SNARE pue- 
den estar parcialmente apareadas, pero sus hélices no están aún por completo enrolladas 
enla estructura de hez de cuatro hélices que se precisa para la fusión (véase Figura 13-18). Se 
cree que otras protetass impiden que las SNARE completen la fusión hasta que el Bujo de 
calcio elimine el bloqueo. En una sinapsis típica, parece que sólo unas cuantas vesículas es- 
tán cebadas y listas para exocitosis. La utilización de unas cuantas vesículas a la vez permite 
a una sinapsis disparar una y otra vez en rápida sucesión, Con cada disparo, son cebadas 
nuevas vesículas sinápticas, que reemplazan a las que ya se han fusione” "han Biberado'su 
contenido. 


La exocitosis regulada es una respuesta localizada de la membrana 
plasmática y del citoplasma subyacente 


La histamina es uma pequeña molécula segregada por las células cebadas. Es liberada me- 
diante la ruta regulada en respuesta a ligandos específicos que se unen a los receptores de 
superficie de la célula cebada (véase Pigura 25-27). La histamina provoca muchos de los sít1- 
tomas desagradables que acorapañian a las reacciones alérgicas, tales como el prurito o los 
estomudos. Cuando las células cebadas se incuban en un medio que contiene un estinu- 
lante soluble, se observa una exocitosis masiva por todala superficie celular (Figura 13-68). 

Sin embargo, sí el ligando estimulante se une a un lecho sólido de forma que sólo pueda in- 


teractuar con una región localizada de la superficie de la célula cebada, la exocitosis queda 


restringida a la región en la que la célula está en contacto con el ligando (Figura 13-69), 
Este experimento demuestra que respecto a la exocitosis regulada, algunas regiones in- 

dividuales de la membrana plasmática pueden responder de forma independiente, Como 

resultado de ello la célula cebada, a diferencia de una célula nerviosa, no responde como un 


Figura 13-68 Electrormicrografías que 
muestras el proceso de exocitosts en las 
cóbidas cebadas de rata. [Aj Cóluta cebada no 
estirmiada. (8) Esta célola ha sido estimulada 
por un ligando extracelular soluble a secretas 
ta histamina que acurmalaba. Las vesículas 
que contienen histamina aparecen oscuras, 


 rojentras que las que la han liberado son 


claras. El matertal que queda en las vesículas 
vacias consiste en una red de proteoglucanos 
sta que porlo general se haa unida la 
histamina alracenada. Cuendo la vestcuta 
secretora se ha fusionado con la menbrana 
plasmática, la merabrana dela vesícula 
secretora aCuós normalmente coro diana a 
la cual se unen otras vesiculas de secreción, 
Así, la célula de (B) presenta grandes 
cavidades delionitadas por las mernbranas 
fustonadas de muchas vesículas secretoras 
vacías, que ahora se hallan en continuidad 
con da membrena plasmática. Esta 
continuidad no shempre es visible en el plano 
del corte realizado a través de la célula. 

(De O, Laweson, E Fewtrell, B, Gomperts 

y M.RafE.L Exp. Med, 142:391-402, 1975, 

Con el permiso de The Rockefeller 

University Press.) 


núcdeo 


superficie región de 
exocitosis 


Figura 13-69 La exocitosis como respuesta - 
localizada. Esta electromicrografía rnuestra 


"una célule cebeda estimulada 4 segregar 


histamina por un estimulante acoplado a una 
amplia esfera sólida. La exocitosis se ha 
producido únicamente en la región de la 
célula que se halla en contacto con esta 
superficie. (De D. Lawson, C. Fewtrell y M. Raf. 


" Cell Biol, 79:394-400, 1978. Con el permiso 


de The Rockefeller University Press) 
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todo cuarudo está estimulada: la activación de los receptores, las señales intracelulares re- 
sultantes y la exocitosis posterior están localizadas en la región particular de la célula que 
ha sido excitada. De manera suenilar, esta exocitosis localizada permite a un linfocito asesino 
secretar las proteínas que inducen la muerte celular sobre une Única cólula infectada con. 
precisión sin dañar a las células vechras (véase Figura 25-48). 


Los componentes de membrana de las vesículas de secreción 
son rápidamente recuperados desde la membrana plasmática 


Cuando una vesícula secretora se fusiona con la membrana plesmática, su contenido se 
descarga desde la célula por exocitosis y su membrana pasa a formar parte de la raembra- 
na plasmática, Este hecho podría incrementar notablemente el área de la superficie de la 
menbrana plasmática, pero sólo ocurre de fooma transitoria ya que es constante la elirmá- 
nación de componentes de membrana de la superficie celular mediante endocitosis; este 
proceso es por lo menos tan rápido como lo ha sido el de adición de componentes por exo- 
citosís, un proceso reminiscente del cicio de exocitosis-endocitosis descrito. La hipótesis 
más probable es que después de su recuperación desde la membrana plasmática, las pro- 
tefínas de rnembrana de la vesícula secretora son o bien recicladas o bien dirigidas hacia los 
lisosomas para su degradación. La cantidad de mernbrana vesicular que se añade tempo- 
ralmente a la membrana plasmática puede ser enorme: cuendo una célula acinar del pán- 
creas es estimulada a secretar sus enzimas digestivas, en la membrana plasmática apical 
(el área de la cual es de sólo 30 pun?) se insertan alrededor de 900 un? de mernbrana vesi- 
cular ( 

Así pues, el contro) del tráfico de membrana desempeña un papel importante en la 
composición de las diferentes mernbranas celulares. Para mantener constante el tamaño de 
cada uno de los compartimientos de membrana en las vías secretora y endocítica, el equilía 
brio entre los flujos de membrana arterógrado y retrógrado debe estar controlado finarnen- 
te. Para que las células crezcan, el fijo anterógrado tiene que ser mayor que el tetrógrado, de 
modo que la membrana aumente de superácie. Para que las céhulas mantengan un tamaño 
constante, los fujos anterógrado y retrógrado han de ser iguales. Aún conocemos nuy poco 
sobre los mecanismos que controlan estos flujos, 


Algunos procesos de secreción regulada permiten aumentar 
la membrana plasmática 


Una de las funciones aportantes de la exocitosis regulada es la de aportar más membrana 
para aumentar la superficie de la menbrana plasnoárica celular cuando sea necesario. Un 
ejemplo espectacular es la expansión de membrana que se produce en el proceso de celuta- 
rización del embrión de mosca, que inicialmente es una sola célula con cerca de 6000 nú- 
eleos rodeados por una única membrana plasmática. En pocas decenas de minutos el 
embrión es convertido en el mismo número de células que de núcleos. Este proceso de ce- 
lularización requiere una enorme cantidad de nueva membrana plasmática, que es añadida 
por una cuidada y ordenada fusión de vesículas que de inmediato forma la membrana plas- 
mática que rodea las células. Fenómenos de fusión similares a éste son necesarios para au- 
mentar la membrana en los anillos de constricción de células de animales y plantas durante 
la citocinests, proceso par el cual las dos células hijas se separan después de la mitosis (des- 
crita en el Capítulo 17). A ] 

La mayoría de las células, sobre todo las que se encuentran sometidas a estrés mecáni- 
co, sufren con frecuencia a lo largo de su vida pequeñas roturas de su membrana plesmáti- 


. <a. En un proceso sorprendente, en el que se cree que ocurren fenómenos de fusión 
- -homotípicas vesícula-vesícula corno de exocitosis, seforma rápidamerte un tapón en la su- 


perficie celular a partir de fuentes de membrana accesibles en las proximidades, como liso- 
somas. Además de constituir una barrera de emergencia frente a los escapes, este tapón 
también ayuda a reducir la tensión de la membrana alrededor del área de la herida pernaj- 
tiendo ala bicapa lipídica “normal” fhuir de nuevo hasta recuperar la continuidad y sellár la 
. Xotura. En la reparación de heridas, la fusión y exocitosis de vesículas está desencadenada 
por el incremento súbito de Ca?* que es abundante en el medio extracelular y penetra en el 
interior de la céhula en cuanto la membrana se rompe. En la Figura 18-70 se muestran tres 


- “Ejemplos en los que la exocitosis permite la expansión de la mennbrana plasmática, 


a 


A 
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() REPARACIÓN 
DE HERIDAS 


LA) APULLO DE 
CONSTRICCIÓN 


(B) FAGOCITOSIS 


Las células polarizadas dirigen las proteínas desde la red del trans ' : 
Golgi hasta el dominio apropiado de la membrana plasmática. 


La mayoría de las células de los tejidos están polarizadas y tienen dos fy a veces más) domi- 


nios de membrana que son las dianas de diferentes tipos de vesículas secretoras. Aparece; 
pues, el problema general de cómo se organiza la salida del complejo de Golgi para que se- 


mantengan las diferencias entre un dominio de membrana y otro. Por ejemplo, una célula - 


epitelial típica tiene un dominio apical, que da a una cavidad interna, o al mundo externo y 
que a menudo tiene estascturas especializadas corno los cilios o los microvilki; también tiene 
un dominio basolareral, que comprende el resto de la célula. Los dos dominios están sepa- 
rados por un anillo de uniones estrechas (véase Figura 19-24) que impiden que las proteínas 
ylaos lípidos (en la monocapa exterior de la bicapa tipídica) se desplacen entre las regiones 
apical y basolateral, de manera que la composición de los dos dominios de zmmembrana es 
diferente. 

Una célula nerviosa es otro ejemplo de célula polarizada. La membrena plasmática de 
su axón y los terminales nerviosos están especializados en enviar señales a otras cétulas, 
mientras que la mernbrane plasmática de su soma celular y de sus dendritas esté especiali- 


zada en recibir señales de otras células nerviosas. Los dos dominios tienen diferente com-. 


posición proteica, Estudios del tráfico de proteínas en células nerviosas en cultivo sugieren 
que, en lo que respecta a transporte vesicular desde la red del grans Golgi a la superficie 
celular, la membrana plasmática del soma celular nervioso y de las dendritas se parece a la 
membrana basolateral de una célula epitelial polaxizada, mientras que la membrana plas- 
mática del axón y de los terminales nerviosos se parece a la membrana apical de esta célula 


enitelial polarizada (Figura 13-71). Así, proteínas que están destinadas a un dominio.espe- . 


cífico en una célula epitelial, también se encuentran dirigidas al dominio correspondiente 
en una célula nerviosa. 


Diferentes estrategias direccionan selectivamente a [77 proteínas 
de membrana y a los lípidos hacia el dominio de membrana 
plasmática correcto o 


En principio las diferencias entre los dominios de la reermbrana plasmática no son por ne- 
cesidad las consecuencia de una entrega dirigida de los componentes de membrana apro- 
piados. Por el contrario, los componentes de membrana podrían ser entregados a todas las 
regiones de la superficie celular por un igual, para después ser estables en algunas regiones 


Figura 13-23 Comparación entre dos tipos de células polarizadas. Teniendo en cuenta 
sólo los mecanisraos utilizados para dirigir las proteínas hacla los diferentes dominios de 
tna célula, la membrana plasmática del soma celutar nervioso y las dendritas se parecen 

al dominio hasolateral de una célula epiteliad polarizada, mientras que la membrana 
plasmática de un axón y los terminales herviosos se parecen al dominio apical de una 

célula epíitelial, Los diferentes dominios de membrana tanto de las células epiteliales 

como de las nerviosas se encuentran separados por una valla molecular formada por una 
red de proteinas de membrana estrechamente asociadas con el clroesqueleto de actina 
subyacente; esta barrera - denominada unión estrecha en las células epitelfales y cono 
axonal en neuronas- evita la difusión de las proteínas de membrana entre los dos dominios. 


Figura 13-70 Tres ejemplos de exocitosis 
regulada que aumentan la superficie de la 
membrana plasmática. (A, B) Parece que las 
vesículas que se fusionan con la raermbiana 
plasmática durante la citocinesis y la 
fagocitosis proceden de los endosomas, 
mientras que (0) las que se encuentran 
implicadas en la reparación de heridas 
podrían: proceder de los lisosornas, 

La reparación de las heridas es un proceso 
esencial en aquellas células que, cómo las 
células musculares, están sometidas a 
estrés mecánico. 
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(8) CLASIFICACIÓN INDIRECTA VÍA ENDOSOMAS 


(A) CLASIFICACIÓN DIRECTA DE LAS PROTEÍNAS 
DE MEMBRANA EN LA RED DEL TRANS GOLGi 


y eliminados selectivamente en otras. Aunque esta estrategia de entrega al 22ar seguida de 
retención selectiva o eliminación parece ser la utilizada en algunas situaciones, por lo gene- 
rallas entregas son dirigidas específicamente a los dominios apropiados de membrane. Por 
ejernplo, las células epiteliales secretan con frecuencia una serie de productos --como enzi- 
mas digestivas O mucus en el caso de las células del intestino— por su superficie apical, y otra 
serie de productos -como componentes de la lámina basal- por su superficie basolateral. Así 
pues, las células han de tener mecanismos para direccionar las vesículas que contienen de- 
terminadas moléculas hacia diferentes dominios de membrana. 

Al examinar células epiteliales en cultivo se ha observado que las proteínas que salen 
del ER destinadas hacia diferentes dominios viajan juntas hasta que alcanzan al TGN. Allíse 
separan y son enviadas en vesículas de secreción a de transporte hacia el dominio de mem- 
brana apropiado (Figura 13-72), 

La membrana plasmática apical de la mayoría de las células epiteliales está muy enxl- 
quecida en glucoesfingolípidos, que contribuyen a la protección frente a la agresión de esta 
superficie expuesta, por ejemplo, por las enzimas digestivas y el pH bajo en sitios corno elin- 
testino y el estómago, respectivamente, De manera similar, las protefnas de la membrana 
plasmática que están wiidas a la bicapa lipídica mediante un anclaje glucosilfosfatidilino- 
sitol (GPL: glucosyiphosphatidylinositol) (descritas en el Capítulo 12) también se encuentran 
sobre todo en la membrana plasmática apical. Sí se utilizan técnicas de DNA recombinante 
para unix un anclaje GPL a una proteína que normalmente sería transportada a la superficie 
basolateral, por lo general la proteína es transportada a la superficie apical. Se cres que las 
proteínas unidas a GP] son dirigidas hacia la membrana apical porque están asociadas con 


los glucoesfngolípidos en balsas lipídicas de membrana que se forman en la membrana del... 


TGN. Coro se describe en el Capítulo 10, las balsas hpídicas se forman en el TON y en la 
membrana plasmática cuando los glucoesfingolípidos y el colesterol se agrupan en microa- 
gregados (véase Figura 10-14). Una vez han seleccionado un solo tipo de moléculas a trans- 
portar (carga). las balsas lípídicas emergen de la red del trans Golgi en vesículas de 
transporte destinadas a la membrana plasmática apical. Las balsas kpiídicas pueden partici- 
par en la clasificación de proteínas en el TGN, de una manera similar a como ocurre con la 
distribución selectiva de algunas proteínas de membrana en las balsas SS especializa- 
dos en caveolas en la membrana plasmática. 

Las proteínas de membrana destinadas a la membrana basolateral contienen señales 
en su cola citoplasmática. Cuando se encuentran en un contexto estructural adecuado, estas 
señales son reconocidas por proteínas adaprádoras de ka cubierta que las empaquetan en 
vesículas de transporte adecuadas en el TGN: Las mismas señales basolaterales que son re- 
conocidas en el TON también funcionan en los endosomas reciclando las proteínas hacía la 
membrana basolateral después de haber sido endocitadas. 


Figura 13-72 Dos vías de clasificación de los 
proteínas de la membrana plasmática en 
una célula epitellal pofarizada, Las proteinas 
que están recién sintetizadas alcanzaú su 
dominio de la membrana plasmática 
apropiado mediante (A) una vía directa o 
Ehuna da indirecta, En la vía indirecta una 
proteína es recuperada del dorainio 
inapropiado de la membrana plasmática por 
endocitosis y luego es transportada al 
dominio correcto vía endosonnas ternpranos, 
es deciz, por transcitosis. Se sabe que la vía 
indirecta es la que se utiliza en los 
hepatocitos del hígado pera entregar 
proteínas hacia el dorninto apical, que 
detimita los conductos bilíares. Sin embargo, 
envotros casos, como en las células epiteliales 
del intestino, se utiliza la vía directa, corno se 
describe en eltexto. 
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SOMA DELA 
CÉLULA NERVIOSA 
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Las vesículas sinápticas pueden formarse directamente 
a partir de vesículas endocíticas 


Las células nerviosas (y también algunas célules endocrinas) contienen dos tipos de vesícu- 
las de secreción. Como en todas las células secretoras, estas células empaquetan proteínas y 
péptidos en vesículas de secreción de contenido denso por la ruta que se utiliza habitual- 
mente y son liberadas mediante la vía secretora regulada para el caso. No obstante, estas cé- 
hulas utilizan además otra ciese especializada de pequeñas vesículas de secreción (unos 
50 nn de diámetro), denominadas vesículas sinápticas, y que se forman de manera dife- 
rente, En las células nerviosas, estas vesículas almacenan neurotransmisores pequeños, co- 
mo la acetilcolina, el glutamato y el ácido y-aminobutírico (GABA: gamma-aminobutiric 
acid), que participan en las sinapsis químicas comunicando rápidamente dos células entre 
sí. Como se ha descrito, cuaudo ta potencial de acción alcanza un terminal nervioso, de- 
sencadena la liberación del contenido de las vesículas en una fracción de milisegundo, 
Algunas neuronas disparan más de 1000 veces por segundo y liberan neurotransimisores ca- 
da vez, Esta rápida liberación es posible porque algunas de las vesículas están ancladas y ce- 
badas para la fusión, que sólo ocurrirá cuando el potencial de acción indiuzca el flujo de Ca?* 
en la terminal. 

Séto tina pequeña proporción de las vesículas sinápticas en el terminal nervioso se fu- 
sionan con la membrana plasmética en respuesta a cada potencial de acción, Pero para que 
el terminal nervioso responda con rapidez y de manera repetida, las vesí. is han de ser 1e- 
llenadas muy rápido después de su descarga. Así pues, muchas vesículas sinápticas no se 
generan a partir de la membrana del complejo de Golgi en el cuerpo cebular sino a partir del 
reciclaje local desde la membrana plasmática en los terminales nerviosos. Se cree que los 
componentes de membrana de las vesículas sinápticas son transportados a la membrana 
plesmática por la vía secretora constitutiva y después son recuperados por endocitosis. Pero 
en jugar de fusionarse con los endosomas, la mayoría de las vesículas endocíticas se rellenan 
de inmediato con neurotransmisores convirtiéndose en vesículas sinápticas. 

Los componentes de membrana de las vesículas sinápticas incluyen transportadores 
especializados en la captación de neurotransmisores desde el citosol, donde son sitetizadas 
las pequeñas moléculas de neurotransmisores que intervienen en la señalización sináptica 
rápida. Una vez lenas del neurotransmisor, las vesículas vuelven a la membrana plasmática, 
donde esperan hasta que la célula sea estimulada. Después de que hayan liberado su conte- 
nido, los componentes de membrana sor recuperados de la misma manera y son reutiliza- 
dos de nuevo (Figura 13-73). , 

Debido a que las vesículas sinápticas son abundantes y ienen un tamaño bastante uni- 
forme, es posible purificarlas en gran número, lo que las ha convertido en el orgánulo mejor 
caracterizado de la cébala, Mediante cuidadosos estudios de proteómica cuantitativa se han 
identificado todos los componentes de la vesícula sináptica (Figura 13-74). 


4. UBERACIÓN DE LOS COMPONENTES 
DE LA VESÍCULA, 58 ÁPTICA, 
EN LA MEMBRANA 
PLASMÁTICA, 


2 ENDOCITOSIS DE LOS COMPONENTES 
DE LA VESÍCULA SINÁPTICA 
CUE DIRECTAMENTE 
FORMA VESÍCULAS 


3 ENDOCIFOSIS DE COMPONENTES 
DE LA VESÍCULA SINÁPTICA 
Y ENTREGA AL ENDOSOMA 


4 GEMACIÓN DE LA 
VESÍCUILA SINÁPTICA 
DESDE EL. EMDOSOMA 


5 CARGA DEL MEUROTRANSMISOR 
ALA WESÍCULA SINÁPTICA, 


5 SECRECIÓN DEL NEUROTRANSMISOR 
POR EXOCEFOSIS EN RESPUESTA 
ALA ACTIVACIÓN CELULAR 


Figura 13-73 Formación de vesículas 


" sinápticas, Estas vesículas, diminutas y 


uniformes, se encuentran sólo en células 
nerviosas y en algunas células endocrinas, 
donde almacenan y secretan pequeñas 
ruoléculas de neurotransmisor. La 
importación de neurotrensimisores 
directamente en las pequeñas vesículas 
endocíticas que se forman a partir de la 
membrana plasmática está mediada par 
proteínas transportadoras de membrana 
que actúan corno antiportadores, impulsadas 
por un gradiente de H* que mantlenen las 
bombas de protones de la membrana 

de la vesícula. 
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Resumen 


Las células pueden secretar proteínas tanto de manera constitutiva como de manera regulada. 
Mientras que las rutas reguladas sólo achian en células secretoras especializadas, en todos las célr» 
las existe una ruta secretora constituriva que se caracteriza por un transporte vesicular continuo 
desde el TGN a la membrana plasmática. En la vía regulada, las moléculas son almacenadas en ve- 
sfculas de secreción o en vesículas sinápticas, que no se fusionan con la membrana plasmática para 
liberar su contenido hasta que reciben una señal apropiada. Las vesículas de secreción contienen 
protetnas para secreción que han sido transportadas desde el TGN. Las proteínas de secreción secon- 
centran durante la formación y la maduración de las vesículas de secreción. Las vestculas sinápticas, 
que sólo se encuertran en los terminales nerviosos y en algunos células endocrinas, se forman tanto 
a partir de vesicilos de endocitosis como de endosomas, y permiten la secreción de moléculas pe- 
queñas de neurotransmisotes. 

Las proteínas son automáticamente transferidas desde el TGN hasta la membrana plasmática 
a través de la ruta constitutiva, a menos que sean captadas por otras rutas o sean retenidas en el 
complejo de Golgi. En las célutas polarizadas, las rutas de transporte desde el TGN hasta la merm- 
brana plasmática actúen selectivamente asegurando que sean transferidos diferentes tipos de ppro- 

. tefnas de membrana y de lípidos a los diferentes dominios de la membrana plasmática, 


809 


Figura 13-74 Modelo a escala de la vestoula 
sináptica. La ¡istración muestra una sección 
a través de la vesícula sináptica enla que las 
proteínas y los Hpidos han sido representados 
a escala en función de su estequiornetría y de 
sus estructuras conocidas a aproximadas. 
Sólo se han representado alrededor del 70% 
de las proteínas presentes en fa membrana; 
un modelo completo mostraría una 
mernbrena aún riás densamente ocupada 
que el mostrado. Cada una de las membranas 
contiene 7000 moléculas de fosfalípido y 
5700 moléculas de colesterol. En la 
merdrana de cada vesicula sináptica se 
encuentran cerca de 50 pos de proteínas 


- integrales de menbrana diferentes que 


varían mucho en su abundancia relativa y 
que en conjunto tienen aproximadamente 
$00 hélices-a tensmernbrana. La SNARE 
sinaptobrevina es ta protelna más abundante 
en lavestcula (70 coplas/vesfcula). Su 
naturaleza fllamentosa le perrnite destacar y 
extenderse más allá de la densa capa que 
formanlos dominios citosólicos de las 
prateíras. Por el contrario, la V-ATPasa que 
utiliza ATP para bombear H* hacia el lumen 
de la vesícula, sólo se encuentran en Ta 2 
copias por vesícula, El gradiente de H+ 
aporta la energía para el transporte del 
neurotransmisor, mediante un transportador 
H*/neurotransmisor, que permite cargar 
cada vesícula con 1800 moléculas de 
neurotransmisor como el glutamato, uno dde 
los que se muestran a escala. (Adaptado de S. 
Takamor et al, Cell, 127:331-346, 2006. Con 
permiso de Elsevier.) <ACCA> 


PROBLEMAS 


¿Qué afirmaciones son ciertas? Explicar por qué sí o por qué no 


131" Eh todos los procesos que implican fusión de una vesícu- 

la a una raembrana diana, siempre se fusionan entre sí las capas 

citosólicas de las bicapas de la vesícula y de la membrana, como 
- lo hacen las capas que no están en contacto con el citosol. 


132 Sólo existe un requisito indispensable para la salida de 
una proteína del ER: debe estar correctamente plegada. 


13-3 Todas las glucoprotefnas y glucolípidos de las membranas 
intracelulares bienen sus cadenas de oligosacáridos dirigidas ha- 


cia la cara haminal; aquellas que se encuentran en la membrana 
plasmática apuntan hacía el exterior celular. 


33-44 Durante la transcitosis, las vesículas que se foraan a par- 
tir de depresiones recubiertas en la superficie apical se fusionan 
con la riembrana de la superácie basolateral y de este modo 
transportan moléculas a través del epitelio. 


Resolver los siguientes problemas 


13-5 En una célula que no se divide, como la célula hepática, 
¿por qué el fijo de membrana entre compartimientos debe estar 
equilibrado de manera que el fujo de reciclaje equilibre el Auja 


: de salida? ¿También se producirá esta situación de equilibrio en 


E 


tn, 


Pa 


a10 Cagítiso 13: Tráfico vesicular intracelular 


una célula que, como la célula del epitelio intestinal, se encuentra 
en constante división? 


13-6 Las levaduras y muchos otros organismos producen un 
único tipo de cadena pesada de clatrina y un único tipo de cade- 
na ligera; asípues sólo producen un único dpo de cubierta de cla” 
trina. ¿Cómo es posible que una única cubierta de clarrina pueda 
participar en tres rutas de transporte diferentes -de Golgi a endo- 
sornas tardíos, de membrana plasmática a endosomas tempranos 
y de vesículas de secreción inmaduras a Golgi- en das que se 
transportan de forma especifica diferentes proteínas? 


137 ¿Cómo es posible que sea cierto que las cadenas comple- 
mentarias de SNARE específicas sólo marquen vesículas y sus car 
respondieptes membrenas diana? Después de la fusión de 
vesículas la mernbrana diena contiene una mezcla de t-SNARE y 
v-¿NARE, Al principio, estás SNARE están íntimamente unidas, 
pero NSE puede separarlas, reactivándolas. ¿Qué evita que las 
membranas diana acumulen una población de v-SNARE igual o 
superior que la de sus propias t-SNARE? 


12-8 Los virus son los últimos “caroñeros” una consecuencia 
directa de sus pequeños genomas. Siempre que es posible utli- 
zan la maquinaria celular para realizar las diferentes etapas nece- 
sarias para su reproducción. Muchos vinas diferentes tienen 
cubiertas de membrana. Estos virus, denominados recubiertos, 
acceden al citosol fusionándose con una membrana celular. ¿Por 
qué cada uno de estos virus codifica su propía proteína de fasión 
en vez de aprovecharse de las SNARE celulares? 


13-9 Para que se produzca la fusión de una vesícula con su 


membrana diana, las membranas tienen que aproximarse a me- 
nos de 1,5 nm de distancia, de manera que las bicapas puedan 
unirse (Bigora P13-1). Asumiendo que les porciones significati- 
vas de las dos membranas en el sitio de fusión tienen 1,5 run de 
diámetro, calcular el número de moléculas de agua que se encon 
varían entre las dos merabranes. (El agua es 55,5 M y el volumen 
de un cilindro es 19h.) Dado que un fosfolípido ocupa una st- 
períícia de 0,2 na, ¿cuántos fosfolípidos estarían presentes en 
cada una de las dos monocapas opuestas en el sitio de unión? 
¿Hay suficientes moléculas de agua para unir las cabezas polares 
de esemimero de fosfolípidos? (Se estima que hay de 10 a 12 mo- 
léculas de agua asociadas con la cabeza polar de cada fosfolípido 
de la superficie expuesta de la membrana.) 


. 


mernbrana 
de la vesicula 


membrana diana | 


Figura P13-1 Aproximación íntima de una vesícula y su membrana diana 
en preparación para la fusión (Problema 139). 


13-10 Las proteínas SNARE existen como parejas coraplemen.- 
tarios que realizan la fusión de membranas entre vesículas apro- 
piadas y sus mernbranas diana, De esta forma una vesícula con 


combinaciones 


una variedad pertícular de v-SMARE sólo se fusionará con la 
membrana que contenga la L-SNARE coraplementaria. Sin er 

bargo, en algunas situaciones se producen fusiones de mernnbra- 
ras idénticas (fusiones horsotípicas). Por ejemplo, cuando tna 
célula de levadura foca una yerna, las vesículas que proceden de 
la vacuola de la célulá madre se desplazan ala yema donde se fu- 
sionan unas con otras formando una nueva vacuola. Estas vesí- 
culas llevan tanto v- corno t-SNARE, ¿Son ambos tipos de SNARE 
esenciales para estas fusiones homotípicas? 

Para evaluar este punto se desarrolla un ingenioso ensayo para 
la fusión de las vesículas vacuolares. Se preparan vesículas de dos 
cepas rmutemes de levadura: la cepa B contiene un gen defectuo. 
so de la fosfatasa alcalina (Pase: phosphatase) vacuolax; la cepa A 
es defectuosa en la proteasa que transforma el precursor de la fos- 
fatasa alcalina fpro-Pasa) en su forma activa (Pasa) (Figura 
P12-24). Niaguna de las dos cepas tiene fosfatasa alcalina, pero 
cuando los extractos de las dos cepas ye mezclan, la fusión vesi- 
cular produce fosfatasa alcalina activa que puede ser medida fá- 
cilmente (Figura P13-2) 

Ahora se eliminan los genes de las y- 0 las t-SNARE vacuolares, 
o ambos en cada una de las dos cepas de levadura, se preparan 
vesículas vacuolares de ambas y se evalúa su capacidad para fu- 
sionarse mediante el ensayo de fosfatasa alcalina (Figura 
P13-2B). 
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Figura P13-2 Requerimientos de SNARE para la fusión de las vesículas 
(Problema 13-10). (A) Esquerna para medir la fusión de las vesículas 
vacuolares. (1) Resultado de la fusión de vesiculas con diferentes 
combinaciones de v-SMNARE y tSNARE Las SNARE presentes en fas 
vesículas están marcadas como e (u-SNARE] y £ (r-SMASE), 


Ñ 
: 
LA 


A, 


PROBLEMAS 


¿Qué se puede deducir del papel de las v- y £-SNARE vacuolares 
enel proceso de fusión: de las vesículas vacuolares? ¡Tiene impor- 
tancia el tipo de SNARE que se encuentre en cada vesicula? 


13-11 Sise elimina la señal de recuperación al ER de la proteína 
disulfuro isomerasa (PDI. protein disuifide isomerase), que habi- 
tualmente es una proteína soluble residente en el ER, ¿dónde es- 
tará la proteína PO! modificada? 


1312 El receptor KDEL, para realizar su función de asegurar la 
retención en el lumen del ER de las proteínas solubies residentes 
en el ER, tiene que desplazarse adelante y atrás entre el ER y el 
complejo de Golgi ¿En qué compartimiento tiene que unir el re- 
ceptor DEL a su ligando con más intensidad? ¿En que comparti 
miento lo hará más débilmente? ¿Cuál es la razón que podría 
explicar las diferencias de afinidad que se observan en los dos 
compartimientos? Si se diseñara el sistema ¿en qué compard- 
miento situaríamos la vabdma concentración de receptor KDEL? 
¿Podríaraos predecir que el propio receptor KDEL, que es una 
proteína transraembrana, presentaría una señal KDEL? 


13-13 ¿De qué forma el pH bajo de los lisosomas puede suponer 
una protección para el resto de la célula frente a las enzimas liso- 
sornales en caso de una rotura del orgánulo? 


13-14 Los melanosoras son lisosomas especializados que al- 
macenan pigmentos para ste liberación ocasional mediante exo- 
citosis, Varios tipos celulares como las células de ta piel y las del 
cabello captan el pigmento, lo cual les da su coloración caracte» 
rística. A menudo, los ratones mutantes que tenen melanosomas 
defectuosos presentan colores suaves o inusuales. Uno de estos 
ratones mutantes, el raton Mocha (Figura P13-3), tiene un defec- 
to en el gen de una de las subunidades del complejo de proteínas 
adaptadoras AP3 que está relacionado con la formación de vesí- 
culas recubiertas de clatrina en la red del trans Golgi. ¿De qué for- 
ma la pérdida de función AP3 puede provocar un defecto en los 
melanosomas? 


Figura P13-3 Un ratón normal y el ratón Mocha (Problema 13-14). 
Además de su color claro, el ratón Mocha tiene disminuido su sentido 
del equilibrio, (Cortesía de Margít Burmetster) 


13-15 Pacientes con el sindrome de Hunter o con el síndzorne de 
Huxler raramente saperan la adolescencia. Estos pacientes acu- 
mulan glucosaminoglucanos en los lisosomas pues son incapa- 
ces de sintetizar las enzimas lisosómicas necesarias para su 
degradación. Cuando se fusionan las células de los pacientes de 
ambos síndromes los glucosaminoglucanos son correctamente 
degradados, lo que indica que las células carecen de enzimas de- 
gradativas diferentes. Si las células son cultivadas de forma con- 
junta son capaces de corregir sus defectos. Aún más sorprendente 
es el hecho de que el medio de cultivo procedente de un cultivo 
de células de Hurler es capaz de corregir el defecto en las células 
de Hunter (y viceversa). Los factores correctores presentes en el 
medio son imactivados por acción de proteasas, por tratamiento 


81 


con periodato que destruye los carbohidratos y por tratamiento 
con fosfatasa alcalina que elimina los grupos fosfato. 

A. ¿Cuáles son los factores correctores? Empezando por las cé- 
lulas del paciente dador describir la ruta que siguen los factores 
hasta alcanzar el medio de cultivo y posteriormente entrar en las 
células diana para corregir los defectos lisosómicos. 


8. ¿Cuáles larazón que explicaría que los tratamientos con pro- 
teasas, periodazo y fosfatasa alcalina inactiven los factores correc- 
tores? 

€. ¿Se producirá un tipo de efecto de corrección similar si se tra- 
tara de enzimas citosólicas mutantes? 


13-16 Un xmacrófago ingiere mediante endocitosis cada media 
hora el equivalente al 100% de su membrana plasmática. ¿Cuál es 
la tasa de retomo de membrana por exocitosis? 


13-17 Las células ingieren moléculas extracelulares mediante 
endocitosis mediada por receptor y endocitosis de fase fluida. Un 
trabajo clásico comparaba las eficiencias de las dos vías incuban- 
do células humanas durante varios periodos de tiempo con un 
factor de crecimiento epidérmico (EGE: epidermal growth factor) 
marcado con P51, para medir la endocitosis mediada por recep- 
tar, o mediante peroxidasa de rábano (HRP: horseradish peroxi- 
dase), pera medir la endocitosís de fase fluida. Tanto el EGF como 
la HRP se localizan en pequeñas vesículas cuyo radio interno es 
de 26 nm. A concentraciones crecientes, la entrada de HRP en las 
células fue lineal (Figura P13-44), mienuas que la de EGF fue l- 
neal al principio pero alcanzó un valor máximo que ya no fue su- 
perado a concentraciones superiores (Figura P33-4B). 


A. Explicar por qué la forma de las curvas de la Figura P13-4 $00 
diferentes para HRP y para EGR 


8. A partir de las curvas de la Figura P13-4 estimar la diferencia 
en las tasas de entrada entre HRP y EGF cuando ambas se en- 
cuentran a 40 nv. ¿Cuál sería la diferencia si ambas se encontra- 
ran a 40 pM? 

C. Calcular el número medio de moléculas HRP que son Íncor- 
poradas a cada una de las vesículas de endocitosis (radio 20-111) 
cuando el medio contiene 40 yv HRP [El volumen de una esfera 
es (413 jur? ] 

D. Loscientificos que hicieron estos experimentos dijeron en st 
momento: "Estos cálculos demuestran claramente cómo las célt- 
las internalizan EGÉ mediante endocitosis, excluyendo todo el 
medio extracelular, excepto quizás pequeñas cantidades”, ¿Qué 
significa esta afirmación? 
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Figura P13-4 ingesta de HRP y EGF en función de su concentración en el 
medio (Problerna 13-17). 
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Conversión energética: 
mitocondrias y cloroplastos 


La energía que se deriva de la oxidación parcial de moléculas de carbohidratos ricas en ener- 
gía es utilizada para formar ATP la principal moneda energética en las células (tratado en el 
Capítulo 2), a través de un conjunto de reacciones que even lugar en el citosoL. Pero en la 
historia de la vida apareció muy pronto un proceso mucho más eficiente de producción 
evergética. Este proceso requiere una membrana y permite a las células adquirir energía a 
partir de una amplia variedad de fuentes. Por ejemplo, tan importante es para la conversión 
de la energía de la huz en energía de erdace químico en la fotosfrtesis, como para la respira- 
ción aeróbica que perraite utilizar oxígeno para prodacir grandes cantidades de ATP a partir 
de las moléculas de los alimentos. 

Los procariotas utilizan se membrana plasmática para producir ATF. Pero en las células 
encariotas la membrana plasmática está reservada para los procesos de transporte descritos 
en el Capítulo 12. En su hugax, las cébulas eucariotas utilizan las reerbrenas especializadas 
situadas en el interior de unos orgénulos transformadores de energía para producir la mayor 
parte de todo el ATP celular Entre los orgánulos envueltos por una membrana están las mi- 
tocondrias, que están presentes en las células de casi todos los organismos eucariotas (En- 
chuyendo hongos, aniuales, plantas, algas y protozoos) y los plastos —especialmente los 
cloroplastos- presentes sólo en las plantas y en las algas. Al observar electrormicrografías, el 


rasgo morfológico más sorprendente tanto de mitocondrias como de cloroplastos es la gran * 


cantidad de membrana hterna que Genen. Esta membrana interna proporciona el marco 
para un elaborado conjunto de procesos de transporte de electrones que produce la mayor 
parte del ATP de las células. 

La ruta común mediante la cual mitocondrias, cloroplastos y procariotas se proveen de 
energíanecesaria para sus funciones biológicas actúa a través de un proceso conocido como 
acoplamiento quiriiosmótico, nombre que indica la unión entre las reacciones que forman 
un enface químico que genera ATP (“quimnio”) y el proceso de transporte de membrana 
(“osmótico”). El proceso de acoplamiento consiste en dos fases imernelacionadas levadas a 
cabo por complejos proteicos embebidos en una membrana: 

Fase 1. Los electrones de alta energía (derivados de la oxidación de las moléculas de los 
alimentos, de la acción de la luz del sol o de otwas fuentes que veremos más ade- 
lante) son transferidos a través de uña serie de transportadores de electrones ern- 
bebidos en la mexnbrana. Estas transferencias de electrones liberan energía que 
es utilizada para bombear protones (H*, derivados del agua, que es ubicua en las 
células) a través de la membrana y así generar un gradiente electroquímico de pro- 
tones. Como se describe en el Capítulo 11, un gradiente de jones a través de una 
mernbrana es una forma de almacenar energía; esta energía puede ser aprovecha- 
da para realizar un trabajo útil cuando los iones fluyen a través de la membrana a 

+, favar de su gradiente electroquímico. 


Fase2, Los H* fluyen a favor de su gradiente electroquímico, a través de tna máquina pro- 
teica denominada ATP sintasa, la cual cataliza la síutesis (dependiente de energía) 
de ATP a partir de ADP y fosfato inorgánico (Pj). Esta enzima ubicua actúa como 
una turbina y permite que el gradiente de protones impulse la producción de ATP 
figura 14-0), 

El gradiente electroquímico de protones también hace funcionar otras máquinas pro- 

teicas embebidas en las mertbranas (Figura 14-20. En las eucariotas, algunas proteínas espe- 

ciales acoplan el fijo a favor de gradiente de H* al uansporte de determinados metaboliros 
hacía adentro o hacia afuera de los orgánulos. En las bactenas, el gradiente electroquímico 
de protones se utiliza, además de para la síntesis de ATP y los procesos de transporte, como 
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Conversión energética: 
mitocondrias y cloroplastos 


La energía que se deriva de la oxidación parcial de moléculas de carbohidratos ricas en ener- 
gía es utilizada para formar ATP la principal moneda energética en las células (tratado en el 
Capítulo 2), a través de un conjunto de reacciones que even lugar en el citosoL. Pero en la 
historia de la vida apareció muy pronto un proceso mucho más eficiente de producción 
evergética. Este proceso requiere una membrana y permite a las células adquirir energía a 
partir de una amplia variedad de fuentes. Por ejemplo, tan importante es para la conversión 
de la energía de la huz en energía de erdace químico en la fotosfrtesis, como para la respira- 
ción aeróbica que perraite utilizar oxígeno para prodacir grandes cantidades de ATP a partir 
de las moléculas de los alimentos. 

Los procariotas utilizan se membrana plasmática para producir ATF. Pero en las células 
encariotas la membrana plasmática está reservada para los procesos de transporte descritos 
en el Capítulo 12. En su hugax, las cébulas eucariotas utilizan las reerbrenas especializadas 
situadas en el interior de unos orgénulos transformadores de energía para producir la mayor 
parte de todo el ATP celular Entre los orgánulos envueltos por una membrana están las mi- 
tocondrias, que están presentes en las células de casi todos los organismos eucariotas (En- 
chuyendo hongos, aniuales, plantas, algas y protozoos) y los plastos —especialmente los 
cloroplastos- presentes sólo en las plantas y en las algas. Al observar electrormicrografías, el 


rasgo morfológico más sorprendente tanto de mitocondrias como de cloroplastos es la gran * 


cantidad de membrana hterna que Genen. Esta membrana interna proporciona el marco 
para un elaborado conjunto de procesos de transporte de electrones que produce la mayor 
parte del ATP de las células. 

La ruta común mediante la cual mitocondrias, cloroplastos y procariotas se proveen de 
energíanecesaria para sus funciones biológicas actúa a través de un proceso conocido como 
acoplamiento quiriiosmótico, nombre que indica la unión entre las reacciones que forman 
un enface químico que genera ATP (“quimnio”) y el proceso de transporte de membrana 
(“osmótico”). El proceso de acoplamiento consiste en dos fases imernelacionadas levadas a 
cabo por complejos proteicos embebidos en una membrana: 

Fase 1. Los electrones de alta energía (derivados de la oxidación de las moléculas de los 
alimentos, de la acción de la luz del sol o de otwas fuentes que veremos más ade- 
lante) son transferidos a través de uña serie de transportadores de electrones ern- 
bebidos en la mexnbrana. Estas transferencias de electrones liberan energía que 
es utilizada para bombear protones (H*, derivados del agua, que es ubicua en las 
células) a través de la membrana y así generar un gradiente electroquímico de pro- 
tones. Como se describe en el Capítulo 11, un gradiente de jones a través de una 
mernbrana es una forma de almacenar energía; esta energía puede ser aprovecha- 
da para realizar un trabajo útil cuando los iones fluyen a través de la membrana a 

+, favar de su gradiente electroquímico. 


Fase2, Los H* fluyen a favor de su gradiente electroquímico, a través de tna máquina pro- 
teica denominada ATP sintasa, la cual cataliza la síutesis (dependiente de energía) 
de ATP a partir de ADP y fosfato inorgánico (Pj). Esta enzima ubicua actúa como 
una turbina y permite que el gradiente de protones impulse la producción de ATP 
figura 14-0), 

El gradiente electroquímico de protones también hace funcionar otras máquinas pro- 

teicas embebidas en las mertbranas (Figura 14-20. En las eucariotas, algunas proteínas espe- 

ciales acoplan el fijo a favor de gradiente de H* al uansporte de determinados metaboliros 
hacía adentro o hacia afuera de los orgánulos. En las bactenas, el gradiente electroquímico 
de protones se utiliza, además de para la síntesis de ATP y los procesos de transporte, como 
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almecén de energía utilizable directamente y también para llevar a cabo la rápida rotación. 
del ftagelo bacteriano, lo que permite a la bactería desplazarse. 

El juego completo de proteínas de membrana, junto con las moléculas pequeñas que 
participan en la secuencia ordenada de transferencia de electrones, se denomina cadena de 
transporte de electranes, El mecanismo del transporte de electrones es análogo al de una 
central eléctrica que conduce una corriente a través de un conjunto de bombas eléctricas, 
Sin embargo, en los sistemas biológicos los electrones son transportados entre un lugar y 
otro no por cables eléctricos sino por moléculas que difunden, que pueden captar electrones 
en una localización y liberaxlos en otxa localización. En el caso de la mitocondria, el prime- 
ro de estos transportadores de electrones es el NAD?, que capta dos electrones ty un EH) 
transformándose en NADH, una pequeña molécula soluble en agua que transporta electro- 
nes desde los lugares donde se degradan las moléculas alimenticias hasta la membrana mi- 
tocondrial interna. 

En la Figura 14-3 se compara el proceso de transporte de electronés de la mitocondria, 
que transforma la energía de compuestos químicos, con el proceso que tiene lugar en los 
cloropiastos, que transforma la energía de la luz solar. En la mitocondria, los electrones que 
han sido liberados en la degradación de las moléculas de carbohidratos a COz son trans- 
feridos a través de la membrana por wa cadena de transportadores de electrones, que fi- 


_nalmente reducirán al oxígeno gas (02) hasta agua. La energía libre liberada cuando los. 


electrones fiuyen desde un estado de alta energía a uno de baja energía, dirige una serie de 
tres bombas de H* de la merabrana mitocondrial interna; el tercer H* bormbeado de la serie 
es el que cataliza la transferencia de los electrones al O, (véase Figura 14-34), 

£unaue el cloroplasto se puede describir en unos términos similares y algunos de sus 
compenentes principales son muy parecidos a los de la mitocondiía, la merobrana del clo- 
roplasto tiene algunos componentes cruciales que no se encuentran en la membrana mito- 
condrial, Los más importantes de estos componentes sor los fotosistemas, huga. e e0 los que 
el pigmento verde denominado clorofila captura la energía de la luz y la aprovecha pera 
duigir la ransferencia de electrones, tal como las fotocétulas de los paneles solares absorben 
la energía de la luz y dirigen una corriente eléctrica. La fuerza electrorsotriz generada por 
los fotosistemas del cloroplasto impulsan el transporte de electrones en dirección opuesta 
que en el caso de las mitocondrias: los electrones son recogidos desde la molécula del agua 
produciendo O y son cedidos al COz (vía NADPB, un compuesto estrechamente relaciona- 
do con el NADED para sintetizar carbohidratos. De esta forma, el cloroplasto genera Ch y cax- 
bohidratos, mientras que la mitocondxía los consume (véase Figura 14-38). 

Se cree que los orgánulos transformadores de energía de las células eucariotas evolu- 
cionaron a partir de procariotas que fueron endocitados por células eucariotas primitivas y 
desarrollaron una relación simbiótica con ellos (se explica en el Capítulo 12). Esta hipótesis 
explica por que las mitocondrias y los cloroplastos tienen su propio DNA, que codifica algu- 
nas de sus proteínas. Desde su captación inicial por una célula huésped estos orgánulos han 
perdido gran parte de su genoma y se han vuelto notablemente dependientes de proteínas 
que son codificadas por genes en el núcieo celulas, sintetizadas en el citosol y entonces lm- 
portedas al orgánulo. De forma recíproca, las células huésped han Hegado a depeader de 


Figura 14-1 Utilización de la energía para 
loiida (A) Los requerimientos esenciales 
para la quimiosmosis son tuna neerabrana en 
la que estén embebidas una bomba proteica 
y una ATP sintasa- y una fuente de electrones 
de afta energía (e7). Los protones que se 
ruestrancen la figura (4%) se captan 
brernente a partir del agua. La bomba 
utiliza la energía de la transferencia de los 
electrones faguína se rmuescan detalles) 
para bombear protones procedentes 

del agua y generar un gradiente 
electroquímico de protones a través de la 
mernibrana. (8) Este gradiente actúa como 
almacén de energía, que puede ser utillzada 
para impulsar la síntesis de ATP por la AFP 
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Figura 14-2 Acoplamiento quimilosmótico. 
La energía procedente de la luz solar o de la 
oxidación de los alimentos, se utiliza en 
primer hugar para generar un gradiente 
electroquímico de protones a través de la 
membrana, Este gradiente constituye un 
almacén versátil de energía en la 
mitocondria, los cloropiastos y las bacterfas 
cue impulsan diversas reacciones que 
requieren energía. 
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Figura 14--3 Procesos del transporte electránico, (A) La mitocondria convierte energía a partir de compuestos químicos. (B) El cloroplasto 
transforma energía a partir de le luz solar Las entradas se índican en verde cíaro, los productos en azul y el cacaino del fujo de electrones 
se indica con flechas rojas. Cada complejo proteico (naranja) está embebido en la membrana. Nótese que la fuerza protón-motuiz 
generada por los dos fotosistemas del cloroplasto impulsa la transferencia de elecuones desde el H¿0 hasta los carbohidratos, es decir, 

en sentido opuesto a la dirección energéticamente favorable del transporte de electrones en la mitocondria. Así, mientras que en la 
enitocondria las moléculas de los carbohidratos y el Oz figuran corno entvadas, en el cloroplasto representan los productos, 


estos orgánulos no sólo de la grao cantidad de ATP que necesitan para Hevar a cabo la bio- 
síntesis, el borabéo de jones y la motilidad, sino también de determinadas reacciones 
biosintéticas que octuaren en su Baterior, 


LA MITOCONDRIA 


La rmútocondria ocupa una parte sustancial del volumen citoplasmárico de las células euca- 
ríotas y han sido esenciales para la evolución de los animales pluricelulares. Sin las mito- 
condrias las células animajes actuales dependerían de la glucólisis anaeróbica para forroar 
ATP Cuando la glucólisis transforma la glucosa en piruvato, sólo se libera tuna pequeña frac- 
. <ión del total de la energía libre que es potencialmente disponible a partir de la oxidación de 
la glucosa. En las mitocondrias, el metabolisrao de los azúcares es completo: el piruvato es 
importado a la roitocondria y oxidado por el Op hasta CO y HO, lo que permite producir 
15 veces más ATP que si se sólo se tutilizara la glucólisis. 

Las mitocondrias suelen describirse coro cilindros alargados y rígidos, de un diámetro 
comprendido entre 0,5 y 1 pun y parecidos a bacterias. Sin embargo, la microcinematografía 
a intervalos de tiempo de las células vivas revela que las mitocondrias son orgánulos clara- 
mente móviles y plásticos, que cambian constantemente de forma (Figeura 14-4] e incluso 
que se fusionan unas con otras y se vuelven a separar Cuando se desplazan por el citoplas- 
ma, las mitocondrias aparecen a menudo asociadas a los microtúbulos (Figura 14-5), lo que ES 
quizás determina su orientación y distribución típica en los diferentes tipos celulares. Así, las Ed 
mitocondrias de algunas células forman largos filamentos o cadenas móviles, mientras que É, 

Otrasse mantienen en una posición ja en la que pueden proporcionar ATP de forma direo- 

taa higares de un consumo superior al normal de ATP por ejemplo, exésten ua granjndme- ÓN 

ro de mitocondrias empaquetadas entre las miofibrillas adyacentes en las células del Y % 
músculo cardíaco o mitocondrias densamente agrupadas alrededor del Mlagelo en los esper- 


matozgides (Figura 14-6). Y 


Las mitocondrias son lo bastante grandes como para poder observarse al microscopio óp- 
ico y fueron identificadas por primera vez durante el síglo xx. Sin embargo, el progreso real 
en el conocimiento de su función dependió de procedimientos para aislar mitocondrias 
intactas, desarrollados en 1948. Par cuestiones técnicas, la mayoría de los estudios bioquí- Figura 14-4 Plasticidad mitocondrial. 
micos se realizaron en meltocondras purificadas de hígado; cada célula hepática condene Cuando se observa una mitacondria en una 
entre 1000 y 2000 de estos orgánulos, los cuales ocupan alrededor de tuna quinta parte del cálula viva, con frecuencia se aprecian en ella 
volumen celular, rápidos cambios de forma. 
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(a) 6) 


La mitocondria presenta una membrana externa, una interna 
y dos compartimientos internos 


Cada mitocondria está rodeada por dos membranas altamente especializadas y con fun-. 
ciones muy diferentes. Ambas membranas definen dos compartimientos mitocondriales” 
diferentes: la matriz interne y un espacio intermerabrana más estrecho que el anterior. Si 
las mitocondrias purificadas se rormpen suavemente y luego se fraccionan sus distintos 
componentes (Figura 14-7), se puede determinar la composición bioquímica de cada tuna 
de las dos membranas y del espacio que delimitan. Cada una de ellas contiene una colec- 
ción característica de proteinas. La mayoría de las alrededor de 1000 proteínas mito- 
condriales están codificadas en el núcleo y son importadas a la mitocondria desde el cito- 
plasma por proteínas translocasa especializadas de las membranas mitocondriales externa 
(TOM: transtocase of the euter mernbrane; translocasa de la membrana externa) e interna 
(TIM: transiocase of the inner membrane; translocasa de la membrana interna) (se describe 
en el Capítulo 12) 

La membrana externa contiene muchas moléculas de porína, un tipo de proteína 
transportadora que forrna anchos canales acuosos a uravés de la bicapa lípídica (se trata en 
el Capírulo 11). Así, esta membrana se parece a un tamiz permeable a todas las moléculas de 
menos de 5000 daltons, incluidas pequeñas proteínas. Estas moléculas pueden penetrar en 
el espacio intermembrenoso, pero la mayoría de elias no pueden atravesar la membrana in- 
terna, que es impermeable. Esto significa que, mientras que el espacio intermembranoso es 
químicamente equivalente al citosol respecto a las pequeñas moléculas que contiene, el 
espacio de la matrje contiene un grupo de estas moléculas muy seleccionado. 

Como explicarernos con detalle más adelante, el principal compartimiento de la mito- 
condria desde el punto de vista funcional es la matriz y la membrana inter. uelo delimita. 
La membrana ritocondrial mterna está altarnente especializada. En su bicapa lipídica can- 
tiene una elevada proporción del fosfolípido “doble” cardiolipina, que tiene cuatro ácidos 
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Figura 14-5 Rejactones entre las 
mitocondrias y los microtóbulos, 

(A) Micrografía de cadenas de mitocondrias 
alargadas observadas en una célula viva de 
mamifero mantenida en cultivo. La célula 
fue contrastada con un colorante vital 
fluorescente (la rodamina 123) que marca 
de forina específica las mirocondelas. 

(1) Mieografía de himunofiuorescencia 

de la misma célula antecior pero fijada y 
contrastada con anticuerpos Huorescentes 
que se unen a los microtúbulos, Nótese 
que lastritocondrias tienden a alinearse 
alto largo de los microtubrulos, (Por cortesta 
de Lan Bo Chen) 


Figura 14-6 Localización de las 
mitocondrias en el músculo cardlaco y en 
ta cola del espermatozoide, cerca de los 
iugares en los que se utilizan grandes 
cantidades de ATP El músculo cardíaco (A] 
de ta pared del corazón es el músculo más 
utilizado en el cuerpo, y sus continuas 
contracciones requieren un simindstro 
seguro de energía. Tiene una reserva de 
energía limitada y depende del suministro 
constante de ATP de las numerosas 
mitocondrias alineadas cerca de las fibras 


” musculares contráctiles (véase p: 1031): 


Durante el desarrolio del flagelo de la cota 
del espermatozoide (B), unos microtúbulos 
se enroscan de forma helicoidal alrededor del 
axonema, donde al parecer condicionan la 
localización de las mitecondrias en la cola; 
después, estos inicrotúbulos desaparecen 

y las mitocondrias se fusionan unas con 

otras dando lugar a lá estructura que se 
muestra en la ilustración. 
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Figura 14-3 Fraccionamiento bioquímico de mitocondrias purificadas en sus MITOCONDRIA matriz 
componentes. Estas técnicas han hecho posible estudiar las diferentes proteínas INTACTA 
de cada compartimiento mitocondrial. El método mostrado, que permite el ue 
procesamiento de un gras número de mitocondejas al mismo tiempo, aprovecha 
el hecho de que en un medio con una fuerza osmótica baja, el agua fluye hacia 
dentro de la eritocondria y dilata el espacio matricial larmarillo). Las crestas de : 
la membrana roitocondrial interna le permiten desplegarse acomodándose en un medio de baja osmolaridad, 
a la expansión, pero la mesnbrana externa -que no biene plegues- se [ompe, el influjo de agua Race que la 


fiberando una estructura compuesta sólo por la membrana intema y la matriz. mitocondila se hínche y que 
ta membrara exterma se rompa, 


liberando el contenido del espacio 
intermembrana; la mérnbrana 
interna permanece intacta 


menbrana interna 


espacio 
ietermembrana 


grasos que al parecer colaboran haciendo que la membrana sea especialmente impermeable 
ados jones (véase Figura 14-65), Esta membrana también presenta diversas proteínas de 
transporte que hacen que la membrana sea permeable de forma selectiva a les pequeñas 
moléculas rmetabolizadas o que son necesarias por las numerosas enzimas mitocondriales 
que se hallan concentradas en la matriz. Entre estas enzimas se encuentran las que metabo- 
lizan el piruvato y los ácidos grasos hasta acetil CoA y las que oxidan el acetil CoA en el ciclo 
del ácido cítrico. Los principales productos finales de esta oxidación son el CO», que es eli- 
minado de la célula, y el NADH, que constituye la principal fuente de electrones que serán 
transportados a través de la cadena respiratoria, es decir, la cadena de transporte de elec» 
trones de la mitocondria. Las enzimas de la cadena respiratoria están situadas en la mern- 
brana mitocondrial interna y son esenciales para todo el proceso de la fosforilación 
oxídativa, que genera la mayoría del ATP de la célula animal. 

Como se lustea en la Figura 14-8, la membrana mitocondrial interna suele estár muy 
replegada, formardo una serie de dobleces dirigidos hacia la matrz, denominados crestas. 
Estas invaginaciones aumentan notablemente el área de la membrana interna, de forma que 
en las células de hígado, por ejemplo, constituyen alrededor de una tercera parte del total de 
la membrana de la célula. El número de crestas de las mitocondrias de las células del ruís- 
culo cardíaco es tres veces mayor que el de las mitocondrias de una célula hepática, debido 
probablemente a la mayor demanda de ATP de las células del corazón. Además de las dife- 
rencias morfológicas, existen también diferencias sustanciales en las enzimas mitocondria- Ú z 79 des 
les de diferentes tipos celulares. Sin embargo, en este capítulo prescindiremos de estas A Y Sos n 
diferencias y se centrará la atención en las enzimas y en las propiedades que son comunes a 
todas las mitocondrias. 


la centrifugación consigue que el 
contenido del espacio intermembrana 
quede en la fracción no sedimentada 
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la transferencia a un medio 
de osmolaridad elevada 
provoca la retracción 


la centrifugadón en gradiente | 
de densidad separa la membrane 
externa de la mitocondría de la 
matriz y de la membrana que 


El ciclo del ácido citrico genera electrones de alta energía punta Y 


Las mitocondrias pueden udlizar como combustible tanto el piruvato como los ácidos gra- 
sos. El piruvato procede de la glucosa y de otros azúcares; los ácidos grasos proceden de las A 0 
grasas. Ambos tipos de moléculas combustibles son transportados a tavés de la membrana N 
mitocondrial ínterna y son transformados por enzimas localizadas en la matriz mitocondrial 
en un intermediario metabólico crucial, el acetil CoA. Después, los grupos acetilo del acetil 
CoÁ son oxidados en la matriz a través del cícto del ácido cítrico, descrito en el Capítdo 2. 
El ciclo convierte los átomos de carbono del acetilo del aceti-Cos, en CDs, el cual es elimi- 
nado de la célula como producto de desecho. Sin embargo, lo más importante es que esta 
oxidación genera electrones de alta energía, que son transportados por las moléculas trans- 
portadoras activadas NADH y FADH (Figura 14-9). Estos electrones de alta energía son 
transferidos a la mernbrana mitocondrial interna, donde entran en la cadena de transporte 

de electrones; la cesión de estos electrones regenera el NAD? y el FAD necesarios para que el pila A na 
metabolismo oxidativo continúe, En la Figura pS se presenta de forma esquemática la 

secuencia completa de reacciones, A 


la rotura y centrifugación 
separa la membrana interna 
de los componentes de la matriz 


Un n proceso quimiosmótico transforma la energía 
de oxidación en ATP 


Á pesax de: que el ciclo delácido cítrico es considerado corno parte del metabolismo aeróbico, 
en este proceso no se utiliza oxígeno. Sólo se consume directamente oxígeno niolecular (O))* 
al nal, en las reacciones catabólicas que tienen lugar en la membrana mitocondrial interna. 
Casi toda la energía disponible a partir de la combustión de los carbohidratos, grasas y.otros 
nutrientes, obtenidos de los sustratos por el NAD* y el FAD, se almacena al inicio en forma 


y rembraena externa 


AUS 


A 
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Matriz. Este gran espacio interior contiene una mezcla muy cóncentrada ” 
de centenares de enzimas, induyendo las necesarias para la oxidación 

del piruvato, la oxidación de los ácidos grasos y el ciclo del ácido cítrico. | 
La matriz también contiene algunas copias idénticas del genoma' 
mitocondrial, Mbosomas rmitocondriates especiales, 1RNA y varias 

enzimas necesarias para la expresión de genes mitocondriales. 


Membrana Interna. La membrana interna está replegada en numerosas |] 
crestas, que incrementan considerablemente su superfide total, 
Contiene proteínas de tres tipos de funciones: (1) las que llevan 
á cabo las reacciones de oxidación de la cadena de transporte 
de electrones; (2) la ATP síntasa que produce ATP en la matriz, p 
y (3) proteínas transportadoras que permiten el paso de metabolitos 
hacia la matriz y hacia el exterior, A través de esta membrana se 
establece un gradiente electroquímico de H* que impulsa a la ATP 
sintasa, por lo gue la membrana debe ser impermeable a los iones 

y a la mayor parte de moléculas pequeñas cargadas. A 


Membrana externa. La membrana externa contiene una gran cantidad 
de ina proteína formadora de canales (denominada porina, VDAC), por 
lo que es permeable a todas las moléculas de menos de 5000 daltons, 
Otras proteimas de esta membrana son las enzimas implicadas en la 
síntesis mitocondrial de lípidos y las que transforman sustratos lipídicos 
en compuestos que posteriormente serán metabolizadas en la matriz, 
receptores de importación de proteínas mitocondriales y la maquinaria 
enzimática para la división y la fusión del orgánulo. 


Espacio intermernbrana. Este espacio contiene varias enzimas que 
utilizan el ATP que sale de la matriz, para fostorilar otros nucleótidos, 


Figura 14-3 Estructura de una tmitocondria, 
<CGAT> Se estima que un 67% del total de 
la proteína mitocondrial del hígado está 

Ea localizadio en la matriz de las mitocondrias, 

2) E un 21% está localizado en la membrana 

OA interna, un 6% en la membrana externa 
2 y un 6% en el espacio intermembrana. 

E Como se indica, cada una de las cuatro 
regiones de una mitocondria tiene tun 
conjlinta de proteínas característico que 
permite a cada compartimiento llevar a cabo 
funciones diferentes. (Electromicrografía 
grande por cortesía de Daniel S. Friend; 
electromicrografía pequeña y reconstrucción 
tridimensional de T.G. Frey, CM, Renken 

y G.A. Perkins, Blochirn. Biophys. Acta 
1555:196-203, 2002. Con la autorización 
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Figura 14-9 De qué forma el NADE cede electrones. En este esquena, los electrones de alta energía están representados 
por dos puntos rojos sobre el átomo de hidrógeno, en amarilla, El NADH cede un fon hidruro (Ho, un átomo de hidrógeno 
con un electrón extra) que es transformado en un protón y dos elecirones de alta energía: M7 H* + 267. En la figura sólo 
se muestra el anillo que transporta los electrones en un enface de alta energía; para observar la estructura completa y la 
conversión de MAD? en NADE, vézse en la Figura 2-60, la estructura del NADPH, compuesto muy relacionado con el NADA, 
Los elecuones también son transportados, de forma sirnilar, por el FADHy, cuya estructura se muestra en la Figura 2-83. 
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de electrones de alta energía. Estos electrones, transportadas por el NADH y el FADH>, reac- 


cionan con el Oz en la cadena respiratoria embebida en la membrana mitocondria! interna. * 


La rierabrana mitocondrial interaa aprovecha la gran cantidad de energía liberada para im- 
pulsar la transformación de ADP + P; en 4TP. Por esta razón, para describir esta serie de 
reacciones se utiliza el término fosforitación oxidativa (Figura 14-41). o 

Carno ya hemos mencionado, la producción de ATP por la fosforilación oxidativa en la 
cadena respiratoria depende de un proceso quimiosmótico, Cuando fue propuesto por pri- 
mera vez en 1961, este mecanismo resolvió un antiguo rompecabezas de la biología celular. 


.. No.abstante, la idea resultaba tan original que fueron necesarios varios años para. acumular... 


las pruebas suficientes para que fuera aceptada de forma general. 
En el resto de la sección, se describirá brevemente el tipo de reacciones que hacen po- 
sible la fosforilación oxidativa, dejando los detalles para más adelante, 


. 


El NADH transfiere sus electrones al oxígeno a través de tres 
grandes complejos enzimáticos respiratorios 


Aunque la cadena respiratoria recolecta energía mediante un mecanismo diferente al que 
utilizan otras reacciones metabólicas, el principio es el mismo. Se consigue que la reacción 
energéticamente favorable Ha + Ya Oz > H20 se produzca a través de muchos pequeños pasos, 
de forma que la mayor parte de la energía de esta reacción pueda ser transformada en una 
forma de almacenamiento en vez de ser liberada al medio en forma de calor. En primer lugar, 
los átomos de hidrógeno son escindidos en protones y electrones. Los electrones pasan a 
través de una serie de transportadores de electrones de la membrana mitocondrial interna. En 
algunos pasos a lo largo de esta cadena, los protones y los electrones se recombinan temporal- 
mente. Pero sólo al final de esta cadena de transporte electrónico se vuelven a combinar con 
los protones de forma permanente, cuando son utilizados para neunalizar las cargas negativas 
generadas por la adición final de electrones a la molécula de oxígeno (Figura 14-12). 

El proceso del transporte de electrones empieza cuando el ion hidruro se libera del 
NADH (regenerándose NAD”) y se transforma en un protón y dos electrones (H7 + H* +28. 


Estos dos electrones son transferidos al primero de una serie de más de 15 ransportadores * 


diferentes de electrones que se hallan en la cadena respiratoria. Los elecrrones empiezan 
g 
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Figura 14-10 Resumen del metabotismo 
productor de energía de las mitocondrias, 

El piruvato y los ácidos grasos entran en la 
mitocondila (parte inferior) dando lugar a 
acetil CoA, que será merabolizado porel dclo 
del ácido cítrico, al cual reduce el NAD? a 
NADH (y el FAD a FADHA, aunque aquél no se 
muestran). En el proceso de la fosforilación 
oxidativa, los electrones de alta energía 
pracedentes del NADA (y del FADH3) 

pasar a lo largo de la cadena de transporte 
de electrones hasta el oxígeno (O). 

Éste transporte de electrones genera 

un gradiente de protones a través de la 
membrana interna que impulsa fa 
producción de ATP por la ATP sintasa 

lvéase Figura 14-11 El NADH generado en 

el citosal por ta giucólisis también transfiere 
electrones a la cadena respiratoria (no se” 
muestra en la figura). Dado que el NADA 

no puede pasar a través de la membrana 
mitocondrial interna, la transferencia 
etectrónica desde el NADH citosótico 

se tiene que efectuar de manera indirecta 
por medio de un (de entre varios) sistema de 
“lanzadera”, que transporta otros compuestos 
reducidos al interior de ta mitocondria; 
después de ser oxidado, este compuesto 
vuelve al citosol, donde es reducido de nuevo 
por ef NADH (véase también la Figura 14-32). 
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Figura 14-11 Principal red de 
transformación energética catalizada 
por la mitocondria. En este proceso de 
fosforilación oxidativa, la membrana 
mitocondrial interna actúa como tna 
máquina de intercanversión energética, 
vwansformando parte de la energía de 
oxidación del MADH (y del FADH y) 

en energía de enface fosfato del ATP, 
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(A) COMBUSTIÓN (8) OXIDACIÓN BIOLÓGICA 
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con una energía muy alta, que van perdiendo a medida que pasan a lo largo de la cadena. La 
mayoría de las veces, los electrones pasan de un ion metálico a otro, cada uno de los cuales 
está estrechamente unido a una molécula de proteína que altera la afinidad electrónica del 
jon rnetálico (descrito más adelante). La mayor parte de estas proteínas se encuentran 38gru- 
padas en tres grandes complejos enzimáticos respiratorios cada uno de los cuales contiene, a 
su vez, proteínas transmemnbrana que tenen con firmeza el complejo ala membrana mitó- 
condrial ioterna. Cada complejo de la cadena ene mayor afinidad por los electrones que su 
predecesor, de forma que los electrones pasan de forma secuencial de un complejo al otro 
hasta que son transferidos al oxígeno, el cual tiene una afinidad por los electrones mayor 
que la de cualquier otro complejo de la cadena. 


A medida que los electrones se desplazan aldo largo de la cadena 
respiratoria, se almacena energía en forma de gradiente 
electroquímico de protones a través de la membrana interna 


La íntima asociación que existe entre los transportadores de electrones y las moléculas de 
proteína posibilita la fosforilación oxidativa, Las proteínas guían a los electrones a lo largo de la 
cadena respiratoria, de tal manera que los electrones se desplazan secuencialmiente de un 
complejo enzimático al otro, La transferencia de electrones está acoplada a la captación y li- 
beración orientadas de H*, como ocurre en los cambios alostéricos que presentan las bom- 
bas proteicas transformadoras de energía. El resultado es que el bombeo de H* a través de la 
membrana interna, desde la matriz hacia el espacio intermembrana, se produce debido al 
fiujo energéticamente favorable de electrones. Este desplazamiento de H* tiene dos conse- 
- cuencias principales: 


Ll. Genera un gradiente de pH a través de la membrana mitocondrial interna, con un valoT... o... 


de pH mayor en la matriz que en el citosol, donde suele ser cercano a 7 (el pH del 
espacio infermembrana es equivalente al del citosol, ya que las raoléculas pequeñas se 

equilibrar libremente a través de la menbrana externa de la mitocondria). 
2. Genera un gradiente de voltaje (un potencial de membrana) a través de la membrana 
mitocondrial interna, negativo en el interior y positivo en el exterior (que es el resulta- 

¿Ao del flujo neto de salida de lones positivos). 

al gradiente de pH (4pH) conduce a los H* de nuevo hacía AN ioiciado así el 
efecto del potencial de membrana (AV) que actúa atráyendo hacía la matriz a cualquier ion 


figura 14-12 Comparación entre las 
wádadones bológicas y la combustión, 

(4) Sel Hidrógeno se quemara, la mayor 
parte de la energía se liberaria en forma de 
calor. (8) Por el contrario, en las oxidaciones 
biológicas la mayor parte de la energía 
liberada se aprovecha transformándose en 
alguna forma de energía útll para la célula, 
sobre todo a través de la cadena de 
transporte de electrones de la rmermbrana 
initocondnial interna fla cedena respiratoria), 
La mítocondria Bbera el resto de la energía 
de oxidación en forma de calor En realidad, 
los protones y los electrones que se muestran 
se obtienen de los átomos de hidrógeno que 
se hallan unidos covalentemente a moléculas 
de NADH o de FADH y, 
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positivo y empujando hacia el exterior a cualquier on negativo. En conjunto, estas dos fuer- 
zas constituyen un gradiente electroquímico de protones (Pigura 14-13). El gradiente elec- 
troquímico de protones ejerce una fuerza protón-motriz, que se puede medir en milivoltios 
(mV). En una célula típica, la fuerza protón-motriz de la membrana interna de una mito- 
condria que esté respirando oscila entre 180 y 190 mv, lo que genera un potencial de mem- 
brana de entre 160 y 170 mV para un gradiente de pH de alrededor de entre 0,3 y 0,5 unidad 
de pH (cada ApH de una unidad de pH tiene un efecto equivalente al de un potencial de 
menbrana de unos 60 mv). 


El gradiente de protones impulsa la síntesis de ATP 


El gradiente ciectroquímico de protones, a través de la mesmbrana mitocondrjal interna, im- 
pulsala síntesis de ATP en el proceso de la fosforilación oxidativa (Figura 14-14), El proceso 
que jo nace posible es una enzima unida a la membrana denominada ATP sintasa, que ya 
hemos mencionado. Esta enzima genera una vía hidrofífica a través de la membrana mito- 
condral interna que permite fluir a los protones a favor de su gradiente electroquímico. Los 
íones se abren paso a través de la ATP sintasa y son utilizados para impulsar la reacción, 
energéticamente desfavorable, entre el ADP y el P; produciendo ATP (véase Figura 2-27). La 
ATP sintasa tiene un origen antiguo; esta misma enzima se encuentra en las mitocondria de 
las células animales, en los cloroplastos de las plantas y de las algas y en las membranas plas- 
máticas de las bacterias y las arqueas,. 

Ena Figuta 14-15 se muestra la estructura de la ATP sintasa, también denominada 
EoF¡ATPasa. Es una proteína de gran temaño, formada por muchas subunidades, con una 
masa de más de 500.000 daltons y que trabaja por catálisis rotatoria. Una gran porción de la 
enzima, que tiene una forma parecida a la cabeza de un chupa-chup, está formada por un 
anillo de 6 subunidades proyectadas hacia la cara de la matriz de la mera brana mitocondrial 
interna, Un largo brazo mantiene esta cabeza en su posición uniéndola a un grupo de pro- 
teínas transmembrana que constituyen una especie de estativo en la membrana. Este esta- 
tivo está en contacto con un “rotor” compuesto por un anillo de entre 10 y 14 subunidades 
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Figura 14-13 Los dos componentes del 
gradiente electroquímico de protones. 

La fuerza protón-motriz total a través 

dela menbrana rtocondrial intema 

está compuesta por una gran fuerza debida 
al potencial de riermbrana (designada 
tradicionalmente como Ay porlos expertos, 
pero que en este líbro se indica como AY) 

y por una pequeña fuerza debida al gradiente 
de H" (A4pH) Ambas fuerzas actúan en 

el sentido de impulsar protones hacía el 
espacio de la matriz mitocondrial, 


Figura 14-34 Mecanismo general de ía 
fosforilación oxidativa. Cuando un electrán 
de sita energía es transferido a través de la 
cadena de transporte electrónico, parte 

deta energía liberada impulsa la acción de 
tes complejos enzimáticos respiratorios que 
bombean H* hacía el exterior de la matriz. 
Estos protones generan un gradiente 
electroquímico de H* a través de la 
membrana mitocondrial intema que impulsa 


alos protones a volver hacia la matriz a través 


de la ATP sintasa, un complejo proteico 
- trensmembrana que utiliza la energía del 
 Hiujo de H* para sintetizar ATP a partir de 
ADP y P¡ ende matriz. 


at 
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proteicas transmembrana iguales. Cuando los protones pasan a través del estrecho canal 
formado por el conjunto estetivo-rotor su desplazamiento hace que el anillo del rotor gire. 
Este giro hace que también pire le proyección unida al rotor tazul en la Figura 14-15B) el 
cual, por do tanto, produce un rápido gio en la cabeza del chupa-chup. Como resultado de 
ello, la energía del dujo de protones a favor de su gradiente electroquímico se transforma en 
energía mecánica en este doble conjunto de proteínas que rozan una contra otra: la rota- 
ción del brazo proteico empuja el anillo contra la cabeza proteica. 

Tres de las seis subunidades de la cabeza tienen lugares de unión para ADP y para fos- 
faro inorgánico, los cuales son empujados a formar ATP a medida que la energía mecánica es 
transformada en energía de enlace químico a través de cambios repetidos de la conforma- 


ción que genera el brazo de rotación. De esta forma la ATP sintasa es capaz de producir más, 


de 100 moléculas de ATP por segundo, generando 3 raoléculas de ATP por vuelta, Bl número 
de subimidades translocadoras de protones del rotor es diferente en distintas ATP sintasas, 
y es este número el que determina el número de protones que deben pasar a través de esta 
maravillosa maquinaria para fabricar cada molécula de ATP (su “coeficiente de multiplica- 
ción”, que generalmente es un número no entero entre 3 y 5). . 


El gradiente de protones está acoplado con el transporte 
a través de la membrana mitocondrial interna 


El transporte electroquímico de protones impulsa otros procesos, además de la síntesis de 
ATP En la mitocondria, ina gran cantidad de pequeñas moléculas cargadas, teles coma pi- 
ruvato, ADP y P;, son bombeadas desde el citosol basta la matriz, mientras que otras, tales 
como el ATP deben ser transportadas en la dirección opuesta. Existen transportadores que 
se men a estas moléculas y acoplan su transporte can el lujo de H*, energéticamente favo- 
rable, hacia la matriz mitocondrial. Así, por ejempio, el piruvato y el fosfato inorgánico (Pp 
son cotransportados hacia la matriz mitocondrial junto con EF. 

EFADP y el ATP sen conansporiados en sentidos opuestos, por una sola proteína trans- 
portadora. Dado que la molécula de ATP tiene una carga negativa más que la de ADE cada 
intercambio entre ambos nucleótidos genera el transporte de una cerga negativa hacía el ex- 
terior de la mitocondria. Por lo tanto, la diferencia de voltaje a través de la membrana naito- 
condríal interna impuisa el cotransporte ADP-ATP (Figura 14-18). 


Se ha indicado que en las células eucariotas el gradiente electroquímico de protones a 


través de la merabrena mitocondrial interna se utiliza para impulsar tanto la formación de 
ATP como el transporte de ciertos metabolitos a través de la membrana En las bacterias, el 
gradiente similar de protones a través de la membrana plasmática bacteriana es utilizado 
para impulsar estos dos tipos de procesos. En las bacterias móviles este gradiente también 
impulsa la rápida rotación del Hlagelo bacteriano que sirve de propulsión a la bacteria 
(Pigera 14-37). 


Figura 14-13 ATP sintasa, <ATCG> 

<GAGA> (Aj La enzima está compuesta por 
una cabeza, denominada AlPasa Ey. y 

un transportador de H? transmernbrana, 
denominada Fo, Ambas partes están 
formadas por varías subunidades, Una 
espede de tallo rotatorio se fija a un rotor 
(roja) formado por un anillo que tiene 

19-14 subunidades cen le membrana, 

El estatrvo verde) está formado por tuna 
subunidad transmembrana (a) unida a 

atras subunidades que foronan una especie 
de brazo alargado. Este brazo fila el estativo 
al anillo de subunidades 34 y 38, que 
forman la cabeza, que tempoco pueden rotar, 
(8) Estructura tridimensional de la ATPasa Fy 
determinada por cristalografía de rayos X, 
Esta parte de la ATP sintasa recibe este 
nombre debido a su capacidad para levar a 
cabo la reacción inversa de la síntesis de ATB 
denominada hidrólisis de ATE, dando lugar 
a ADÉ y Py, cuendo se separa de su porción 
transmembrana, (B, por cortesta de John 
Walter, a partir de JP Abrabams et al, 
Nature 370:621-628, 1994. Con la autorización 
de Macmillan Publishers Ltd.) 
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El gradiente de protones produce la mayor parte del ATP de las células 


Como hemos señalado previamente, la glucólisis produce una camidad neta de 2 moléculas 
de ATP por cada molécula de glucosa que es merabolízada. Este es el balance energético del 
proceso de fermentación que tiene lugar en ausencia de Os tdescrita en el Capítulo 23. Du- 
rante la fosforilación oxidativa parece ser que cada par de electrones cedidos por el NADH 
producido en la mitocondria proporcionan energía suficiente para la formación de 2,5 mo- 
léculas de ATR una vez descontada la energía utilizada para transportar este ATP hasta el ci- 
rosol. La fosforilación oxidativa también produce 1,5 moléculas de ATP por cada par de 
electrones procedentes del FADHL, o desde las moléculas de NADH producidas por la ghi- 
cótisis en el citosol. A partir de los productos de la glucólisis y del ciclo del ácido cítrico, que 
se resumen en la Tabla 14-LA, podemos calcular que la oxidación completa de una molécula 
de glucosa, comenzando con la glucólisis y acabando con la fosforilación oxidativa, genera 
una cantidad neta de unos 30 ATP : 

En conclusión, la mayor parte del ATP que se genera en la célula animal por la oxidación 
de glucosa es producida por mecanismos quimiosmóticos en la merebrana mitocondnal. 
La fosforilación oxidativa en las mitocondrias también produce grandes cantidades de ATP 
a partir de NADE y de FADHs que procede de la oxidación de las grasas (Tabla 14-18; véase 
también Figura 2-81). 
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Figura 14-16 Algunos procesos de 
transporte activo iempulsados mediante el 
gradiente electroquímico a través de la 
merbrane mitocondrial interna, El piruvato, 
el fosfato inorgánico (Pi y el ADF entran a la 
reatriz eeftoconddal, aientras que el ATP es 
bombesdo hacia el exterior, La carga de cada 
una de las moléculas transportadas setodica 
con respecto al potencial de mernbrana, que 
es negativa en el interior, La mersbrena 
mitocondrial externa es permeable a todos 
estos compuestos, Para en análisis del 
transporte activo de moléculas a través 

dela membrane realizado por proteínas 
transportadoras, véase el Capííelo 11 


Figura 14-47 La rotación del flagelo 
bacteriano es impulsada por el Rujo de H7. 
El ffagelo está unido a una serie de anillos 
proteicos (naranjal, embebidos entlas 
membranas externa e lnterna, que gran 

con el Ragelo. La rotación está impulsada por 
un flujo de protones a través de un anillo 
externo de proteínas [el estativo) mediante 
mecanismos que recuerdan a los de da 

ATP sintasa, 


RE 
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mb 4- 4 tna ld cio ls la A cOn sedes azúcares db de grasas 


En el ota (alucólisio) 
1 glucosa —> 2 piruvato +2 NADH +-2 ATP 

En la mitocondria (pinivato deshidrogenasa y ciclo del ¿cido arco) 
2 pinivato — 2 acetil Cob +2 NADA 
2acetik CoA 6 NADH + 2 FADHz + dd 


Resultado neto en la mitocondria 
2 E + B NADA +2 FADH] +2 GTP . 


En la mitocondra eiaaión del ácido graso y edo. del cido etrico) E 
1 patmitoil COA —> 8 acetil CoA +7 NADH +7 FADH > 
8 acetil COA > 24 NADH + 8 FADH2 48 GTP 


Resultado neto en la mitoconidía : 
1 palmitoll CoA — 31 NADH + 15 FADH) +3 GTP 


La mitocondria mantiene una elevada relación ATP:ADP en las células 


Debido a las proteínas transportadoras de la membrana mitocondrial interna que inter- 
carabian ATP por ADB las moléculas de ADP producidas por la hidrólisis de ATP en el citosol 
entran rápidamente a la mitocondria donde serán recargadas, mientras que las moléculas 
de 4TP formadas en la matriz mitocondrial por la fosforilación oxidativa son rápidarmente 
bombeadas hacia el citosol, donde serán utilizadas. En el cuerpo humano, una molécula de 
ATP sale de las mitocondrias y vuelve a entrar (como ADP) para ser recargada, más de una 
vez por minuto, y la célula mantiene una concentración de ATP que es unas 10 veces supe- 
rior a la concentración de ADP , 

Como se expuso en el Capítulo 2, a menudo las enzimas biosintéticas impulsan reac» 
ciones energéticamente desfavorables acoplándolas con la hidrólisis del ATR que es energé- 
ticamente favorable (véase Figura 2-59), Por tanto, el acervo de ATP es utilizado para 
iropulsar los procesos celulares de la misma manera que una batería puede ser utilizada pa- 
ra accionar máquinas eléctricas. Si ja actividad de las mitocondrias se bloquea, el nivel de 
AXP disminuye y la batería celuwar se descarga, de forma que ya no pueden producirse las re- 
acciones energéticamente desfavorables y la célula muere. El cianuro, que es un veneno, blo- 
quez el transporte de electrones en la membrana mitocondrial interna y provoca la muerte 
por esta razón. 

Podría parecer que los procesos celulares sólo se detendrán cuando la concentración 
de ATP sea cero. Sin embargo, la vida no es tan sencilla: depende de que las células manten» 
gan una concentración de AYP superior a la de ADP y de P¡. Para explicar el porqué, es nece- 
sario considerar algunos principios elementales de termodinámica. 


Como el valor de AG de la hidrólisis del ATP 
es muy negativo, el ATP es útil para la célula 


El concepto de energía Ebre (G) fue analizado en el Capítulo 2. La variación de energía libre 


de una reacción, AG, determina si dicha reacción puede tener bugar o no en la célula. Enla . - 


página 76 se muestra que el AG para una reacción dada se puede escribir como la. sama de 
dos términos: el primero denominado variación de energía libre estándar, AG”, depende de las 
características intrínsecas de las moléculas que reaccionan; el OS hi coand de: SUS CON= 
centraciones, Por ejemplo para una reacción sencilla del po A > Bs. : ds 


AG=AG' + RF IM BL e. 


donde [A] y [B] representan las concentraciones de A y B, y ln es el logaritmo neperiano, Por 
tanta, AG” sólo es un valor de referencia que es igual al valor de AG cuando las comcatació: 
nes a y E son iguales entre sí ln 1 = 01 


LA MITOCONDRIA 


Ss EN El EQUILIBRIO: 
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se utiliza la siguiente ecuación: 
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donde AG y AG” están expresados en kilocalorlas por mol, A es la 


Ei constante de los gases (2 X 10% kcalímol 10), Tes la temperatura 46% =-RT In K 

absoluta (K), y todas las concentraciones están expresadas en moles 
La por Htro. Por lo tanto, vernos que, mientras que AG” indica el punto de equilibrio 
E Cuando las concentraciones de todos los compuestos reaccionantes para una reacción, AG indica lo alejada que dicha reacción se halla del 
og 500 igutales a 1 M, AG= AG? (ya que RT In 1 =0). Por consiguiente, 46” equilibrio. AG es una medida de la “fuerza impulsora” de cualquier 


As 


AS UNT ETA 


TA ATA 


a 
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En el Capítulo 2, el ATP se describió como la principal “molécula activada transporta» 
dora de energía” de las células. La gran variación de energía libre favorable (gran AG negati- 
vo) de su hidrólisis es utilizada, a través de rencciones acopladas, para impulsar otras 
reacciones químicas, que de lo contrario no se producirían (véase pp. 79-87). La reacción de 
hidrólisis del ATP produce ADP y fosfato inorgánico (Py; por tanto, es una reacción del tipo 
AB +C, como se describe en la Figura 14-18, 


E Bra 
AG=AG"+RT la (Aj 


En las condiciones que por lo general existen en las células, la variación de energía 
libre del proceso de hidrólisis del ATP a ADP y P;, es de entre 11 y -33 kcalímo!l 46 
2-54 lG/moJ).. Este AG extremadamente favorable se debe a las elevadas concentraciones 
de ATP que hay en la célula respecto a las bajas concentraciones de ADP y de P, Cuando 
ATE ADP y P; están presentes a la misma concentración, de 1 mol/litro (denominadas 
condiciones estándan), el AG para la hidrólisis del ATP es la variación de energía libre 
estándar (AG9, que sólo es de 7,3 kcal/mol £-30,5 kJ/moB. Cuando la concentración de 
ATP es mucho menor que la de ADP y P,, el AG disminuye casi hasta cero. En este punto, la 
velocidad a la que el ADP y el P; formarán ATP será igual a la velocidad a la que el ATP se 
hidrolizará dando ADP y P;. En otras palabras, cuando AG=0, la reacción está en equilibrio 
(véase Figura 14-18). E 

Esel AS, y no el AG”, el valor que indica lo alejada que está una rezcción del equilibito y 
lo que determina sí una determinada reacción puede ser utilizada o no para impulsat otras 
reacciones. Debido a que la eficiente conversión de ADP en ATP en la mitocondria mantie- 
ne una concentración de ATP mucho más elevada que las de ADP y de P; en la célula la 


- KT 11. 


o. Hidrofisia j 
o FABS velocidad de sintesis = velocidad de hidrólisis 

d constardss A constante constante a 

A develocidad x one de y cone de. de vlgidad y One de 
e Peorolsis de hidrólisis de sintesis amado: de hidrólisis 
A constante : l 

dor x  tenc de de velocidad . 

hi isi ES 
así, A fosfato AS de hidról 5. = constante de esuilibrio K 
concentración constante 
de ATR de velocidad 


o abreviadamente, 


En el equilibrio la reacción no tiene ningún efecto neto sobre el grado de 
desorden del universo, por lo que 46 =0. Por esta razón, en el equilibrio, 


CaDPE(P)r 2 


Pero en el equilibrio, las concentraciones de los compuestos reaccionantes E 
deben curaplir la ecuación de equilibrio: 


LabeÍ e) =K 


Por consiguiente en el equilibrio, 


es una constante definida como la variación de energia libre estándar reacción química, de la misma forma que la fuerza protón-motriz 
sj para la reacción. es la fuerza impulsora pata le translocación de protones. 


"reacción de hidrólisis del ATP se mantiene muy alejada del equilibrio y, por tanto, el valor de -. 


AG correspondiente es ny negativo. Si no existiera este gran desequilibrio, la hidrólisis 


rn 


de síntesis 
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Figura 14-18 Relación básica entre las 
variaciones de energía libre y el equilibrio 
en la reacción de hidrólisis del AFP, 

Las constantes de velocidad en los recuadros 
1 y 2 se determinan en experimentos en los 
gue se míde la acumulación del producto 

en función del termpo. La constante de 
equilibrio que se muestra, K, viene dada en 
moles por litro. (Para un análisis de la energía 
libre, véase el Panel 2-7, pp. 118-119, y para 
una descripción de la constante de equilibrio, 
véase la Figura 3-43) ” 


se 
A 
A 
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del ATP no podría ser utilizada en la célula para impulsar otras reacciones; por ejemplo, a 
bajas concentraciones de ATP muchas reacciones biosintéticas se producirian “hacia atrás" 
en jugar de “hacia delante”, 


La ATP sintasa puede actuar en sentido contrario, hidrolizando ATP 
y bombeando H* 


La ATP sintasa utiliza el flujo de H* a favor de gradiente electroquímico para sintetizar ATP 


pero también funciona en sentido contrario: puede utilizar la energía de la hidrólisis de ATP 


para bombear H* a través de la membrana mitocondrial interna (Figura 14-19). De esta for- 
ima actúa como un mecanisimo reversible acoplado que interconvierte la energía del 
gradiente elecroquímico de protones en energía de enlace químico. En cualquier mornen- 
to, la dirección en la que actúa depende del balance entre la magnitud del gradiente electro- 
químico de protones y del AG local para la hidrólisis del ATB como explicaremos 
seguidamente, . 

El número exacto de protones que son necesarios para producir cada molécula de ATP 
depende del número de subunidades del anillo de proteínas transmembrana que forman la 
base del rotor (véase la Figura 14-15). Sin embargo, para ilustrar los principios que intervje- 
nea podemos asumir que por cada ATP que produzca la ATP sintasa es necesario que en- 
tren 3 protones a la mitocondria: El que la ATP sintasa trabaje en la dirección de la síntesis o 
en la de la hidrólisis de ATP dependerá, en cada momento, del bajance exacto entre la varía- 
ción de energía libre favorable para desplazar los tres protones a través de la ¡membrana hacia 
la matriz AGzp+ [que es menor que cera) y la variación de energía libre desfavorable para la 
sintesis de ATP en la roexriz AGsíntesis de are (que es mayor que cero). Como acabamos de ex- 
plicax, el valor de AGstatesis de arp depende de las concentraciones exactas de los tres cora- 
puestos que reaccionan ATE ADP y Py en la matriz mitocondrial (véase Figura 14-18). Por el 
contrario, el valor de AGzp+ es directamente proporcional al valor de la fuerza protón-motriz 
a través de la membrana mitoconénial botema. El siguiente ejemplo ayudará a explicar de qué 
forma afecta a la ATP sinzasa el equilibrio entre estas dos variaciones de energía libre. 

Como se explica en el pie de la Figura 14-19, cada H* que entra en la matriz a favor de 
un gradiente electroquímico de 200 mV libera una cantidad de energía libre de 4,5 kcal/ mol 
(8,2 kJ/mol); por lo que, el desplazarniento de tres protones liberará tres veces más cantidad 
de energía libre (4Gjy+ = -13,8 kcal/mol; 57,7 kf/mob. Así, si la fuerza protón-motriz 
se mantiene constante a 290 rav, la ATP sintasa sintetizará ATP hasta que se alcance una 
relación de ATP respecto a ADP y P; tal que el AG mtesis de are Sea justamente igual a 
+13,8 kcal /mol (57,7 1J/mok aquí ACstnresis de are + AC = 0). En este punto, la ATP sintasa 
no producirá nu síntesis ni hidrólisis neta de ATP 

Supongamos que de repente en el citosol se hidroliza una gran cantidad de ATP a través 


. de reacciones que requieren energía, lo cual hace disminuir la relación ATP/ADP en la ma- 


triz. En esta situación, el valor de AGstatesis de are disminuirá (véase la Figura 14-18) y la ATP 
sintasa comenzará de nuevo a sintetizar ATP restableciendo la relación original entre ATP y 
ADB Alternativamente, si la fuerza protón-mobiz cae de repente y se mantiene constante a 


ur y 
Hr di H* H> 
y” iS 5 
B H* 
Het + 
Ml 
sd 
: pa A 
estativo 
gano wr 
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«Figura 14-19 La ATP sintasa asun 


elemento acopiador reversible, que 

puede transformar la energía del gradiente 
electroquímico de protones en energía 

de enlace químico, o viceversa. <ATCG> 

La ATP sintasa puede [A] sintetizar 

ATP mediante la utilización de la fuerza 
protón-moutz o (8) bombear protones 

en contra de gradiente electroquímico 
mediante la hidrólisis de ATP En coda 
momento, la dirección de su actuación 
depende de la variación de energía tibre 
(46) neta para los procesos acoplados de 
translocación de H? a través de la membrana 
y de síntesis de ATP a partir de ADP y Py, 

La medida de la fuerza de torsión que realiza 
la ATP sintasa cuando hidroliza ATP revela 


que la sintasa puede bombear con una 


potencia 60 veces mayor que un motor 
diesel del mismo peso. 

La varlación de la energía libre (AG) 
para la hidrólisis de ATP depende de las 
concentraciones de los tres reactivos ATE, 
ADP y Py (véase la Figura 14-18] el AG para 
la síntesis de ATP tendrá el mismo valor, 
pere con signo contrario, El AG para la 
translocación delos protones a través 
de la membrana es proporcional a la fuerza 
protón-motriz. El factor de conversión entre 
elfos es el faraday. Así, AGy+=-0,023 (fuerza 
protéremotriz) donde AGy+ se expresa en 
kcal/mol y la fuerza protón-motrz en env. 
Para un gradiente electroquímico de 
protones (fuerza protón-matriz) de 200 mV 
tendremos un AG4+=-4,6 kcal/mol 
(13,2 kmo), 


Pa 
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160 mV A Gaye carmbiará a--11,0 kcalfmol (48 14 /moN. Como resultado de este proceso, la ATP 
sintasa comenzará a hidrolizar parte del ATP en le matriz hasta que se alcance un nuevo 
equilibrio entre ATE ADP y P, len el que AGotatesís ge pro = +11,0 kcalfmol o +46 1] (mob), y así 
sucesivamente, 

Como veremos rás adelante, en muchas bacterias la ATP siutasa revierte el sentido de 
su acción de forma normal, según que su metabolismo sea aeróbico o anaeróbico, Adernás, 
las ATPasas de tipo V que acidifican orgénedos, cuya arquitectura es síniilar a la de la AFP sin- 
tasa, actúan porlo general en sentido inverso (véase Pigura 13-36). Otras proteínas de trans- 
porte a través de membrana, que acoplan el desplazamiento de un ion a la síntesis o la 
hidrólisis de ATB comparten este paismo tipo de reversibilidad. Por ejernplo, normalmente 
tanto la bomba de Na? AC? como la de Ca?*, descritas en el Capítulo 11, hidrolizan ATP y uti- 
lizan la energía liberada para desplazar determinados lones a través de la merabrana. Si 
cuelquiera de estas bombas se expone a un gradiente demasiado elevada de los jones que 
transporta, entonces actuará en sentido inverso, es decir, sintetizando ATP a partir de ADP y 
Pen lugar de hidrolizaxlo, Así, del mismo moda que la ATP siotasa, estas bombas también 
son capaces de transformar la energía electroquímica almacenada en un gradiente de lones 
tranemenabrana en energía del enface fosfara del ATR 


Resumen 


La mitocondría lleva a cabo la mayor parte de las oxidaciones celulares y produce la mayor parte del 
ATP de las células animales. Una mitocondria está envuelta por dos membranas concéntricas y su 
región más importante desde el punto de vista del trabajo que realiza es el espacio interno la ma- 
iriz) y la membrana interna que lo envuelve. La matriz contiene una gran variedad de enzimas, que 
incluyen las que transforman el piruvato y los ácidos grasos en acetil CoA, y las que oxidan este ace- 
HiCoA hasta CO2 a través del ciclo del ácido cítrico. Estas reacciones de oxidación producen grandes 
cantidades de NADE (y FADHH). La energía útil derivada de la combinación del oxigeno molecular 
con dos electrones reactivos transportados por el NADE y el EADEL es excraída por una cadena de 
transporte de electrones en la membrana mitocondrial interna llamada cadena respiraroria, 

La cadena respiratoria utiliza energía derivada del transporte de electrones para bombear H* 
hacia el exterior de la matriz generando un gradiente electroquímico de protones (H*) transmera- 
brano, al que contribuye tanto el potencial de membrana como la diferencia de pH. La gran 
cantidad de energía libre liberada cuando los H* vuelven a la matriz (a través de la membrana 
mitocondrial interna) proporciona la base de la producción de ATP en la matriz a través de ina 
destacable máquina proteica: la ATP sintasa, un acoplador reversible del flujo de protones con la 
síntesis o la hidrólisis de ATR El gradiente elecrroquímico transmernbrana también impuisa el 
transporte activo de determinados metabolitos a través de la membrana mitocondrial interna, 
incluyendo un eficiente intercambio ATP-ADP entre la mitocondria y el citosol que permite 
mantener altamente cargado el acervo de ATP de la célula. La elevada relación entre el ATP y los 
productos de se hidrólisis hace que la variación de energía líbre de la hidrólisis del ATP sea muy 
favorable, permitiendo así que impulse una gran cantidad de procesos celulares que requieren 
energía en la célula, E 


LAS CADENAS DE TRANSPORTE DE ELECTRONES 
Y SUS BOMBAS DE PROTONES 


Hasta este momento se ha considerado, en términos generales, de qué forma utilizan las mi- 
tocondrias el transporte de electrones para generar un gradiente electroquímico de proto: 
nes. Ahora se examinará el mecanismo que sirve de base a estos procesos de transformación 
energética en la membrana; al hacerlo, también conseguiremos otro propósito. Como des- 
tacábamos al inicio de este capítulo, las mitocondrias, los cloroplastos, las arqueas y las bac- 
terías utilizan rmecanismos quimiosmóticos muy similares; de hecho, estos mecanismos son 
la base del funcionamiento de casi todos los seres vivos incluyendo organismos anseróbicos, 
en los que toda su energía procede de la transferencia de electrones entre dos moléculas 
inorgánicas, 

Esta sección tlene por objetivo explicar de qué forma el procesa de transporte de elec- 
trones puede bombear protanes através de la membrana. Empezarernos con algunos de los 
principios básicos de las que depende este proceso. 
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Figura 14-20 Comportamiento de los protones en el agasa. (A) Los protones se desplazan seuy 
rápidamente a lo largo de una cadena de moléculas de agua unidas por enfaces de hidrógeno. En este 
disorama, los protones que salten están indicados por flechas azules; los tones hidronijo están indicados 
por zonas sombreadas enverde, Corao se explicó en el Capítulo 2, raramente existen protones cono tales, 
sino que porlo general están asociados a moléculas de agua formando iones hidronio, 30%, A pH neutro 
(04 7.0), los iones hidronio están presentes a una concentración de 107 Mi sin embargo, para simplificar, 
decimos que son los Hf los que están a concentración 107 M (véase Panel 2-2, pp. 108-109 (B) La 
transferencia de electrones puede provocar la transferencia de átomos completos de hidrógeno, ya que 
en el interior de las células los protones son captados o cedidos el agua con faciédad, Aquí, cuando la 
molécula A capta un electrón; un protón se reduce; cuando E pierde un electrón, un protón se oxida, 


Los protones tienen una gran facilidad para desplazarse 


A. pesar de que los protones se parecen a otros lones positivos como el Na? y el K* en lo que 
respecta a que normalmente necesitan proteínas para desplazarse a través de las membra- 
nas, en algunos aspectos son muy especiales. Los átomos de hidrógeno son, con diferencia, 
el típo más abundante de átomos de los organismos vivos y son muy abundantes no sólo en 
tadas las moléculas biológicas que denen carbono sino también en las raoléculas de agua 
que las rodean. En el agua los protones tenen una gran movilidad, oscilando a través de las 
redes de moléculas de agua. mentenidas por enlaces de hidrógeno, por rápida disocia- 
ción de una molécula de agua y asociación con la molécula vecina, como se hustra en la 
Figura 14-204. Parece que los protones se desplazan a través de la bomba proteica embebi- 
da en le bicapa lipídica de una forma similar a ésta: son transteridos de una cadena lateral de 
aminoácidos hasta otra, siguiendo un canal especial a través de la proteína. 

Los protones también son especiales respecto al transporte de electrones. Siempre que 
una molécula se reduce al captar un electrón, el electrón (e) transporta una carga negativa. 
En muchos casos esta carga es neutralizada rápidamente por la adición de un protón (1%) 
del agua, por tanto el efecto neto de la reducción es la transferencia de un átomo de hidró- 
geno completo, H* + e (Figura 14-208). De forma similar, cuando una molécula se oxida, el 


átorno de hidrógeno puede disociarse fácilmente en sus constituyentes, un electrón y un 


protón, permitiendo que el electrón sea ransferido a una molécula que acepte elecrrones, 
mientras que el protón pasa al agua. Por lo tarxzo, en una membrana en la que los electrones 
están siendo transferidos a través de una cadena de transporte de electrones, resulta bas- 
tante sencillo bombear protones desde una cara de la mexobrana a la otra El transportador 
de electrones necesita simplemente estar colocado en la membrana de tal forma que al cap- 
tar un electrón, tome el protón de un lado de la membrana, y al transferir el electrón a la si- 
guiente molécula transportadora de la cadena, libere el protón al otro lado de la saembrana 
(Bigura 14-21). 


El potencial redox es una medida de la afinidad por los electrones 


En las reacciones bioquímicas, los electrones liberados por una molécula sienpre son traris- 
feridos a otra, por lo que si una molécula se oxida, siempre habrá otra que se reduce. Como 
en cualquier otra reacción química, la tendencia a que una reacción de oxidación-reducción 
de este tipo, o reacción redox, se produzca deforma espontánea depende de la variación de 
energía libre (AG) para la transferencia del electrón la cual, a su vez, depende de la afinidad re- 
lativa de las dos moléculas por los electrones. 

Dado que la transferencia de electrones proporciona la: mayor parte de la energía para 
los procesos de la vida, merece la pena dedicarle un momento para entenderla. Coro se 
describe en el Capítulo 2, los ácidos y las bases dan y aceptan protones (véase Panel 2-2, 


pp. 108-109). Ácidos y bases existen en pares ácido-base conjugados, ya que el ácido es, 


rápidamente convertido en la base por pérdida de un protón. Por ejemplo, el ácido acética 
¿CH2¿C00B) es transformado en su base conjugada (CH¿C007) en la reacción: 


CH3¿C00H += CH¿LO00” + E" 


Exactamente de la misma manera, e los pares de compuestos tales como el NADH y 
NAD? se les denomina pares redox, ya que el NADH es transformado en NAD* por la poa 
da de electrones en la reacción: 3 


NADA >=NAD*+H*4+20g7 
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El NADE es un dador fuerte de electrones: sus electrones están unidos con una alta energía 
de eclace, por lo que la variación de energía libre al pasar sus electrones a muchas otras m0- 
léculas resulta favorable (véase Figura 14-9). Es difícil formar un enlace de afta energía. Por 
lo tanto, su par redox, el NAD?, no es necesariamente un aceptor debil de electrones, 

Podemos medir de forma experimental la tendencia a transterír electrones de un par 
redox. Sólo se precisa formar un circuito eléctrico que establezca una unión entre una mez- 
de 1: (equimolas) del par redox, con un segundo par redox seleccionado arbitrariamente 
como referencia estándar, de manera que podamos medir la diferencia de voltaje que se es- 
tablece entre ellos (Panel 14-41, p. 830). Esta diferencia de voltaje se denoralna potencial 
redox; por definición, los electrones se desplazarán espontáneamente desde un par redox, 
como el NADHINAD* de bajo potencial redox (una baja afinidad por los electrones), hacia 
un par redox como el 02820, de ato potencial redox (uma elevada afinidad por los elec- 
trones). Así, el NADH es una buena molécula para dar electrones a la cadena respiratoria, 
mientras que el O es adecuado pera actuar como “sumidero” de los electrones al fínal de la 
vía. Como se explica en el Panel 14-1, la diferencia de potencial redox, A£p', es una medida 
directa de la energía libre estándar (AGQ9) para la transferencia de tan electrón desde na mo- 
lécula a otrá. 


La transferencia de electrones libera grandes cantidades 
de energía 


Los pares de cormpuestos que tienen un potencial redox más negativo tienen menor afinidad 
por los electrones y, por tanto, tendrán una fuerte tendencia a ceder electrones. Por el cop 
trario, los pares que tienen un potencial redox más positivo tienen mayor afinidad por los elec- 
trones y, por tanto, tendrán una fuerte tendencia a aceptar electrones. Una mezcla 1:1 de 
NADH y NAD* tiene un potencial redox de -320 mV, lo cual indica que el NADA tiene una 
fuerte tendencia a ceder electrones; una mezcla 1:1 de H20 y 140, dene un potencial redox 
de +820 rav, lo cual indica que el O, tiene una fuerte tendencia a aceptar electrones. La dife- 
rencia de potencial redox es de 1,14 voltios (1140 mV), lo que significa que en estas condi- 
ciones estándar la transferencia de cada electrón desde el NADA hasta el Oz es 
enormemente favorable, con un AG? =-26,2 keal/mol (110 lG/1moD o el doble de esta canti- 
dad por los dos electrones transferidos por molécula de NADH (véase Panel 14-1). Si com- 
paramos esta variación de energía libre con la de formación del entace fosfoanhidro del ATP 
en el que AC? =-7,3 keal/mol (-30,5 13 /mol, véase Figura 2-75), veremos que la energía libe- 
rada por la oxidación de una molécula de NADE es más que suficiente para sintetizar varias 
moléculas de ATP a partir de ADP y P, a 

En los sistemas vivos podrían haber evolucionado enzimas que permitieran al NADH 
ceder los electrones directamente al Oz dando agua, ex la reacción: 


2H 24 DO 


Sin embargo, debido a su enorme disminución de energía libre, esta reacción proce» 
dería con una fuerza casi explosiva y casi toda la energía se liberaría en forma de calor. De 
hecho las células realizan esta misma reacción, pero de una fora mucho más gradual, pa- 
sando los electrones de alta energía del NADF hasta el Oz pero a través de neuchos trans" 
portadores de electrones de la cadena de transporte de electrones, Cada transportador 
sucesivo de la cadena tiene una mayor afinidad por los electrones, por lo que la reacción tan 
energéticamente fzvorable 2H + 207 + 407 -> H20 tiene lugar en muchos pasos pequeños, 
Este proceso escalonado permite que la célula pueda almacenar cerca de la mitad de la ener- 
gía liberada. 


Mediante métodos espectroscópicos se han identificado muchos 
de los transportadores de electrones de la cadena respiratoria 


Muchos de los transportadores de electrones de la cadena respiratoria absorben luz visible y 
cambian de color cuando se oxidan o se reducen. En general, cada uno de ellos tiene un es- 
pectro de absorción y una reactividad que son suficientemente distiotas coro para permi- 
tix que su comportamiento sea trazado mediante espectroscopia, incluso en mezclas crudas. 
Este hecho hizo posible que estos comporientes fueran purificados mucho antes de conocer 
su función exacta. De esta forma, los cltoceomos fueron descubiertos en 1925 como com- 
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Figura 14-21 De qué fonna son bombeasdos 
los protones a través de las menbranas, 
Cuando tun electrón pasa a través de la 
cadena de transporte de electrones 
ertbebida en la bicapa lipídica, en cada 

paso puede captar y liberar un protón. 

En el dlegrama esquemático que se muestra, 
el transportador de electrones B capta un 
protón (R*%) de un lado de la membrana 
cuendo pcepta un electrón [e7) del 


rensportador A, y libera el protón al 


otro lado de fa membrana cuando 
cede su electrón al transportador C. 


! Un vaso de precipitados (izquierda) contiene la sustancia A con 
Ñ voltimetro una mezcla equirnotar de un miembro de su par redox reducido 
dE A Aesisd Y Otro oxidado (A, ...,,)). El otro vaso de precipitados 
contiene el estándar de referencia, hidrógeno (QH* + 287 =H,), 
cuyo potencial redox se ha definido arbitrariatnente cómo cero, por 
RE acuerdo internacional. (Se requiere un puente salino, formado por 
lis una solución concentrada de KCÍ que permita que los iones K* y Cr 
se puedan desplazar entre los dos vasos de precipitados, para 
neutralizar las cargas en cada vaso cuando los electrones fluyen 
ed : de uno a otro.) Un alambre metálico (raja) permite el paso de 
electrones sin resistencia; entonces, el voltiímetro medirá el 
potencial redox de la sustancia A. Sí los electrones fluyen desde 
hasta H”, como se indica aquí, se dice que el par redox 
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Por convenio, el potencial redox de un par redox se designa 
como £. En situación estándar, con todos los reactivos a 
concentración 14, incluyendo el H*, se puede determinar un 


MADH == NAD” + Hi +2e7 


ubiguinona .. ublguinona +20H*+ 2er 


potencial redox estándar, designado como £,. Las reacciones seducida *” oxidada 

biológicas íenen jugar a pH 7, por lo que en biología se E 

utiliza un estado estándar diferente en el que A, =AL citocromo € Socamnoe 2. 
, > : es que Aregucido E Boxítado . reducido “oxidado ne 

y HP a 107 M, Este potencia) redox estándar se designa por ; 

E; A continuación se exponen unos cuantos ejemplos de 40 => YO, + 2H + Ze 


especial relevancia en la fosforilación oxidativa. 
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AEy= Ey laceptor)- Eyídador) =+350- mV 


La variación real de energía libre para una reacción, AG, depende 
de la concentración a la que se encuentren los compuestos que 
reaccionan y, por lo general, será diferente de la variación de 
energía libre estándar, AG”. Los potenciales redox estándar están 
sa definidos para na mezcla de par redox 1;1. Por ejemplo, el 

583 potencial redox estándar para una mezcia 171 de NADH y NAD* 

- es de -320 mV, Pero cuando hay un exceso de NADH sobre NAD', 
la transferencia de electrones desde el NADH hasta un aceptor de 
electrones se hace más favorable: Esto se refleja en un potencial 
redox menos negativo y un AG más negativo para la transferencia 
de Un electrón. . 
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Ejemplo: La transferencia de un electrón desde el 
NADH hasta la ubiquinona tiene un AG*favorable de 
- Y kcalfmol (1,9 ki/mol), mientras que la . 
transferencia de un electrón desde la ubiguinona 
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de 18,2 kcalímol (4,35 kJfmoh). El valor de AG? 
para la transferencia de un electrón desde el NADH 
hasta el oxígeno es la suma de estos dos valores, 
26,2 kcalmol. 
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LAS CADENAS DETRANSPORTE DE ELECTRONES Y SUS BOMBAS DE PROTONES 


puestos que experimentan rápida oxidación y reducción en organismos vivos tan dispares 
como las bacterias, las levaduras y los insectos. La observación de células y tejidos cari es- 
pectroscopios llevaron a los investigadores a identificar tres tipos de citocromos que se dig- 
tinguen por sus espectros de absorción y fueron denominados citocromo a, b y c. Esta 
nomenclatura ha subsistido, incluso después de conocerse que las células contienen varios 
citocromos de cada tipo y que la clasificación en tipos no es funcionalmente importante. 

Los eltocromos constituyen una farailia de proteínas coloreadas, relacionadas entre sí 
por lá presencia de um grupo hemo cuyo átomo de hierro cambia, cada vez que acepta un 
elecuón, del estado de oxidación férrico (Fe?) al estado de oxidación ferroso (Ee2). El grupo 
hemo está formado por un anillo porfirínico con un átomo de hierro fuertemente unido a 
cuatro átomos de nitrógeno situados en las esquinas de tn cuadrado (Figura 14-22). Un 
anillo simbar de porfirina es el responsable del color rojo de la sangre y del color verde de las 
hojas, siendo un átomo de hierro en la hemoglobina y uno de magnesio en la clorofila, res- 
pectivamente, los que están unidos al anillo porfirínico. 

Las proteínas ferrosulfuradas, la segunda familia de transportadores de electrones, pre- 
sentan dos o cuatro átomos de hierro que están unidos a un número igual de átomos de azu- 
fre y a cadenas laterales de cisteína, formando en la proteína un centro ferrosulfurado 
(Bigura 14-23). En la cadena respiratoria hay más centros ferrosulfurados que citocromos, 
pero su detección requiere la utilización de la espectroscopia de resonancia electrónica pa- 
ramagrética (EPR: electron paramagnetic resonance), por lo que todavía na han sida com- 
pletamente caracterizados. Al igual que los citacromos, esto centros sólo transportan un 
electrón a la vez. 

El más sencillo de los transportadores de electrones de la cadena respiratoria y el único 
que no forma parte de una proteída--es una quinora (denominada ubiguinona o coenzima 
Q). Una quinana (Q) es una pequeña molécula hidrofóbica que está libre y es móvil a través 
dela bicapa lipídica y puede captar o ceder uno o dos electrones; al reducirse, por cada elec- 
trón que transporta capta un protón del medio (Figura 14-28). 

Además de los seis hemo diferentes unidos a citocromos, de más de siete centros ferro- 
sulfurados y de la ubiguinona, también actúan como transportadores de electrones desde el 
NADR hasta el oxígeno dos átomos de cobre y una flavina, los cuales están fuertemente uni- 
dos a proteínas de la cadena respiratoria. En esta vía participan en total más de 60 proteínas 
diferentes. 

Como podríamos esperar, estos transportadores de elecuones tienen cada vez una afi- 
nidad más alta por los electrones (mayores potenciales redox) a medida que los electrones 
se desplazan a través de la cadena respiratoria. Los potenciales redox se han ido refinando 
alo targo de la evolución por la unión de cada transportador de electrones aun contexto 
proteico particufar, que puede modificar su afinidad normal por los elecurones. Sin embargo, 
los centros ferrosulfurados tienen una afinidad relativamente baja por los electrones, por lo 
que se encuentran al principio de la cadena respiratoria, por el contrario, los citocromos 
predorminan hacía el final de la cadena, donde es necesaria una mayor afinidad por los 
electrones. 

El orden de los diferentes transportadores de electrones de la cadena se determinó me- 
diante sofisticadas medidas espectroscópicas (Figura 14-25) y muchas de las proteínas fue- 
ron imicialmente aisladas y caracterizadas como polipéptidos individuales. Sin embargo, un 
avauce capital en el conocimiento de la cadena respiratoria fue la determinación de que la 
mayor parte de las proteínas están organizadas en tres grandes complejos enzimáticos. 
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Figura 14-22 Estructura del grupo hemo 
unido covalentemente al tocroma e, 

El anillo de porfirina se muestra en azul, 

En ta cadera respiratoria aparecen cínico 
citocramos diferentes. Dado que en 

los citocromos los diferentes grupos hemo 
presentan algunas diferencias estructurales 

y están unidos a sus respectivas proteínas de 
manera diferente, cada uno de los dtocromos 
tiene diferente afinidad por los electrones, 


Figura 14-23 Estructura de dos tipos 

de centros ferrosulfurados. (A) Un centro del 
tipo 2225. (8) Un centro del tipo 4Fe45, 
Aunque contienen muchos átomos de hierro, 
cada centro sólo puede transportar un 
elecirón a la vez. Ena cadena respiratoria 
existen un total de más de siete centros 
ferrosulfurados diferentes, 
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La cadena respiratoria contiene tres grandes complejos 
enzimáticos embebidos en la membrana interna 


Las proteínas de membrana son difíciles de purificar como complejos intactos puesto que 
son insolubles en soluciones acuosas y algunos de los detergentes necesarios para solubili- 
zarlas pueden destruir la interacción normal proteína-proteína. Sin embargo, al principio 
de la década de 1960 los investigadores descubrieron que los detergentes iónicos relativa- 
mente suaves, corno el deoxicolato, pueden solubilizar selectivamente, en su forma nativa, 
determinados componentes de la membrana mitocondrial interna. Esto permitió la identl- 
ficación y purificación de los tres complejos enzimáticos respiratorios principales, unidos 
a membrana en la vía que va desde el NADH haste el odfgeno. Cada uno de estos complejos 
purilicados se puede insertar en vesículas formadas por bicapas lipídicas y bormbean proto- 
nes a través de la bicapa a medida que pasan electrones a 5u través, En la mitocondria, los 
tres complejos están orientados de forma asimétrica en la menbrana interna y están unidos 
en series como bombas de ransporte electrónico dirigidas por 'H* que extraen protones de 
la matriz Migura 14-26): , 


1. Elcomplejo NADH deshidrogenasa (generalmente conocido como complejo I) es el 
más grande de los complejos enzimáticos respiratorios con más de 40 cadenas poli- 
pepúdicas. Acepta electrones del NADH y los transfiere a través de una flavina y de al 
menos siete centros ferrosulfurados basta la ubiquinona. La ubiquinona transferirá 
después estos electrones a un segundo complejo enzimático respiratorio, el complejo 
del citocromo b-c;. , 


2. Elcormplejo citocromo b-cy contiene al menos 11 cadenas polipeptídicas diferentes y 
actúa como un dimero. Cada monómero tiene tres grupos hemo unidos a citocromos 
y una protefoa ferrosulfurada. El complejo acepta los electrones de la ubiquinona y 
los transfiere al citocromo c, el cual transporta su electrón hasta el complejo de la ei- 
tocromo oxidasa. 


3. El complejo citocromo oxidasa también actúa como un dímero. Cada monómero 


está formado por 13 cadenas polipeptídicas diferentes incluyendo dos citocromos y | 


dos átomos de cobre, El complejo acepta electrones, de 1mo en uno, del citocromo £ 
y los transfiere, de cuatro en cuatro, al oxígeno, 


Los citocromos, los centros ferrosulfurados y los átomos de cobre sólo pueden transportar 
un electrón a la vez. Sin embargo cada NADH cede dos electrones y cada molécula de O) 
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 Figra 14-24 Las quinonas transportadoras 


de electrones. La ubiguinona de la cadera 
respiratoria capta un KR? del ambiente acuoso 
por cada electrón que acepta y puede 
transportar uno o dos electrones corno parte 
de un átomo de hidrógeno (amarillo). 
Cuando fa ubiquinona reducida cede sus 
electrones al siguiente transportador de la 
cadena, estos protones se liberan, La larga 
cota hidrofóbica ancla la ublquinona a la 
membrana y consta por lo general de entre 
6y 10 unidades de isopreno (de cnco 
carbonos cada una); el número depende 
de cada organismo. El transportador 

de electrones correspondiente de las 
menbrnas fotosintéticas de los 
doroplastos es la plastoquinoria, cas 
idéntica estructuralmente a la ubiquinona. 
Para simplificar, en este capítulo 
denorninarermos quinona (abreviada 

como O) tánto a la ubiguinona como 

ala plastoquinona. 


Figura 14-25 Métodos generales que sa 
utilizan para determinar la trayectoria de 
los etectrones a lo largo de la cadena 

de transporte electrónico. El grada de 
oxidación de los transportadores electrónicos 
a, b,c y d se puede seguir de forma continua 
estudiando su espectro, ya que el del estado 
oxidado es diferente del estado reducido, 
En este esquerna se indica en rojo oscuro 

un zumento del grado de oxidación. 

(Aj En condiciones normales, cuendo 

hay abundante oxígeno, todos los 
transportadores se hallan en un estado 
oxidado parcial, La adición de un inhibidor 
específico hace que los transportadores 
situados a favor de la corriente de electrones 
estén más oxidados (rojo) y los 
transportadores situados en dirección 
contraria de la corfente de electrones están 
reducidos. (Bj En ausencia de oxlgeno, todos 
los transportadores se hallan en estado por 
completo reducido (gris). La adición súbita 


de oxigeno hace que cada transportador se 


transforme en su forma parcialmente 
oxidada, con un retraso que es mayor para 
la mayoria de los transportadores situados 
a favor de la corriente de electrones, 
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H* He : ye Figura 14-26 Paso de electronesa través 
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INTERMEMBRANA ¿ | respiratorios. En la figura se observar las 


formas y tamaños eproximados de tres 
complejos enzimáticos respiratorios. Durante 
la transferencia de electrones desde el NADH 
hasta el oxigeno [fneas rojas), la ubiquinona y 


esteis el ditocrorno < actúan como transportadores 
interna móviles llevando los electrones de un 
complejo al siguiente. Las protones $0n 
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debe recibir cuatro para producir agua. 4 lo largo de la cadena de transporte de electrones 
existen algunos puntos en los que se recolectan electrones y otros en los que se dispersan, a 
fin de ajustar estas variaciones del número de electrones, El más obvio de todos ellos esla ci- 
tocrorno oxidasa. 


En la citocromo oxidasa, un centro hierro-cobre cataliza Figura 14-27 Reacción del 0, con los 


de forma eficiente la reducción del O, electrones en la citocromo oxidasa. 
: El átomo de hierro en el herno a actúa 
Dado que el oxígeno tiene una gran afinidad por los electrones, libera una gran cantidad de como un punto captador de electrones; 
energía libre cuando es reducido formando agua. De esta manera, la evolución de la respi- este hero suministra cuatro efectrones a la 
ración celular, en la que el Oz es convertido en agua, capacitó a los organismos a obtener Molécula de Oz alojada en un centro activo 
' mucha mayor cantidad de energía de la que se puede obtener del metabolismo anaeróbico. Pimetálico formado porotro átomo ae hierro, 
AOS : A A : (en hemo ay) y por unátomode cobre cc: 
Probablemente por esto todos los organismos superiores respiran. En cualquiez caso, para opriesto muy cercano. Nótese que por cada 
poder utilizar el O, de este modo los sistermas biológicos requieren disponer de unos proce- molécula de O que participa en la reacción 
sos químicos rauy sofisticados, Podernos tolerar el O, en el aire que respiraxnos porque le 48” +4H* 4 07 >2H20, se bombean cuatro 
cuesta captar el primer electrón. Este hecho ha permitido a las células controlar su reacción protones fuera de la matriz, 


ES 


—£, —L0 átomo de Cu 


electrones cedidos, 
uno a uno, desde 


H* (4 prot d 
4 electrones que entran, A IP ARMEOn 


uno a uno, procedentes el citocromo € 
del citocromo € in 0 : cadenas 
e isterales 
“ESPACIO e, proteicas 


4 electrones 
captados y que 
se unen al O, 


entradas 


(LL 
centro activo 


2 E 
% 
Mos 


234 Capítulo 14: Conversión energética: mitocondrias y cloroplastos 
entrada de electrones 
desde el ditocromo € 
ESPACIO 
INTERMEMBRANA 
hemo a 
MATRIZ : 
subunidad 1 


ta) 


(2) 


inicial a través de catálisis enzimática. Pero una vez que una molécula de Oz haya captado ux 
electrón formando un radical superóxido (037), se conviente en peligrosamente reactiva y cap- 
tará tres electrones adicionales, La célula puede utilizar el Os paxa la respiración sólo porque la 
citocromo oxidasa sita el O, en un centro bimerálico especial donde se mantiene unido entre 
un átomo de hierro ligado a un grupo hemo y a un átomo de cobre, hasta que se captan un to- 
tal de cuatro electrones, sólo entonces los das átomos de la molécula de oxigeno serán libera- 
dos corno des moléculas de agua, sin ningún peligro (Figura 14-27). 

La reacción de la citocromo oxidasa es la responsable de alrededor del 90% del con- 
sumo total de oxigeno de la mayoría de las células. Por lo tanto, este complejo proteico es 
crucial para la vida aeróbica. La extrema toxicidad para las células de venenos coro el cia- 
narro y la azida se basa en su capacidad para unirse con fuerza al complejo de la citocromo 
oxidasa, bloqueando el transporte de electrones y, por tanto, reduciendo enormemente la 
producción de ATP 

Aunque la citocromo oxidasa de los mamiferos tiene 13 subunidades proteicas diferen- 
tes, la mayoría de ellas tienen papeles secundarios, ayudando a regular tanto la actividad 
como el ensamblaje de las tres subunidades que forrnan el núcleo de la enzima. La estrue- 
tura completa de este gran complejo enzimático ha sido determinada por cristalografía de 
rayos X, corno se ilustra en la Figura 14-28. La resolución atómica estructural combinada 
con estudios mecanísticos del efecto de mutaciones puntuales diseñadas con precisión e in- 
troducidas en la enzima por ingeniería genética en levaduras y proteínas bacterianas han 


- xevelado los detalles precisos de esta Leidas proteica. 


” 


Las transferencias de electrones en la membrana mitocondrial 
interna están mediadas por el efecto túnel de electrones. 
durante colisiones al azar 


Los dos componentes que transportan los electrones entre los tres complejos enzimáticos 
principales de la cadena respiratoria la ubiguinona y el citocromo o- difunden rápidamen- 
te en el plano de la menibrena. Las colisiones que se pueden esperar entre estos dos trans- 
portadores móviles y la más lenta difusión de los complejos enzimáticos puede explicar las 
velocidades observadas de transferencia de electrones (cada complejo cede y recibe un elec- 
trón cada 5 220 milisegundos). 

La transferencia ordenada de electrones a lo largo de la cadena respiratoria se debe a la 
especificidad de las interacciones huncionales entre los componentes de la cadena: cada 
bansportador de electrones sólo puede interaccionar con el transportador adyacente a él en 
la secuencia, como se muestra en la Figura 14-26, sín cortocircuitos. : 
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Figura 14-28 Estructura molecular de 

la citocromo oxidasa. Esta proteína es un 
dímero, cuyo moenómero está formado 

por 13 subunidades distintas (masa del 
monáómero 204,090 daltons). Las tres 
subunidades coloreadas están codificadas 
porel genoma mitocondrial y constituyen el 


- centro funcional de la enzima. Á medida que 


las electrones pasan a través de esta proteína 
en dirección a la molécula de O se bombean 
pratones a través de la membrana (véase 
Figura 14-27), (A) La proteína completa 

tal como está situada en la membrana 
mitocondrial interna. (B) Los transportadores 
de electrones están localizados en las 
subunidades | y ll, como se Indica, 
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dirección del flujo de ejectrones 


En los sisternas biológicos, los electrones se desplazan entre las moléculas que los baus- 
portan no sólo desplazándose entre enlaces covalentes dentro de las moléculas sino tara- 
bién saltando a través de huecos no mayores de 2 úm. Los saltos ocurren a través de un 
“tunel” de electrones con propiedades quantum-mecánicas de gran importancia para el 
proceso que estamos analizando. Parece que estas separaciones evitan cortocircuitos que 
podrían producirse cuando un transportador de electrones de bajo potencial redox chocara 
con un transportador de alto potencial redox. Este aislamiento parece que se ha podido de- 
mostrar transportando un electrón a suficiente profundidad en el interior de una proteína 
paxa evitar su interacción por este “efecto de túnel” con una pareja inadecuada. 

Seguidamente estudiaremos de qué foxma se utilizan las diferencias de potencial redox 
de un wansportador de electrones al siguiente, para bombear protones hacia afuera de la 
matriz mitocondrial. 


Una gran caída de potencial redox a través de cada uno 
de los complejos enzimáticos respiratorios aporta energía 
para el bombeo de H* á 


Se ha indicado anteriormente como el potencial redox refleja la afinidad porlos electrones 
(véase p. 76). En la Figura 14-29 se presenta un esquema de los potenciales redox medidos 
alo largo de la cadena respiratoria. Estos potenciales caen en. tres grandes escalones, Uno a 
través de cada complejo enzimático principal. La variación. de potencial redox entre cada 
dos transportadores de electrones es directamente proporcional a la energía libre liberada 
por cada electrón transferido entre ellos. Cada complejo envirmático actúa corao un ele- 
mento transformador de energía, utilizando parte de esta variación de energía líbre para 
bombear protones a través de la membrana interna y crear de esta manera un gradiente 
elecroquímico de protones a medida que los electrones pasan a través del complejo. Esta 
transforroación se puede poner de manifiesto mediante la incorporación. a iposomas de ca- 
de uno de los cormplejos purificados; cuando se añadeo un dador y un aceptor de eléctrones 
aprogiados de forma que los electrones atraviesen el compleja, se observa como se transho- 
can protones a través de la membrana del liposoma. 


El mecanicno del bombeo de H* ocurre por diferentes mecanismos 
en los tres complejos enzimáticos principales 


Algunas complejos enziováticos de la cadena respiratoria bormbean un protón porcada elec- 
trón, a través de la membrana mitocondrial interna, mientras que otros bombean dos. El 


Figura 14-29 El potencial redox waría 
ato largo de la cadena de tiansporte 
de electrones. El potencial redox (que se 
indica como Ey) aumenta a medida que los 
elecirones fiuyen a travás de la cadena 
respisatoria hacia el oxigeno. La variación 
de enerala libre estándar, AG”, para la 
transferencia de cada uno de los dos 
electrones cedidos porta molécula de HADK, 
puede obtenerse en la escala de ordenadas 
de la derecha (AG =-n (00233 AL y, donde 
nesel número de electrones vansteridos a 
través de una varlación de potencial redox 
de ¿EY M0. Los electrones fluyen a través 
de un complejo enzimático respiratorio 
pasando de manera secuendal a través de 
los múltipies transportadores de electrones 
de cada complejo. Como se indica, parte 
de la variación favorable de energía libre 
es utilizada por cada complejo enzimático 
para borabear HF a través de la membrana 
mitocondrial interna. Los complejos de la 
WNADH deshidrogenasa y del citocromo b-cy 
bormbean dos H* por cada electrón que 
pasa a su través, mientras que a través del 
compleja de la citocromo oxidasa sólo 
se bombea una, 

Obsérvese que el NADH no esta única 
fuente de electrones para la cadena 
respiratoria. La favina FADH, también 
se genera por la oxidación delos ácidos 
grasos (véase la Figura 2-81) y del cicta 
del ácido cítrico (véase la Figura 2-82) 

Sus dos electrones pasan directamente 

ata ubiquiaona, sin pasar porla NADH 
deshidrogenasa, por esta razón se bornbean 
menos H' que cuando se transportan 

dos electrones desde el NADH. 
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mecanismo detallado mediante el cual el transporte de ejectrones está acoplado con el 
bombeo de protones es diferente para cada uno de los res complejos enzimáticos. En el ca- 
so del coraplejo citocromo b-<,, las quinonas participan, Como se mencionó anteriormente, 
una guinona capta un protón del medio acroso por cada electrón que transporta y lo libera 
cuando Kbera el electrón (Figura 14-24). Dado que la ubiquinona se desplaza libremente por 
la bicapa lípídica, puede aceptar electrones cerca de la superficie íntema de la membrana y 
donarlos al complejo b-c, cerca de la superficie externa, ransfriéndose así un protón a tra- 
vés de la bicapa por cada electrón transportado. Sin embargo, por cada electrón se bom- 
bean dos protones a través del complejo b-cy. Sin embargo, las complicadas series de 
transferencias de electrones que hacen esto posible todavía está siendo estudiadas a nivel 
atómico con la ayuda de la estmuctura completa del complejo citocromo b-c; determinada 
por cristalografía de rayos X (Pígura 14-30). 

La transferencia de electrones genera cambios alostéricos de jas conformaciones pro- 
teicas, que también pueden bombear H”, tal como hace la ATP sintase trabajando en sentido 
inverso bombeando H* al hidrolizar ATP. Tanto para el complejo de la NADA deshidroge- 
nasa como para el complejo de la citocromo oxidasa, parece probable, que el transporte de 
electrones dirija los cambios alostéricos de conformación de las proteínas alterando el esta- 
do redox de los componentes. Estos cambios de conformación provocarían que una parte 
de la proteina bombeara H* a través de la membrana mitocondrial interna, Este tipo de me- 
canismo de bombeo de H* requiere que la bomba proteica adquiera al menos tres confor- 
maciones diferentes, En la Figura 14-31 se muestra ul mecanismo general de este proceso. 

Una vez descritas las bases mecanísticas del transporte de electrones y del bombeo de 
protones, podemos considerar cómo está regulada la cadera respiratoria para conseguir 
una utilidad óptima para la célula, 


Los ionóforos de H* desacoplan el transporte de electrones 
de la síntesis de ATP : 


Desde la década de 1940, se conoce que varios ácidos débiles ipóñilos como el 2,4-dinitrofe- 
nol- actrían como agentes desacoplantes, desacoplarido el transporte de electrones de la sínte- 
sis de ATP La adición de estos compuestos orgánicos de bajo peso molecular a las células 
detiene la síntesis de ATP en las mitocondrias sin bloquear el corisumo de oxígeno. En presen- 
cía de este agente desacopiante, el transporte de electrones continua a pxan velocidad pero no 


Figura 14-30 Estructura atómica del 
ckocromo b-cy. Esta proteína es un dimero. 
En mamiferos, el monómero que tiene 
240.000 dattans está compuesto por 11 
mofécúulas de proteína. Las tres protelnas 
coloreadas forman el centro activo de la 
enzima: citocromo bh (verde), Átocromo Ey 
tazut) y la proteína de Rieske que tiene un 
centro ferrosulfurado (púrpura). (A) 
Interacción de las tres proteínas en los dos 
monómeros. (B) Transporte de electrones a 
twavés de este complejo con las entradas y 
salidas de electrones. Los electrones cedidos 
iniciafmente por la ubiquinona siguen un 
complejo recorrido de reacciones de 
transferencia de electrones y protones a 
través del complejo proteico que aumenta 
el almacenamiento de energía redox. Este 
proceso, en el que algunos de los etectrones 
son reciclados al acervo de la quinana, 

es conocido como el ciclo Q, 
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se genera ningún tipo de gradiente de Ff, La explicación de este efecto es tan elegante como 
sencilla: los agentes desacoplantes actúan como trausportadores de H* difusibles en la bicapa 
lipídica Gionóforos de FM) y constituyen. una vía para el flujo de H” a través de la membrana mi- 
tocondial interna alternativa a la de la ATP sintasa, Como consecuencia de este “cortocircuito”, 
la fuerza protón-motiz se disipa completamente por lo que ya no se puede sintetizar ATP. 


Normalmente el control respiratorio modera el flujo de electrones 
a través de la cadena 


La adición de un desacoplador, corno el dinitrofenol, a unas células, hace que las mitocon- 
drías aumenten sustancialmente su velocidad de transporte de electrones, provocando un 
aumento de la captación de oxígeno que refleja la existencia de un control respiratorio. Se 
cree que el control actúa a través del efecto inhibidor directo que tiene el gradiente electro- 
químico de protones sobre la velocidad de transporte de electrones. Cuando el gradiente se 
elimina por acción de un desacopladox, el transporte de electrones discurre a la máxima 
velocidad posible de una manera descontrolada, 4, medida que el gradiente aumenta, el 
transporte de electrones se vuelve más dificil y el proceso se vuelve más lenta, Además, si de 
forma experimental se genera un fuerte gradiente electroquímico artíficial de protones a tra- 
vés de la membrana interna, el transporte normal de electrones se para por completo y se 
detecta un flujo reverso de electrones en algunas secciones de la cadena respiratoria. Esta ob- 
servación sugiere que el control respiratorio relleja un equilíbrio simple entre la variación 
de energía libre del bombeo de protones ligado al transporte de electrones y la variación de 
energía Hbre del transporte de electrones, es decir, la magnitud del gradiente electroquími- 
co de protones afecta tanto a la velocidad corno a la dirección del transporte de electrones, 
tal como afecta a la direccionalidad de la ATP síntasa (véase Figura 14-19). A 

El control respiratorio sólo es una parte de un elaborado sistema de controles por retroa- 
limentación que coordina las velocidades de la glucólisis, la hidrólisis de los ácidos grasos, el 
ciclo del ácido cítrico y el transporte de electrones, Las velocidades de todos estos procesos 
se ajustan a la relación ATP:ADP y aumentan cuando se produce un aumendto de la utiliza- 
ción de ATP que provoca una disminución de esta relación. Por ejemplo, la ATP sintasa de la 
membrana mitocondrial interna trabaja a mayor velocidad cuando auxnenta la concen- 
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Figura 14-31 Modelo general de bombeo 
de H?, Este modelo de bombeo de H* por 
proteínas de merabrana está besado en las 
mecanismos que parece ser que utilizan 
tanto la NADH deshidrogenasa y la citocromo 
oxidasa como la boraba de protones 
inmpalsada por la luz en las bacterias 

como la bacterncrrodopsira. La proteína 

es impulsada a seguir un ciclo de tres 
conformaciones, señaladas como A, By E 
Estas conformmaciones proteicas tenen 
diferentes energías, como se indica por 

su colocación vertical en este esquema (en 
ordenadas). En la conformación A, la proteína 
tiene una sita afinidad por los H*, lo que da 
lugar a que capte un H* de la cara interne 

de la merbrana, Ende conformación C,la 
proteina tiene tuna baja afinidad por las H*, lo 
que provoca la liberación del protón a la cara 
externa de fa membrana. La transición desde 
la conformación B a la €, que libera el H+, 

es energéticamente desfavorable y sólo $0 
produce porque está siendo impulsada por 
una reacción energéticamente favorable 
acoplada de forma alostérica y que ocuara 

en el mismo momento en la proteína 

(flecha ozut). Los otros dos cambios 
conformacionales, A By CA, even y un 
estado de menor energía, porlo que se 
producen de forma espontánea. Por tanto, 

el ciclo A» B + Co A, libera energía llore, 
dando lugar al bombeo de protones desde 

el interior (el espacio de la matriz en la 
mitocondria) hacía cl exterior [el espacio 
intermembrana an la mitocondria). En el caso 
de la citocromo oxidasa, la energía de la 
transición 8 > Ela proporciona el warnsporte 
de efectrones, mientras que en el caso de 

las bacteriorodopsinas esta energía la 
proporciona la luz (véase la Figura 10-33). 

En otras bombas de protones, la energía 
procede de la hidrólisis de ATP. En todos 

los casos, son necesarias por lo meros tres 
conformaciones para generar Un proceso 

de bombeo vectorial, por la misma razón que 
son necesarias al menos tres conformaciones 
pala generar una proteina que vaya en 

una sofa dirección en un filamento (véase 

la Figura 2-77) 
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tración de sus dos susteatos ADP y P. Al aumentar la actividad de la enzima, aumenta el fhjo 
de protones hacia el interior. de la matiz, disipándose más rápidamente el gradiente elec- 
troquíenico de protones. Á su vez, el descenso de este gradiente activa la velocidad del trans- 
porte electrónico, 

Sistemas de control similares a éste, incluida la retroinhibición negativa por ATP de ve- 
rias enzimas clave, adapta por ejemplo la velocidad de producción de NADH a la de utili 
zación de NADH en la cadena respiratoria. Como resultado de todos estos mecanismos de 
control, durante un periodo de ejercicio intenso, el cuerpo oxida grasas y azúcares a una ve- 
locidad entre 5 y 10 veces superior a la que se produce durante un periodo de reposo, 


Unos desacoplantes naturales convierten las mitocondrias 
del tejido adiposo marrón en máquinas productoras de calor 


En algunos adipocitos, la respiración mitocondrial está desacoplada de la síntesis de AT, de 
forma natural. En estas células, conocidas como adipocitos marrones, la mayor parte de la 
energía de oxidación no se transforma en ATP sino que se disipa en forma de cálor; la mern- 
brana mitocondrial interna de estas grandes mitocondrias contiene una proteína transpor- 
tadora especial, conocida corno proteína desacoplante, que permite que los protones se 
desplacen a favor de su gradiente electroquímico sin pasar por la ATP sintasa. Esta proteína 
desacoplante es activada cuando $e requiere la producción de calor, y aumenta la velocidad 
de oxideción en las células de las grasas almacenadas y de modo que produzcau más calor 
que ATP Los tejidos que contienen grasa marrón actúan como “mantas eléctricas” ayudan- 
do a sobrevivira los animales que hibernan y a proteger del frío zonas sensibles en los recién 
nacidos humanos, 


Las mitocondrias desempeñan muchos papeles críticos 
en el metabolismo celular 


Las células están compuestas sobre todo por macromoléculas que, a medida que la célula va 
creciendo constantemente, tienen que ser reparadas o reemplazadas. Incluso en el caso de 
células o de organismos que no crecen, las moléculas que van desapareciendo deben ser 
reemplazadas mediante su biosíntesis, A lo largo de este capítulo destacamos el papel cnti- 
co de las mitocondrias en la producción del ATP que necesitan las células, para mantenerse 
coro entidades altamente organizadas, eq un universo que se dirige de forma inexorable 
hacia un incremento del desorden (descrito en el Capítulo 2). Sin embargo, la biosíntesis en 
el citosol requiere además de ATP un aporte constante de potencial reductor en forma de 
NADPH y esqueletos carbonados. La mayoría de las descripciones de este tipo de biosíntesis 
indica que los esqueletos de carbono necesarios proceden directamente de la degradación 
de azúcares, mientras que el NADPH se produce en el citosol a través de una vía accesoria de 
la degradación de azúcares a vía de las pentosas fosfato, una alternativa a la plucólisis). Pe- 
ro en condiciones en las que el alimento es abundante y la cantidad de ATP asequible es ele- 
vada, la mitocondria también genera tanto esqueletos de carbono como NADPE para el 
crecimiento celular, Coneste fin, el exceso de citrato producido en la matriz mitocondrial 
por el ciclo del ácido cítrico es transportado a favor de su gradiente electroquímico hasta el 
citosol, donde es metabolizado produciendo NADPH y esqueletos de carbono para bjosín- 
tesis, Así, por ejemplo, como parte de una respuesta de la célula a señales de crecimiento, en 
el citosal se producen grandes cantidades de acetil CoA a partir del citrato exportado por la 
mitocondria; este hecho acelera la producción de ácidos grasos y de esteroles que forman 
nuevas membranas. 

Las mitocondrias también son críticas para tamponar el potencial redox del citosol Las 
céhulas necesitan un aporte constante del aceptor de electrones NAD* para la reacción cern- 
tral de la glucólisis que transforma el gliceraldehído 3-fosfato en 1,3-bisfosfoglicerato (véase 
Figura 2-72). En el proceso, este NAD* es transformado en NADH y bace falta que se regene- 
re NAD* transfiriendo en algún sitio los electrones de alta energía. 

Finalmente, los electrones del NADE serán utilizados para ayudar a divigir la fosforila- 
ción oxidativa en el interior de la mitocondría. Pero la membrana interna de la mitocondria 
es impermeable el NADEL Por lo tanto, los electrones deben pasar en el citosol desde el 
NADH a pequeñas moléculas que pueden desplazarse a través de la membrana mitocon-. 
drial interna. Una vez en la matriz, estas pequeñas moléculas transfieren sus elecurones al 
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NAD* forraando NADH mitocondrial, tras lo cual vuelven a salir al citosol para volver a car- 
gar más electrones. Este sistema de "lanzadera" está cortocircuitado en algunas células es- 
pecializadas, como las células musculares de los insectos, que producen grandes cantidades 
de ATP mediante glucólisis aeróbica. En este caso, los electrones de alta energía derivados del 
gliceraldehído 3-fosfato pasan directamente a la superficie externa de la membrana mito- 
condríal interna, permitiendo que entren en la cadena de transporte de electrones de forma 
más.rápida y más directa, pero con pérdida de parte de su energía aprovechable. 

En condiciones de ayuno, las proteínas de nuestro cuerpo son degradadas en sus ámi- 
noácidos constituyentes y los amincácidos son importados a la mitocondria y oxidados pro- 
duciendo NADA para la producción de ATP. Así pues, mediante la realización de diferentes 
reacciones en condiciones diferentes, la riitecondria desempeña muchas funciones críticas 
en el mantenimiento del metabolismo celular (Figura 14-32). 


Las bacterias también utilizan los mecanismos quimiosmóticos 
para aprovechar la energía 


Las bacterias utilizan fuentes de energía ruy diversas. Como las céhilas eucariotas, algunas 
bacterias sintetizan ATP a partr de azúcares, oxidándclos hasta CO» y H20 a través de la glu- 
coólisis y del cicio del ácido cítrico; estas bacterias tienen en su membrana plasmática una 
cadena respiratoria muy similar a la de la membrana mitocondrial interna. Otras bacterias 


-— son anaeróbicas estrictas por lo-que sólo obtienen la energía de la glucólisis (fermentación) 


o de una cadena electrónica que utiliza como aceptar final de electrones una molécula di- 
ferente al oxígeno. Estos aceptores alternativos pueden ser un compuesto nitogenado (ni- 
tratos o nitritos), un compuesto de azufre (sulfatos o sulfitos) o un compuesto orgánico 
(famarato o carbonato), Una serie de transportadores de electrones que se hallan en la 
membrana plasmática, comparables a los que se encuentran en las cadenas respiratorias 
mitocordriales, transfieren los electrones a estos aceptores. 

A pesar de esta diversidad, la membrana plasmática de la mayoría de las bacterias pre- 
senta una ATP sintasa muy similar á la de las mitocondrias En las bacterias que tienen cade- 
na de transporte de electrones para producir enexgía, la cadena de transporte de electrones 
bombea E” fuera de la célula, estableciendo una fuerza protón-motriz a través de la mer- 
brana plasmática que impulsa la ATP sintasa a generar ATP Existen Otra tipo de bacterias 
en las que la ATP sintasa trabaja en sentido inverso: utiliza el ATP producido por la glucólisis 
para bombear H*t y establece un gradiente de protones a través de la mersbrana plasmáti- 
Ca; el ATP utilizado en este proceso se genera por un proceso de fermentación (descrito en el 
Capitulo 2. 

' Así, la rnayoría de las bacterias, incluidas las anaeróbicas estrictas, mantienen un gra- 
diente de protones a través de su membrana plasmática. El gradiente electroquímico de pro- 
tones se utiliza para impulsar el motor flagelar, el Na* es bombeado fuera de las bacterias por 
un sisterna de antíporte de Na*-H* que desempeña la función de bomba de Na*/K* de las 
células eucarioras. Este gradiente tembién es utilizado para transportar activamente nutrien- 
tes, tales corno aminoácidos y muchos azúcares, hacia el interior: cada nutriente es arrastra. 
do hacia el interior de la célula junta con uno e más protones a través de simportadores 
específicos (Figura 14-33). En las células animales, por el contrario, la mayor parte del trans- 
porte hacia el interior a través de la membrana plasmática es impulsado par el gradiente de 
Na? (elevada concentración de Na* fuera y baja dentro) establecido por la bomba Nav /K?, 
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Figura 14-32 Papeles críticos de la 
mitacondria en el metabolismo celular, 


además de la producción de ATP. 


La gran cantidad de reacciones metabólicas 
esenciales que lleva a cabro la reiitocandria, 
como las que se ilustran, enfatizan la 
inadecuado que es considerar a la 
mitocondria únicamente como reactor 

que oxida piruvato y ácidos grasos para 
alimentar ta fosforilación oxidariva. 


a 
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Figura 14-33 La importancia del transporte de M' en las bacterias. Una fuerza 
protónanociz generada a través de la membrana plasmática bombea nutrientes 
hacia el interior de le cóleda y Na? hacia el oderior (AE S una bacteria aeróbica, la 
cadena respiratoria genera un gradiente elecroguémico de protones a través de 

la membrana plasmática, este gradiente será utílizado pera transporter algunos 
nutrientes al interior de la bacteria y producir ATP, (8) La misma bactería, pero en 
condiciones enseróbicas, obtendrá el ATP delo giucalisia, La ATP sietasa hidroliza 
parte de este AYP y genera un gradiente electroquímico de protones que impuésará 
los procesos de transporie que dependen de la cadena respiratoria en íAl. 


Entre los distintos tipos de bacterias, existen algunes que son capaces de adaptalse a 
vivic en ambientes rouy alcalinos y deben mantener su citoplasroa a 00m pHl Esiológico. Para 
estes células, cualquier intento de generar un gradiente electroquímico de protones sería 
opuesto al elevado gradiente de concentración de protones en dirección contraria (més Et 
en el interior que en el exterior). Probablemente por esta razón, algunas de estas bacterias 
sustituyeron el Ma? por Mé en todos sus mecanismos quimiosmóticos. La cadena respirafo- 
ría borabea Na? hacia el exterior de la célula, los sistemas de transporte están acoplados a un 
simporte de Na* hacia adentro, el motor flagelar está impulsado por un fujo de Na* hacía 
adentro y la responsable de la mayor parte de su síntesis de ATP parece ser una ATP sintasa 
impulsada por Na*. La existencia de estas bacterias demuestra que el principio de la qui- 
miosmosis es más fundamental que el gradiente electroquínaico de protones en el que se 
basa normalmente. 


Resumen 


La cadena respiratoria embebida en la membrana mitocondrial interna contiene tres complejos en- 
zimáticos principales, implicados en la transferencia de electrones desde el NADE hasta el O, Cada 
complejo puede ser purificado e insertado en vesfculas lipídicas sintéticas, demostrándose así que 
bornbean E* cuando se transporten electrones a su través. En éstos complejos, los ¿lectrones son 
transferidos a trovés de una serte de proteínas unidos a transportadores de electrones, incluyendo 
centros hemo y ferrosulfurados. La energía liberada, a medida que los electrones se desplazan a ni 
veles cada vez más bajos de energía, es utilizada para dirigir cambios alostéricós en cada uno de los 
complejos enzimáticos respiratorios que colaborar. con las borabas de protones. Los electrones son 
transportados entre los complejos enzimáticos por los transportadores móviles de electrones la 
ubiguirona y el citocromo a que van y vienen de uno a otro complejo enzimático, completando 
la cadena de transporte electrónico, La via del flujo de electrones es: NADE > complejo de la NADE 
deshidrogenasa + ubiguinona => complejo b-c; +eomplejo c > complejo de la cizocromo oxidasa 
+ Oxígeno molecular (Op). 

Elacomplamiento del transporte energéticamente favorable de electrones con el bombeo de H* 
hacia el exterior de la matriz genera un gradiente electroquímico de protones. Este gradiente se 
utiliza para fabricar ATP por la ATP sintasa, a través del cual los protones fluyen de nuevo hacia la 
matriz. La presencia universal de la ATP sintase en las mitocondrias, los cloroplastos y los 
procariotas testifica su importancia central en los mecanismos quimiosmóticos de los células, 


CLOROPLASTOS Y FOTOSÍNTESIS 


Todos los animales y la mayoría de los microorganismos confían en la continuada captación 
de prandes cantidades de compuestos orgánicos de su entorno, Estos compuestos aportan 
los esqueletos carbonados para la biosíntesis y la energía metabólica que impulsa todos los 
procesos celulares. Es probable que los primeros organismos de la Tierra primitiva tuvieran 
acceso a una abundancia de compuestos orgánicos de origen geoquímico, pero es evidente 
que la mayoría de estos cornmpuestos originales se agotaron hace miles de millones de años, 
Desde ese periodo, casi todos los materiales orgánicos que han necesitado las células vivas 
han sido producidos por organismos fotosintéticos, incluyendo muchos tipos de bacterias 
fotosintéticas. 

Las cianobacterias, que son las bacterias fotosintéticas más evolucionadas, tienen urios 


requerimientos nutricionales mínimos. Estas bacterias utilizan los electrones del agua y .. 


la energía de la luz solar para transformar el CO, atmosférico en compuestos orgánicos; 
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este proceso se denouaina fijación del carbono. En el transcurso de la hidrókezs del agua [en 
laxeacción global HO + 100, A (CELO a+ 104, tembién liberan a la atenósfera el oxt-. 
geno necesario para la fosforilación oxidativa. Corso vererños en esta sección, se eres que la 
evolución de las clanobecterias a partir de bacterias fotosintéticas más primitivas hizo posi- 
bie por primera vez el desarrollo de las formas seróbicas de vida. 

En las plantas y en las algas, que se desarrollaron más tarde, la fotosíntesis se realiza en 
un orgánulo intracelular especializado: el cloroplesto, Los cloroplastos llevan a cabo la foto- 
sírmiesis durante las horas de loz, Los productos inmediatos de la fotosíntesis, NADB y AT 
son utilizados por les céludas lotosintéticas para product muchas moléculas orgánicas. En 
las plantas, estos productos inclayen un exúcar de bajo peso molecular (normalmente saca- 
rosa), que estas células exportan para cubrir les necesidades metabólicas de muchas células 
no fotosintéticas del organismo. 

Lasevidencias bioquímicas y genéticas sugieres que los dloroplastos son descendientes 
de bacterias Totosintéticas productoras de oxígexo que fueron endocitadas y vivieron en 
simbiosis con cétulas primitivas eticeriotas. Ternbién se cree que, en general, las raltocon- 
drias son descendientes de bacterias endocitadas. Probablemente, la gran caridad de dife- 
rencias que hay entre cloroplastos y mitocondrias refleja termo el hecho de que proceden de 
antecesores bacterianos diferentes corso su posterior divergencia evolutiva. Sia embargo, 
los mecanismos fundamentales implicados en la síntesis de ATP impulsada por la haz, en los 
cloroplastos, y los implicados en la síntesis de ATP iopulsada par la respiración, en las mi- 
tocondrias, son parecidos. 


El cloroplasto es un miembro de la familia de los plastidios 


El cloroplasto es el aiembreo més destacado de la familía de los plastidios, Todas les células 
vivas de las plantas tienen plastidios, Cada tipo celular fene su propio complemento carac- 
terístico. Todos los plastíidios tienen unas características comemes. Hay que destacar que to» 
dos los plastidios de una especie de planta concreta contienen múltiples copias del mismo 
genorna, relativamente corto. Además, cada plastidio está rodeado por wa envoltura com- 
puesta por dos merabranas concéraricas. 

Como se explicó en el Capítulo 12 (véase Figura 12-3), todos los plastidios se desarrollan 
a partir de los proplastidios, pequeños orgánulos presentes en las células inunaduras de los 
meristemos de la planta (Figura 14-344), Los proplastidios se desarrollan en función de los 
requerimientos de cada célula diferenciada; el tipo de proplastidio viene determinado en 
gran parte por el genoma muclear. Si una hoja se hace crecer en la oscuridad, sus proplasti- 
díos avmentaren de tamaño y se transformarán en etioplastos, los cuales presentan una Ca- 
dena semicristalina de membranas internas que en lugar de clorofila tenen una clorofila 
amarilla precursora. Cuando son expuestos a la luz, los eticplastos se tansfocnan rápida- 
mente en cloroplastos mediante la conversión de este precursor en clorobla, y sintetizan 
nuevás membranas, pigmentos, enzimas fotosintéticas y componentes de la cadena de 
transporte electrónico. 

Los leucoplastos son plastidios que aparecen en muchos tejidos internos y epidérmicos 
que no se vuelven verdes y fotosintéticos. Son Hgeramente más prandes que los proplas- 
tidios, El ariloplasto es una forma cormíín de lencopiasto (Figura 14-34B) que acumula el 


0 granos 
«de alinídon 


Figura 14-34 Diversidad de los plastidios. 
(A) Proplastidio de una célula del extremo de 
la raíz de na planta de judía. Obsérvese la 
dobje membrana y la relativa escasez de 
membranas internas. (BVTres arniloplastos 
(una forma de leucoplasto) o plastidios 
almacenadores de almidón en una célola 
del extremo de la raíz de una planta de soja, 
(A partir de E, Gunning y M. Steer, Plant Cell 
Biology: Structure and Fenction. Bundburky, 
MA: jones £ Bartlett, 1996.) 
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Figura 14-35 Electromicrografía de varios 
cloroplastos. (A) Célula de Una hoja de trigo: 
una gran vacuola está rodeada por una fina 
franja de citoplasma que contiene el núcleo, 
las cioroplastos y las mitocondrias, (8) Sección 
ultrafina de un claroplasto, mostrando sus 
membranas, gránulos de almidón y gotas 
fípídicas (grasa) que se han acumulado en el 
estroma come resultado de los procesos 
biosintéticos que se producen en este lugar. 
(O) Imagen a mayor aumento de dos grana, 
nombre dado alos apilamientos de tilacotdes, 
(Por cortesta de K. Plaskitt.) 


tilacoides 


E 


pared celular 


cu 


polisacárido abmidón en tejidos de reserva como fuente de azlícar para su uso. En algunas 
plantas, como las patatas, los amiloplastos pueden llegar a ser tan grandes como una célula 
animal de tamaño mediano. 

Los plastidios no sólo son lugares en los que tiene lugar la fotosíntesis y la deposición de 
materiales de reserva. Las plantas han utilizado sus plastidios para la compartimentación 
de su metabolismo Intermediario. La síntesis de las purines y pirimidinas, la mayoría de los 
aminoácidos y de todos los ácidos grasos de las plantas tiene lugar en los plastidios, mientras 
que en las células animales todos estos corapuestos se sintetizan en el citosal, 


Los cloroplastos se parecen a las mitocondrias, pero tienen 
un compartimiento adicional 


Los cloroplastos realizan sus interconversiones energéticas mediante mecanismos quimios- 
máticos de forma muy semejante a como lo hacen las mitocondrias. Aunque más grandes 
(Figura 14-334), su organización se basa en los mismos principios Tienen una membrana 
extema altamente permeable, una membrana interna mucho menos permeable en la que 
están enabebidas proteínas de transporte y un estrecho espacio intermembrara entre ellas. 
É£n su conjunto, estas membranas forman la envoltura del cloroplasto (Figura 14-35B, C). La 
merobrana interna delimita un gran espacio llamado estroma, que es análogo a la matriz 
raitocondzjal y que contiene muchas enzimas metabólicas. Al igual que la mitocondria, 
el cloroplasto tiene su propio genoma y su sístema genético. El estroma, por ota parte, tarn- 
bién contiene un conjunto especial de ribosornas, moléculas de RNA y el DNA del cloroplasto. 
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Sin embargo, existe una iraportante diferencia entre la organización de las mitocondrias 
y delos cloroplastos. Por lo general la membrana interna del cloroplasto no está plegada for- 
rando crestas y no contiene nánguna cadena transportadora de electrones. En lugar de ello, 
la cadena de transporte de electrones, el sistema fotosbitético para la captación de la huz y 
una ATP sintasa están contenidos en la membrana tilacoidal, una tercera merabrana distin- 
ta que forma un conjunto de sacas discaidales aplanados, los rilacoides (Figura 14-38). Se 
cree que el lumen de cada tilacoide está conectado con el lumen de los otros tilacoides, de- 
finiendo así un tercer compartimiento interno denominado el espacio tilacoidal que separa 


* Ja membrana tilacoidal del estroma que le rodea. Las membranas del tilacoide interaccionan 


entre ellas formando nureerosos sacos apilados, denorninados grana, 

En la Figura 14-37 se ilustran las similitudes y diferencias ultraestructurales entre las 
roitocoridrias y los cloroplastos. Una diferencia importante es que la cabeza de la ATP sinta- 
sa, donde se sintetiza el ATB en el cloroplasto sobresale de la membrana fílacoidal hacia el 
estroma, mientas que en la mitocondria sobresale de la membrana interna de la mitocon- 
dría hacia la matriz, 


Los cloroplastos captan la energía de la luz solar y la utilizan 
para fijar carbano 


La gran cantidad de reacciones que se producen durante la fotosíntesis, se pueden agrupar 
en dos grandes categorías: 


1. Enlas reacciones fotosimtéticas de transfereacia de electrones (Mamadas también 
“reacciones de la fase lumínica”) la energía derivada de la luz solar activa un electrón 
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Figura YL-36 El doroptasto. Este orgáneilo 
fotosintético presenta tres menbranes: la 
eoembrana extema, la interna y la tilacowdal, 
cue delimitan tres coropartimmientos internos 
diferentes tel espacio intermembrana, el 
estoma y el espacio Glacoidal), La mernbrana 
tilacoidal tiene todos los sistemas que 
generan energía del cloroplasto, incluyendo 
la dorofila. En las electromicrografías, esta 
membrana parece estar formiando unidades 
que delimitan vesículas aplanadas (vtase la 
Figura 14-35). Sin) ernbargo, probablernente 
estas vesiculas están unidas entre sí, de forma 
que en cada cloroplasto existe una sola 


membros muy plegada, Como se indica en 


la figura, los ilacoides están interconectados 
y tienden a agruparse apilándose forranda 
los grana. 


figura 14-37 Comparación entre 

una mitocondria y un doroplasto. Por lo 
general, el cloropiasto es mucho mayot que 
la mltocondría y además de una membrana 
interna y otra exteía, se caracteriza por 
tener una membrana tilacoidaí que define un 
espacio tilacoidal. A diferencia del 
cdloroplasto, la mernbrana mitocondrial 
interna está plegada formando crestas, lo 
cual increrventa su superficie, 
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de la clorofila, pigmento verde orgánico, lo cual permite que este electrón se desplace 
através de una cadena de oxidación de la membrana tlacoidal, de manera análoga a 
como se desplazan los electrones a través de la cadena respiratoria de las mitocon- 
drias. La clorofila obtiene sus electrones del agua (420), produciendo 02 como pro- 
ducto final Durante el proceso de transporte de electrones se bombean H* a través de 
la raembrana tilacoidal y el gradiente electroquímico de protones resultante impulsa 
la síntesis de ATP en el estroma. Como úldmo paso en la sería de reacciones, los elec- 
- trones de alta energía son cedidos (junto con H*) al NADP” transformándolo en 
NADPH. Todas estas reacciones se producen en el cloroplasto. 


2. Enlas reacciones de > fijación del carbono Jleamadas también “reacciones de la fase os- 
cura”) el ATP y el NADPH producidos en las reacciones fotosintéticas de transferencia 
de electrones se utilizan como fuente de energía y de poder reductor respectivamen- 
te, para impulsez la transformación de CO, en carbohidratos, Las reacciones de fija- 
ción de carbono, que empiezan en el estroma del cloroplasto y continúan en el citosol 
celular, producen, en las hojas de las plantas, sacarosa y otras rmuchas otras moléculas 


orgánicas. La sacarosa es exportada a otros tejidos como fuente de moléculas orgáni- - 


cas y de energía para el crecimiento. 


«Así, la formación de ATP NADPH y 0) (que necesita de forma directa la energía de la 
luz) y la conversión del CO; a carbohidrato (que necesita, tan sólo indirectamente, la energía. 
de la luz), son dos procesos fotosintéticos separados el uno del otro (Figura 14-38), pero ín- 
terconectados mediante elaborados mecanismos de retroalimentación. Por ejemplo, varias 
de las enzimas de los cloroplastos que son necesarias para la fijación del carbono, se inactí- 
van en la oscuridad y se reactivan por los procesos de transporte electrónico esimulados 
por la huz. 


La fijación del carbono está catalizada por la ribulosa. 
bisfosfato carboxilasa 


En este capítulo hemos visto que las células producen ATP aprovechando la gran cantidad 
de energía libre que se libera cuando los carbohidratos son oxidados hasta COz y H20. Poy 
consiguiente, es evidente que la reacción inversa en la que el CO» y el H20 se combinan for- 
mando carbohidratos tiene que ser una reacción muy desfavorable, por lo que sólo se pro- 
ducirá si está acoplada con otra reacción energéticamente favorable que la impulse. 

En la Figura 14-39, se ilustra la reacción central de Ejación del carbono, en la que un. 
átorno de carbono inorgánico se transforma en un carbono orgánico: el CO, de la atmósfera 
5e combina con el compuesto de cinco carbonos, la ribulosa 1,5-bisfosfato y con agua 
produciendo dos moléculas de tres carbonos, el 3-Fosfoglicerato. Esta reacción de "fijación 
del carbono”, que fue descubierta en 1948, se produce en el estroma del cloroplasto y está 
catalizada por una gran enzima llamada ribulosa bisfosfato carboxilasa. Cada molécula 
de enzima trabaja con bastante lentitud (transforma unas 3 moléculas de sustrato por 
segundo, en comparación con las 1000 moléculas por segundo de una enzima típica), por lo 
que la reacción requiere un número extraordinariamente elevado de moléculas de enzima. 
A menudo la ribulosa bisfosfato carboxilasa constituye más del 50% del total de proteína del 
cloroplasto; se cree que es la proteína más abundante de la Tierra. 
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Figura 14-38 El procesa de la fotosíntesis 
en un cloroplasto. En las reacciones 
fotosintéticas de transferenda de electrones, 
el agua se oxida y se libera oxígeno, mientras 
que en las rescclones de fijación del carbono, 
se asimila dióxido de carbono, esto es, se fija, 
y produce azúcares y una gren variedad de 
moléculas orgánicas, 


Figura 14-39 Reacción inicial del proceso de 
fijación del carbono. Esta reacción, en la que 
el dióxido de carbono se transforma en 
carbono orgánico, se desarrolla en el estroma 
del doropiasto y está catalizada por la enzima 
fibulosa bisfosfato carboxilasa. El producto de 
la reacción, el 3-4fosfoglicerato, tembién es un 
importante intermediario de la glucólisis. 
Cuando la enzima adiciona oxígeno en lugar 
de CO», los dos átomos de carbono, que se 
presentan en color azul, se utíbzan para 
generar fostoglícolato (véase el textol. 
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Por cada molécula de CO» 1 fi ijada se consumen tres moléculas 
de ATP Y dos de NADPH e 


La restción real de fijación. del CO»: es AN ones gracias a di iescaividad del 
compuesto rico en energía ribulosa 1,5-bisfosfato al que se añade cada molécula de COz 


te tuéase Figura 14-39). La elaborada vía metabólica por la que se regenera ribulosa 1,5-bisfas- 


fato requiere tanto NADPH como ATP; se descubrió gracias a un experimento que constitu» 
ye uno de los mayores éxitos de la utilización de los radioisótopos como trazadores en 
bioquímica. En la Figura 14-40 está esquematizado este ciclo de fijación del carbono (tar- 
bién denominado ciclo de Calvin). El ciclo comienza cuando 3 moléculas de COz son fijadas, 
gracias ala ribulosa bisfosfato carboxilasa, produciéndose 6 moléculas de 3-fosfoglicerato (un 
total de 63 =18 átomos de carbono: 3 procedentes del COz y 15 de la ribulosa 1,5-bistosfa- 
to). Los 18 átomos de carbono recorren entonces un ciclo de reacciones que regeneran las 3 
moléculas de ribulosa 1,5-bisfosfato que fueron. utilizadas en el primer paso de fijación del 
«carbono (Bx5= 15 átomos de carbono). Así, el proceso genera como ganancia neta una mo- 
lécula de gliceraldehído 3-fosfato (3 átomos de carbono). 
Por cada molécula de CO) que es transformada en carbohídrato se consumen un total 
de 3 moléculas de ATP y 2 moléculas de NADPH. La ecuación neta es: 


3002 +9ATP + 6NADPH + agua > 
gliceraldehido 3-fosfato + 8P¡ + 9ADP + 6NADP* 


Así, para la formación de moléculas orgánicas a partir de CO y 120 se requiere energia 


de enlace fosfato (en forma de ATP) y poder reductor tea forma de NADPHO). Más adelante se 


volverá a tratar este importante punto. 

El gliceraldehído 3-fosfato producido en los cloroplastos a través del ciclo de Eijación del 
carbono es un azúcar de tres carbonos que también se utiliza como intermediaño central en 
la glucólisis. Una gran cantidad de este azúcar se exporta al citosol donde puede ser rápida- 
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Figura 14-40 Ciclo de fijación del carbono, 
que forma moléculas orgánicas a partir de 
50, y 620, El número de átomos de carbono 
de cada molécula se indica en recuadros 
blancos. Entre el gliceraldehido 3-4osfato 

y la ríbulosa 54osfato hay una gran cantidad 
de intermediarios, que en este esquema se 


- han ornitido en aras de Una mayor doridad, 
“Tampoco se representa la entrada de agua 


enel cido, 
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mente transiormado en fructosa 6-fosfato y glucosa fosfato mediante la inversión de varias 
reacciones de la glucólisis (véase Panel 2-8, pp.120-121). Luego, la glucosa L-fosfato es tranis- 
) formada en el azúcar nucleóudo UDP-ghcosa, que se corabina con la fructosa 6-fosfato for- 
od mando sacarosa fosfato, el lotermediario precursor del disacárido sacarosa, La sacarosa es la 
forma principal de vransporte de azúcares en las células vegetales, como en las células auí- 
e males lo es la glucosa: al igual que la glucosa, que es transportada en la sangre de los anima- 
o les, la sacarosa es exportada desde las hojas a través de los haces vasculares, proporcionando. 
los carbohidratos que necesita el resto de la planta, 

La mayor parte del gliceraldehído 3-fosfato que permanece en el cloroplasto es bramns- 
formado en almidón en el estroma, Al igual que el glucógeno en las céludas animales, el 
alenidén es un gran polímero de glucosa que se utiliza como reserva de carbohidratos 
(véase Figura 14-34B), La producción de almidón está regulada de tal manera que durante 


periodos de exceso de capacidad fotosintética se produce y almacena en prandes granos en 
el estroma del cloroplasto. Este fenómeno sucede a través de reacciones que se producen 
( > en el estroma, inversas de las que tienen lugar en la glucólisis: ransiormean el gliceraldehído 
mu. 3-fosfato en glucosa 1-fosfato, que entonces se utiliza para producir el azúcar-mucleótido 
SS ADP-ghucosa, el precursor inmediato del almidón. Durante la noche, la planta degrada el al- 

a midén y obtiene energía para las necesidades metabólicas de la planta. El almidón repre- 
E senta una parze importante de ta dieta. de todos los animales herbívoros. 


pl En algunas plantas, la fijación del carbono está compartimentada, 
Lo cualfacilita el crecimiento a concentraciones dbajas de CO e e e e e e 


13 


q Aunque la ribulosa bisfosfato carboxilasa añade preferentemente una molécula de 07 a la 
os ríbulosa 1,5-bisfosfato, también puede utilizar Oz como sustrato en lugar de CO; si la con- 

' centración de CO es baja, añadirá O, ala ribulosa 1,S-bisfosfato (véase Figura 14-39). Este es 
o el primer paso de una vía llamada fotorrespiración, cuyo electo es consumir Os y liberar CO 
Do sin producir energía Gt. En muchas plantas, alrededor de tna tercera parte del CO» fijado se 

pierde de ruevo como resultado de la fotorrespiración. 

doo La fotorrespiración puede resultar un proceso clave en condiciones secas y calurosas 
o en las que las plantas se ven forzades a cerrar sus estomas (os poros de btercambio gaseoso 
Mo de sus hojas, cada uno de los cuales se denomina un estoma) con el fa de evitar una pérdida 
excesiva de agua, Esto provoca una caída extraordinaria de los niveles de COz en la hoja y fa- 
2% vorece la fotorrespiración. No obstante, en las hojas de muchas plantas que crecen en arn- 
. bienes cálidos y secos, como ocurre con los cereales y con la cafñía de azúcar, tiene loper una 
A adaptación especial. En estas plantes, el ciclo de fijación del carbono tiene lugar sólo en los 


A cloroplastos de las células túnico-vasculares, que contienen toda la ribulosa bisfosfato car » 
MA buxilasa de la plana. Estas células están protegidas del aire y rodeadas por una capa espe- 
o cializada de células del mesófilo que utilizan la energía aprovechada por sus cloroplastos 
'. para “bombear” CO hacia las células tínico-vasculares. Esto abastece a la ribulosa bistosfa- 
A to carboxilasa con una alta concentración de CO, que disminuye en gran medida la foto- . 
Qu respiración. 


La bomba de CO es un ciclo de reacciones que ermpleza con un paso especial de Aja- 
ción del CO,, catalizado en el citosol de las células del mesófilo por una eozima que une dió» 
xido de carbono (en forma de bicarbonato) con alta afinidad y lo combina con una molécula 
a activada de tres carbonos (el fosícenol piruvato) formando ima molécula de cuatro carbo- 
nos, La molécula de cuatro carbonos difunde en las células tónico-vasculares donde es es- 
cindida liberando CO» y generando una molécula de tes carbonos. La molécula de cuatro 
carbonos difunde a las células túnico-vasculares, donde es bansformada, liberando el CO y - 
generando una molécula de tres carbonos. El ciclo de bombeo se completa cuando este 
compuesto de tres carbonos vuelve a las células del mesófilo y es transfonmado en su forma 
original activada. Las plantas que fijan COz caprurándolo mediante su conversión en tan 
C compuesto de cuatro carbonos, reciben el nombre de plantas Cy. Todas las desmás plantas 
7 reciben el nombre de plantas Cq porque capturan el COz direcramente en un compuesto de 
XL E tres carbonos, el 3-fosfoglicerato (Figura 14-41). 
( 


Como sucede en cualquier proceso que implique el transporte vectorial, el bormbeo en 
j las células búnico-vasculares de las plantas Cs tiene un coste energético (se hidroliza ATP; 
véase la Figura 14-418). Sin embargo, en los ambientes secos y calurosos este coste es por lo 
general muy inferior ala pérdida por fotorrespiración de las plantas Ca, por lo que las plan- 
tas Cy tenen una ventaja potencial, Además, dado que las plantas €, pueden realizar la fo- 
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tosíntesis en el interior de las hojas a concentraciones de COz más bajas, necesitan abrir me- 
nes sus estornas y, por lo tanto, pueden fijar cerca del doble de carbono neto por unidad de 
agua perdida que las plantas Ca. Este tipo de iijación del carbono ha evolucionado indepen- 
dientemente en varios linajes de plantas. Aunque la gran mayoría de especies vegetales son 
del tipo Ca, las plantas C4, como el maíz y la caña de azúcar, son mucho más eScientes tranis- 
formando la energía de la luz solar en biomasa que las plantas Cz, como por ejemplo los 
cereales. Por tanto, las plantas Cg son de especial importancia para la agricultura mundial, 


La fotosíntesis depende de la fotoquímica de las moléculas 


- declorofila' 


Una vez descritas las reacciones de fijación del carbono, vamos a retomar a la cuestión sobre 
córno las reacciones fotosintéticas de transferencia de electrones generan en la planta el ATP 


y al NADH necesario para impulsar la producción de los carbohidratos a partir de CO, y H20. 


La luz solas captada porlas moléculas de clorofila (Figtwra 14-42) aporta la energía necesaria. 
El proceso de transformación de energía empieza cuando un cuanto de luz (un fotón) excita 
a una molécula de clorofila desplazando un electrón de esta molécula de un orbital molecu- 
lara otro de mayor energía. Esta molécula excitada es inestable y tiende a volver con rápidez 
asu estado original no excitado, lo cual puede suceder por una de estas tres vías: 


1. Mediante la transformación de la energía extra en calor (movimientos moleculares) o 
por alguna combinación de calor y luz de una longitud de onda más larga (fuores- 
cencia); este proceso de finorescencia ocurre cuando una molécula de clorofila en 


solución absorbe energía luminosa. 


2. Mediante la transferencia de la energía extra pera no del electrón— directamente a 
una molécula de clorofila vecina, por un proceso denominado transferencia de energía 


por resonancia, 


Bar 


ES 


Figura 14-41 Bombeo de 00, en plantas Ca. 
(A) Cammparación entre la anatomía interna 
de fa hoja de una planta € y la de una 

planta Cy Las células dibujadas en color 
verde contdlenen cloraplastos que fevan a 
cabo el ido normal de fijación del carbono, 
En las plantas Ca, las células del mesófilo no 
fan carbono sino que están espedafizadas 
en el bombeo de CO», y generan una. 
elevada relación COz/ Oz en las células 
túnico-vasculares, que son las únicas células 
de estas plantas en las que tiene lugar el ciclo 
de fijación del carbono. Los haces vasculares 
transporten hasta otros tejidos la sacarosa 
producida en la hoja. (8) Esquema que 
visualiza cómo sé concentra el dióxido de 
carboño en las células en fondo de saco para 
el aprovecharniento de la energía de ATP en 
céólistas del mesófilo. 
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3, Mediante la transferencia del electrón de alta energía, ceorgado negativarnente, a otra 
molécula cercana, un aceptor de electrones, tras lo cual la molécula de clorofila —carga- 
de positivamente- retorna a su estedo original tomando un electrón de baja energía 
de alguna otra molécula, un dador de electrones. 


En el proceso de la fotosíntesis, los dos últimos mecanismos se helian claramente faci- 
iitados por dos complejos proteicos: la transferencia de energía por resonancia mediante un 
complejo antena y la transferencia del electrón de alta energía mediante un centro de reac- 
ción fotoquímico, Estos dos tipos de complejos proteicos, actuando de forma coordinada, po» 
sibilitan la raayoría de la vida sobre la Tierra. Todo seguido se describen córno actúan, 


Un fotosistema está formado por un centro de reacción 
fotoquímico y un complejo antena 


Unos grarides cormplejos multiproteicos, denominados fotosistemas, catalizan la transfor- 
mación de la energía luminosa capturada por moléculas excitadas de clorofila, en formas 
útiles de energía. Un fotosistera consiste en dos componentes estrechamente relaciona- 
dós: un complejo antena que consiste en unas proteínas unidas a un gran conjunto de nuo- 
léculas de pigmento que capturan la energía solar y la canalizan al centro de reacción, y un 
centro de reacción fotoquímico que consiste en un complejo de proteínas y moléculas de 
clorofila que captan la energía solar transtormándola en energía química. 

El complejo antena es importante para el aprovechamiento de la energía de la haz, En 
los cloroplastos, los complejos antena consisten en un mímero de complejos proteicos de 
membrana distintos (conocidos com complejos ttilizadores de luz). En conjunto, estas 
proteinas están unidas a varios cientos de moléculas de clorofila por cada cenuo de reac- 
ción y están onentadas de manera muy precisa en la membrana del tilacoide. El coraplejo 
antena tambiéo tiene pigrnentos accesorios, denominados carotenoides, que protegen a las 
moléculas de clorofila de la oxidación y pueden ayudar a captar la luz de otras longitudes de 
onda. Cuando la luz excita a una molécula de cloroála del complejo antena, la energía es 
transferida rápidaraiente de una molécula a otra, mediante translerencia energética por 
resonazcia, hasta que alcanza un par especial de moléculas de clorofila situadas en el centro 
fotoguímico de reacción. Por lo tanto, cada complejo antena actúa coto un “embudo”, que 
recoge la energía luminosa y le dirige hacia un único centro de reacción específico que la 
puede utilizar con eficiencia (Pigroca 14-43). 

El cextro de resección fotoguímico es un pigmento proteico transmernbrana que cons- 
tituye el corazón de la fotosíntesis. Se tree que se originó hace más de 3 rail millones de años 
en una bacteria fotosintérica primitiva. En el centro de reacción, un par especial de molécu- 
las de clorofila actían como una trampa reversible de cuantos de excitación porque el elec- 
trón excitado pasa de bomediato a una cadena de aceptores de electrones vecina situada en 
el complejo proteico (Figura 14-44). Mediante el rápido desplazamiento del electrón de al- 
te energía lejos de las clorobllas, el centro de reacción fotoquímico lo transkere a un am- 
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Figura 14-42 Estructura de la clorofila, 

Un átomo de magnesio está unido a un anillo 
de porfirina, que está relacionado con el 
anillo de porfirina que une hierro en el 

grupo herno (véase Figura 14-22). En dos 
enlaces señalados en czul, los electrones 
están destocalizados, 


Figtra 14-43 El complejo antena y el centro 


“de reacción fotoquímico de un fotosistetma, 


<GCAC> El complejo antena es un colector de 
la energía de la luzeniorma de electrones 
excirados. Canaliza esta energía a través de una 
sere de transferencias de energía por 
resonancia hasta un par molácalas de dorofila 
especiales situadas en el centro 

de reacción fotoquímico. Ask, el centro 

de reacción adquiere un electrón de alta 
energía que pasará rápidamente ala 

cadena de vansporte de electrones de la 
membrana tlacoídal, a través de una quinona, 
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par especial de Figura 14-44 Disposición de los 
moléculas de dorafita transportadores de electrones en un 
centro de reacción fotoquímico er las 
bacterñías púrpuras. <AICA> Las moléculas 
de pigmento están colocadas en el interior 
de una proteína transmembrana y envueltas 
por la bicapa Rpídica de la meribrana 
plasmática bactedana. Un electrón del par 
espedal de la molécula de clorofila es 
excitado por resonancia desde un complejo 
antena clorofílico y, luego, es transferido 


ia SÍ RA, desde el par especial a la quinore (véase 
E también Figura 14-45), En los centros 


de reacción de las plantes, se localiza una 


bicapa fipídica de la membrana 


| A guinoaa disposición similar de los transportadores 
| : ES fuertemente unida de electrones (uéase Figura 14-47). 
A 
A 


CFOSOL 


biente en el que es mucho más estable. Por consiguiente, el electrón se sitiía de forma ade- 
cuada para participar en reacciones fotoquímicas posteriores que requieren más tiempo pa- 
ra Hevarse a cabo. Estas reacciones producen electrones de alta energía producidos por la 
Kxz, que alimentan la cadena de transporte de electrones, 
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Figura 14-45 Cómo se aprovecho la energía en una molécula de clorofila de un centro de reacción. (4) Los acontecimientos iniciales que $e producen en 
un centro de reacción generan una separación de cargas. Un complejo protelna-pignerto une una molécula de clorofila del par especial (azuh colocada de 
forma precisa de forma que está asequible tanto a un potencial dador de electrones de baja energía (naranja) como a un potencial aceptor de elecuones de 
alta energía (verde). Cuando la luz transfiere energía a un electrón de la molécista de cJorofila (elecirón rojo), el elecuón excitado pasa inmediatamente al 
áceptor de electrones, que por lo tanto se estabiliza de forma parcial, La molécula de clorofila, cargada positivamente, toma de inmediato el electrón de baja 
energía del dador de electrones y recupera su estado de reposo, generando una gran separación de cerga que estabiliza aún más el electrón de alta energía, 
Esta reacción se completa en menos de 10% segundos. (8) En el estadio final del proceso, que sigue a dos pasos de (Ay, el centro de reacción fotosintético 
recupera su estado de reposo original adquiriendo un nuevo electrón de baja energía y transfiriendo el electrón de alta energía generado por la clorofila a 
una cadena de transporte de electrones de la membrana. Como se describirá a continuación, el Último dador de electrones de baja energía al fotosistema ll 
es el agua; por lo tanto, la luz produce electrones de alta energía en la membrana debtilacoide a partir de los electrones de baja energía del aqua. 
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ha En un centro de reacción, la energía capturada por la clorofila 
] genera un donador fuerte de electrones a partir de uno débil 


Las transferencias de electrones implicadas en las reacciones fotoquímicas que acabarnos 
de describir han sido analizadas exhaustivamente mediante métodos espectroscópicos rá- 
e pidos. En la Figura 14-45 se ilustra de forrna general de que forma la huz proporciona la 
o energía necesaria para transferir un electrón a partir de um dador débil de electrones (una 
! molécula con una elevada afinidad por los electrones) a una molécula que en su forma re- 
ducida es un dador fuerte de electrones (una molécula con una baja afinidad por los elec» 
trones). El par especial de moléculas de clorofila del centro de reacción está equilibrado para 
pasar cada electrón excitado a una molécula vecina sitiada de forma precisa en el mismo 
complejo proteico (un aceptor de electrones), La molécula de clorofila que cede el elecrrón 
se carga positivamente, pero vuelve a captar con rapidez un electrón de un dador de electrones 


: ( d A a través de una reacción: más lenta, el dador de electrones reemplaza su electrón cedido y el 
aqu electrón de alta epergía que se ha generado por la clorofila excitada es transferido a la cadena 
de transporte de elecrones (Figura 14-458). Por tanto, la energía de excitación de la clorofila, 
que por lo general sería liberada como Buorescencia o calor, es utilizada para generar un nue- 
vo dador fuerte de electrones (una molécula que transporta un electrón de alta energía). 
El fotosistema de la bacteria púrpura es algo más sencillo que los evokucionados foto- 
e sistemas de los cloroplastos, que acabamos de describir, por lo que han constituido un buen 
cat modelo para estudiar detalles de las reacciones. En este fotosistema, el centro de reacción es 
Ad E un gran complejo pigriento-proteína que puede ser solubilizado con detergentes y parifl- 
de cado en forma activa. En un nuevo éxito del análisis de estructuras, se determinó su 
E estructura tridimensional completa mediante cristalografía de rayos X (véase Figura 10-34). 
y Esta estructura, combinada con datos cinéticos, proporciona la mejor imagen disponible so- 
bre las reacciones iniciales de transferencia de electrones que ocurren durante la fotasínte- 
: sís, La Figura 14-46 muestra la secuencia real de transferencia de electrones, que se puede 
Lo comparar con la Figura 14-454, 
pa En la bacteria púrpura, el electrón utilizado para compensar la deficiencia del electrón 
de oe creada por separación de carga inducida por la huz procede de un flujo cíclico de electrones 
epa transleridas a través de tn citocromo (véase el recuadro naranja en la Pigura 14-45); el dador 
: fuerte de electrones es una quinona. En uno de los dos fotosistemas de los cloroplestos de 
las plantas superiores también se utiliza una quinona para la transferencia de electrones de 
dl alta energía. Sin embargo, como veremos seguidamente, dado que en este fotosistema los 
; electrones los proporciona el agua, en la fotosíntesis de las plantas -a diferencia de lo que 
me ocurre en las bacterias púrpura- se liberan grandes cantidades de oxígeno gaseoso. 
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Figura 14-46 Transferencia de electrones 
que tiene lugar en el centro de reacción 
fotaquímico de la bacteria púrpura, <ATCA> 
Tiene lugar una serle de reacciones similares 
alas del fotosisterna N de las plantas, 
relacionado evalutivamente con él, En la 
parte superior izquierda de la figura, se, 
muestra un diagrama orientativo que indica 
las moléculas que transportan electrones, 
es deck, las de la Figura 14-45 más una 
quinona intercambiable (Qg) y una quinona 
flbbremente móvil disuelta en la bicapa 
lipídica (Q). Los transportadores de electrones 
del 1 al 5 se unen en una posición específica 
de una proteína transmembrana formada 
por dos subunidades (véase Figura 10-34), 
Tras la excitación por un fotón de luz, un 
elecirón de alta energía pasa muy 
rápidamente de na molécula de pigmento 
a otra, generando una separación de carga 
estable, tal como se muestra en los pasos de 
ta secuencia de Á a €, en ta que la molécula 
de pigmento que transporta electrones 

de alta energía está indicada en rofo. A 
continuación enen lugar las etapas D y E 
de forma progresiva, Después de que un 
segundo fotón repite esta secuencia con un 
segundo electrán, ta quinana es lberada en 
la bicapa lipídica llevando dos electrones 
de alta energía. La quinona pierde con 


rapidez su carga al aceptar des protanes- 


(vénse Figura 34-24), 


quineona reducida que 
transporta los electrones 
de alte energía 
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La fotofosforilación no cíclica produce NADPH y ATP 


La fotosíntesis en plantas y en cianobacterias produce directamente tanto ATP como 


NADPH mediante un proceso en dos pasos llamado fotafosforilación no cíclica. Dos foto- * 


sistemas -denominados fotosistema 1 y 1- trabajan en serie proporcionando energía a un 

electrón para que alcance un estado de suficiente cantidad de energía, de forma que ahora 

este electrón puede recorrer toda la vía desde el agua hasta el NADPE. A medida que los 

electrones de alta energía pasan a través de fotosistemas acoplados generando NADPH, parte 
de st energía es desviada para la síntesis de ATP. . 

El primero de los dos fotosisternas denominado de forma paradójica fotosistema ll por 

” razones vinculadas a la historia de la ciencia- es el único que tiene capacidad para capturar 


los electrones del agua. Los oxígenos de dos moléculas de agua se unen a un grupo de cua- 


tro átomos de manganeso situados en la superficie luminal del complejo centro de reacción 
fotosistema ll (Plgura 14-47). Este complejo posibilita que los electrones sean eliminados 
uno a uno del agua para rellenar los agujeros generados por la luz en el centro de reacción 
de las moléculas de clorofila. En cuanto se han eliminado los cuatro electrones (o que re- 
" quiere cuatro cuantos de luz), la enzima Ebera el Oz. Así pues, el fotosistema U cataliza la 
reacción 2H30 +4 fotones + 4H* + 4e7+ 07. Como se indicó para la cadena de transporte de 
electrones de la mitocondría, que utiliza O, para producir agua, el mecanismo se asegura 
que no se puedan liberar reoléculas de agua parcialmente oxidadas en forma de radicales 
oxígeno, que son muy reactivos y que serían muy peligrosos. Casi tado el oxígeno de la Tie- 
rra se ha producido de esta forma. 097 
El núcleo del centro de reacción del fórosistema E es homólogo al centro de reacción 
“bacteriano descrito y también produce dadores fuertes de electrones en forma de molécu- 
las de quinona reducida disueltas en la bicapa lipídica de la membrana. Las quinonas ce- 
den sus electrones auna bomba de H* denominada complejo citocrorro ba-f, que se parece 
en sumo grado al complejo citocromo b-c; de la cadena respiratoria de la mitocondria. El 
complejo cirocromo bg-f bombea H* al espacio tilacoidal a través de la membrana del tila- 
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Figura 14-47 Estructura del fotosistema 1 
en plantas y cianobacterías, La estructura 
que se muestra es un dímero, organizada 
alrededor de un eje (Mecha discontinua roja). 
Cada monémero esté formado por. 

16 proteínas integrales de membrana 

y 3 proteínas del lumen, con un total de 

36 moléculas de clorofila, 7 carotenoides, 

2 feofldinas, 2 hemos, 2 plastoquinonas 

y 1 agregado de manganeso en tun centro 
que descompone el agua. (4) Estructura 
tridimensional completa del dimero. 

(8) Esquerna del dimero en el que se 
indican algunas características importantes. 
(O) Monómero en el que Únicamente se 
muestran las moléctilas no proteicas de la 
estructura, destacando así los pigmentos 
unidos 3 proteína y los transportadores de 
electrones; las estructuras verdes son las 
clorofilas. (Adaptado de I(N, Ferreira et al, 
Science 393:1831-1838, 2004. Con 
autorización dela AAAS,) 
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coide (o fuera del citosol a través de la membrana plasmática en las clanobacterias); 
el gradiente eleciroquímico resultante impulsa la síntesis de ATP por la ATP sintasa 
(Egura 14-48). 

El aceptor final de electrones de esta cadena de transporte de electrones es el segundo 
fotosistema, fotosistema Í, que acepta un electrón en el agujero generado por la luz en la mo- 
lécula de clorofila, en su centro de reacción. Cada electrón que entra al fotosistema l es fi- 
nalmente elevado a un nivel energético más alto, lo que le permitirá pasar al centro de 
hierro-azufre de la ferrodoxina e impulsar la reducción de NADP*a NADPE. 

Este esquema de la fotosíntesis que acabamos de describir se conoce como esquema Z. 
Por medio de sus dos pasos de activación electrónica, cada uno de ellos catalizados por un 
fotosisterna, un electrón es transferido desde el agua (que normalmente fija sus electrones 
con mucha fuerza; potencial redox =+820 11V), hasta el NADPHA (que por lo general fija sus 
electrones de forma más débil; potencial redox <= --320 1aV) (Figura 14-49), 
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Figura 14-42 Flujo de electrones que se 
praduce en la membrana ilacoidal durante 
fa fotosíntesis, Los transportadores de los 
electrones móviles de la cadera son la 
plastoguinona (que se parece a la ubiquinona 
de las mitocondras), la plastocianina lina 
pequeña proteína que contiene cobre) y la 
ferradoxina tuna pequeña proteína que tene 
ut centro de hierro-azutre). El cormplejo 
Ghocromo byf es muy sienitar al complejo 
b-c, de la mitocondiia y al complejo bc 

de las bacterias (véase la Figura 14-73) 105 
tres complejos aceptan electrones desde 
quinonas y bombear protones a través de 

la membrana. Tanto los H? liberados en la 
exidación del ague en el espacio tilacoidal 
como el H* captado durante la formación 
del NADPH en el estroma contribuyen a la 
generación del gradiente electroquímico de 
H* Como $e muestra en el esquema, este 
gradiente impulsa la sintesis de ATP mediante 
la ATP sintasa presente en la membrana. 


Figura 14-49 Variaciones del potencial 
redox durante la fotosíntesis, El potencial 
redox de cada especie molecular se Índica 
por su posición en el eje vertical. Obsérvese 
que el fotosisteraa Ml pasa los electrones 
derivados del aque al fotosisterna |, ElMfñujo 
neto de electrones a través de los dos 
fotosistermnas en serle va desde el agua 
hasta el NADP?, y produce NADPA y ATF. 
EMATP es sintetizado por na ATP sirrtasa 
que utiliza el gradiente electroquímico de 
protones producido por los tres higares de 
actividad protónica que se destacan en la 
Figura 14-48, Este esquema en forma de Z 
para la producción de AFP se denomina 
fotofosfontación no cídica para distinguirla 
del esquema clalico que utiliza ánicanienibe 
elHforosistema | (véase el textol. 


y 


CLOROPLASTOS Y FOTOSÍN 


Un solo cuanto de loz visible no dispone de suficiente cantidad de energía para despla- 
zerun electrón desde la base del fotosistema E hasta el extremo supexdior del fotosistema Í, 
que probablemente constituye la variación de energía necesaria para transferic un electrón 
desde el agua hasta el NADP", La utilización de dos fotosistemas conectados en sede consi 
gue que se disponga de la energía de dos cuantos para realizar esta transferencia, Adernás, 
de ésta forma sobra ma cantidad de energía que es suficiente para que la cadena de trans- 
porte electrónico que une los dos fotosistemas bornbee H' a través de la membrana tilacol- 
dal lo la membrana plasmática de las cianobacterias), permiliendo que la ATP síptasa 
aproveche parte de la energía electrónica derivada de la haz para producir ATP. 


Los cloroplastos pueden producir ATP por fotofostorilación: 
cíclica sin generar NADPH 


En el esquema de la fatofosforilación no-cíclica que acabamos de mencionar, los electrones 
altamente energéticos que dejan el fotosisterna H son utilizados para generar ATP y pasan al 
fovosistema l impulsando la producción de NADPH, Esto produce un poco ruás de na 12:0- 
lécula de ATP por cada par de electrones que pasa del H20 hasta el NADP* generado una 
molécula de NADPH, Pero para la fijación del carbono se necesitan 1,5 moléculas de ATP 
por molécula de NADPH (véase Figura 14-40). Para producir una cantidad extra de ATR los 
doroplastos pueden utilizar el forosistema Ide un modo cíclico, de forma que se produzca 
ATP en lugar de NADPH. En este proceso, llamado forofosforilación cíclica, los electrones de 
alta energía del fotosistema 1 son transferidos de nuevo al complejo citocrorao bg-f en hgar 
de ser transferidos al NADP* y, después, con una energía inferior, vuelven al fotosistema L El 
único resultado neto, además de la transformación de una parte de la energía luminosa en 
calor, es el bombeo de un H' a través de la membrana tilacoidal mediante el complejo bs-f, 
amedida que los electrones pasan a su bravés, Esto incrementa el gradiente efectroguímico 
de protones que impulsará la síntesis de ATP en la ATP sirtasa. (De forma análoga el proce- 
so cíclico que ocurre en la bacteria no sulhurada en la Figura 14-73, parte inferior 

En resumen, la fosforilación oxidativa implica sólo el fotosistema Í, que produce ATP 
sin la formación de NADPH ni de O2. De esta manera, la célula regula las actividades relari- 
vas de los flujos de electrones cíclico y no cíclica, deterainando qué cantidad de energía 
““kmaimosa se transiorma en poder reductor (NADPH y qué caridad se transforma eu enlaces 
fosfato de alta energía (8TP), 


Los fotosistemas ly ll tienen estructuras relacionadas entre sí 
que además se parecen a la de las bacterias 


Los mecanismos fundamentales de los procesos celulares, teles como la replicación del DINA 
O la respiración, son casi los mismos en las células eucariotas y en las bacterias, a pesar de 
que el número de proteínas implicadas es considerablemente mayor en las células eucario- 
tas. Los eucariotas evolucionaron a partix de procariotas y durante la evolución probable- 
mente fueron seleccionadas proteínas adicionales que les proporcionaron un mayor grado 
de eficiencia, de regulación o de ambas cosas, que resultó útil para la célula. 

Los fotosistemas constituyen un claro ejemplo de este tipo de evolución. La estructura 
atómica de los dos fotosistemas de las células euceriotas ha sido desvelada mediante la corm- 
binación de cristalografía electrónica y de rayos X, a partir de estos análisis se ha demostra- 
de claramente la esuecha relación entre el fotosistema l, el fotosistema UU y el centro de 
reacción (Figuera 14-50), o 


La fuerza protón-motriz es la misma en la mitocondria 
y en el doroplasto 


La presencia del espacio úlacoidal divide el cloroplasto én bres compartimientos internos en 
lugar de dos como ocuzre ena mitocondeia. Sin embargo, en ambos orgánulos el efecto ne- 
to de la translocación de H* es similar, Como se lustra en la Figara 14-61, en los cloroplas- 
tos expuestos a la luz, el H* es bommbeado desde el estroma (pH 7,5) hasta el espacio 
tilacoidal (pH aproximadamente 4,5), generando 1 gradiente de 3 umídades de pH Esto re- 
presenta una fuerza protón-motriz de unos 180 mV a través de la membrana tilacoldal e 
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impulsa la síntesis de ATP mediante la ATP sintasa integreda en esta mernbrana, La fuerza es 
casi la miscaa que a través de la membrana mitoconddal interna, pero la mayor parte de es- 
ta fuerza es debida al gradiente de pH más que al potencial de mernbrana, al contrario de la 
Que sucede en la mitocondría. 

Tanto en las mitocondrias como en los cioroplastos, el centro catalítico de la ATP sinta- 
sa se halla a un pH de cerca de 7,5 y está localizado en un gran compartimiento del orgánu- 
lo (matriz o estroma) lleno de enzimas solubles. En este espacio es donde se produce todo el 
ATEP del orgánulo (véase Figura 14-51). 


La membrana interna del cloroplasto contiene proteínas 
transportadoras que facilitan el intercambio de metabolitos 
con el citosol. 


- Si se aíslan cloroplastos de manera que sus mernbranas internas permanezcan intactas, se 


puede demostrar que esta merabrane tiene una permeabilidad selectiva, lo cual refleja la 
presencia de transportadores específicos. Además, la mayor parte del gliceraldebído 3-fos- 
faro producido por la fijación de CO, en el estroma del cloroplasto es transportado fuera del 
cloroplasto por un eficiente sistema antíporte que intercambia azúcares-fosfeto de 3 átomos 
de carbono por un flujo de fosfato inorgánico hacia el interior. 

Par lo general, el gliceraldehído 3-fosfaro proporciona al citosol una abundante fuente 
de carbohidratos que la cébula utiliza como punto de partida de otros muchos procesos de 
hiosíntesis, incluyendo la producción de sacarosa para su exportación. Pero su utilidad no 
termina aquí. Cuando el gliceraldehído 3-fosfaro llega al citosol, rápidamente es transfor- 
mado mediante parte de la vía glucolítica) en 1,3-bistosfoglicerato y 3-fosfeglicerato (véase 
p. 92%, generando ima molécula de ATP y otra de NADPE. (Una reacción en dos pasos sími- 
lar a ésta pero en sentido inverso, transforma el gliceraldehído 3-fosfato en el cicio de fija- 
ción del carbono; véase Figura 14-40.) Por consiguiente, la exportación de giiceraldehído 
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Figura 14-50 Comparación entre tres tipos 
«e centros de reacción fotosintéticos. Los 
pigmentos implicados en la utilización de la 
huz se indican en color verde, mientras que 
tos implicados en los acontecimientos 
que zienen lugar en el centro de reacción 
fotoquímico están en rojo. (4) El centro de 
reacción fotoquímico de la bacteria púrpura, 
cuyos detalles estructurales están indicados 
enla Figuera 10-34, tiene dos subunidades 
proteicas relacionadas, L y M, que unen Jos 
glgmentos implicados en el proceso central 
tiustrado en la Figura 14-46, Los electrones 
de baja energía son cedidos a la clorofila 
excitada por un citocromo. El LH1 es un 
complejo pigmento-proteína implicado en 
la utilización de la luz. (8) El fotosistema H 
contiene las proteínas Oy y Da que son 
homólogas de las subunidades L y M de (A). 
Los electrones de baja energía son cedidos 
desde el agua a la clorafilla excitada por un 
grupo manganeso El LHC es un complejo 
captador de energía, que cede energía al 
núcleo proteico de la antena fvéase Figura 
MAD AO EMotosistema l contiene las 
protelnas Psa A y Psa 8, cada una de las cuales 
es equivalente a la unión de las proteinas Dy y 
D¿ con la proteína del núdeo de la antena del 
fotosistema il. Los etectrones de baja energía 
son cedidos desde una plastocionina (pC) 
que los une débilmente a la clorofila excitada. 
Corro se indica en el fotosistema llos 
electrones de alta energía pasan desde 
una quinona fija (0) a través de una sere de 
cerros ferrosuifurados (efrotilos rojos), 
Modificado de K. Rhee, E. Morris, J. Barber 
yW KUhibrandr, Natare 398083-288, 1998; 
W. Kahibrandt, Nature 41 1:896-889, 2001. Cont 
la autorización de Macrrállan Publishers Ltd) 
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3-fosfato del cloroplasto suministra al resto de la célula, no sólo la fuente principal de car- 
bone fijado sino ternbién el poder teductor y el ATP necesarios para el metabolismo en el ex- 
terior del cloroplasto, : 


Los doroplastos también llevan acabo otros importantes 
procesos biosintéticos - 


Aderués de la fotosíntesis, el doroplasto también realiza otros procesos binsiméticos. Por 
ejemplo, unas enzimas del estrorna del cloroplasto fabrican todos los ácidos grasos de la cé- 
lula y ua conjunto de aminoácidos. De forma similar, enel cloroplesto el poder reductor de 
los electrones activados por la luz impulsa la reducción de los nitritos (NOy7) a amoníaco 
(NE); este amoníaco proporciona a la planta el nitcógeno necesaro para la síntesis de axmi- 
noácidos y de nucleótidos. Por consiguiente, la importancia metabólica del clocoplasto pa- 
ra las plantas superiores y las algas es mucho más sraplia que su papel en el proceso de la 
fotosíntesis. 


Hesumen 


Los cloroplastos y laz bacterias fotosintéticas obtienen tos electrones de alta energía por medio de fo- 
tosístenas que capturan los electrones excirados ciendo la luz solar es absorbida por las moléculas 
de clorofila, Los fotosistemas están compuestos por un complejo antena que conalizo la energía 
hacia un centro de reacción fotoquímico donde un complejo de proteínas y pigmentos, ordenado de 
forma muy precisa, permite que la energía del electrón excitado en la clorofila sea captada por range 
portadores de electrones. El centro de reacción fotoquiímica mejor conocido es el de la bacteria púr- 
pura fotosintética, que contiene tin solo fotosistema. Normalmente los dos forosistemas están 
conectados en serte y transfieren los electrones desde el agua hasta el NADP* formarido NADPH, con 
la producción concomitante de un gradiente electroquímico trensmeribrana, En estos fotosisternas 
se genera oxígeno molecular (07) como producto intermediario de la eliminación de cuatro electro- 
nes de baja energía a partir de dos posiciones específicas de moléculas de agua. Las estructuras tri- 
dimensionales detalladas de los fotosisternas [y ll muestran un extraordinario grado de homología 
con la estructura de los fotosistemas de la bacteria fotosintética púrpura, lo cual demuestra un des- 
tacable grado de conservación durante miles de millones de años de evolución. 

En comparación con las mitocondrias, los cloroplastos tienen una membrana adicional (la 
membrana tilacoidal) y un tercer espacio interno fel espacio tilacoidal). Todos los procesos de 
transporte electrónico tienen lugar en la membrana tilacoldal: para producir ACE se bornbean El 
hacia el espacio Nlacoidal y un flujo Inverso de protones a través de una ATP sintasa produce el ATP 
en el estroma del cloroplasto. Este ATP se utiliza en conjunción con el NADPE producido en la 
fotosíntesis para impulsar un gran número de reacciones biosintéticas en el estroma del eloroplasto, 
incluyendo el importante ciclo de fijación del carbono, que genera carbohidratos a partir de CO. 
Este carbohidrato, y otros productos importantes del cloroplasto, se exportan al citosol de la célula, 
donde-—en forma de gliceraldehído 3-fosfato- proporcionan carbono orgánico, ATP y poder reductor 
al resto de la célula, 


SISTEMAS GENÉTICOS DE MITOCONDRIAS 
Y PLASTIDIOS 


La evolución de las mitocondrias y los plastidios a partir de bacterías que fueron endocita- 


des por células micleadas ancestrales explicaría por qué ambos tipos de orgánulos contie- 
nen sus propios genormas así como sus maquinarias biosintéticas para producir RNA y 
proteínas. Las mitocondrias y las plastidios no se forman de novo, sino que surgen por cre- 
cimiento y división de mitocondrias o plastidios preexistentes, En cada generación celular 
cada orgánalo tiene que duplicar, por término medio, su masa y redistribuida en cada cé- 
lula hija. Incluso las células que no se dividen tienen que reponer sus orgánulos que son 
degradados como parte de un proceso continuo del recambio de orgánulos, o producir más 
ergánulos, cuando es necesario. El crecimiento y la producción de orgánulos es un proce- 
50 coraplicado, ya que las proteínas de las mitocondrias y de los plastidios pueden estar co- 
dificadas en dos lugares: el genoma nuclear y los genomas localizados en sus orgánmlos 
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Figura 14-57 Comparación entre los 

fijos de protones y la orientación 

de la ATP sintasa que se presentan en 

las ritacondrias y endfos doroplastos. 

Los compartimientos que tienen un pH 
similar se represeran en el mismo color 

La fuerza protón-motriz a través de la 
membrana tlacotdal consiste sobre todo en 
un gradiente de pH; la elevada permeabilidad 
de esta membrana al Ma? y a los tanes Cr 
permite que el fujo de estos iones disipe la 
mayor parte del potencial de membrana, 
Probablemente, las mitocondrias no pueden 
tolerar 4n pH de 10 en su matriz, por lo que 
tienen que generar la fuerza protón-motriz 
sin este incrernento de pH. 
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(Bigara 24-82), En el Capítulo 12 vimos como algunas probeígas y algunos Upidos son. m- 
portados por las mitocondrias y los cloroplastos desde el citosol, Abora vereraos cómo se 
mantienen los genomas de los orgémlos y contribuyen ala biogénesis del orgánulo. 


Las mitocondrias y los cloroplastos contienen sistemas 
genéticos completos 


La biosíntesis de las mitocondrias y de los cloroplastos requiere la contribución de dos 
sistemas genéticos diferentes, Genes especiales del DINA nuclear codifican la mayor parte 
de las proteínas de las mitocondrias y de los cloroplastos. El orgáneudo importa estas protef- 
nas del citosol después de haber sido sintetizadas en los ribosomas citosólicos. El DINA del 
orgánmlo codifica otras proteínas sintetizadas presentes en los ribosomas de su interior y 
utiliza el mANA producido en el orgámalo que especifica su secuencia de aminoácidos (El- 
gura 14-53). El tráfico proteloo entre el citosol y estos orgánulos parece ser unidireccional, 
ya que por lo general no $e exportan proteínas desde las nútocondrias o los cloroplastos al 
citosoL Una excepción a este principio se produce en condiciones especiales cuando la cé- 
hila está a punto de entrar en uma situación de apoptosis. Como se describe en el Capítulo 
19, la mitocondria libera proteínas del espacio intermernbrana (como el citocromo c) a tra- 
vés de la membrana externa de la mitocondría corno parte de una elaborada forma de seña- 
lización que se desencadena en las células que sufren una muerte celular programada, 

El proceso de transcripción del DNA del orgánulo, la síntesis de proteínas y la replica" 
ción del DNA CPigura 14-54) se lleva a cabo en el mismo lugar en el que se localiza el geno- 
ma: en la matriz de la mltocondria 9 en el estroma del cloroplasto. Aunque las proteínas 
implicadas en estos procesos genéticos son especificas del orgánulo, la mayoría de ellas es- 
tán codificadas por el genoma nuclear. Esta es una de las cosas más sorprendentes, ya que la 
máguiraria de la síntesis proteica de los orgánulos se parece más a la de las bacterias que a 
la de las células eucariotas. El parecido es en particular grande en los cloroplastos. Por ejer- 
pla, los ribosomas delos cloroplastos son muy similares alos ribosomas de E. colí tanto en su 
ultraestruchara corao en su sensibilidad a varios antibióticos (tales como el clorantenical, la 
estreptomicina, la eritromicina y la tetraciclina), Además, en los cloroplastos la sintesis de 
proteínas comienza con el N-formil metionina, como en las bacterias, y no con la metioni- 
na como ocurre en el citosol de las células eucariotas. A pesar de que los sistemas genéticos 
raitocondriales son menos parecidos a los de las bacterias actuales, sus ribosomas también 
son sensibles a los antibióticos antibacterianos y la síntesis de proteínas también comienza 
con N-formil metionina. 
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Figura 14-52 Tinción de una mitocondria 

y su DNA rudear con un colorante 
fluorescente, Esta micrografía muestra 

la distribución del genoma nucdear (rajo) 

y varias copias pequeñas del genoma 
mitocondiíal (puntos amarillos brillantes) 

en tina célula de Euglera gracilis. El ONA está 
teñido con bromuro de etidio, un colorante 
Ruorescente que emite luz roja, mientras 

que la matriz mitocondrial está teñida con 

un colorante verde fluorescente, que 
muestra que la mivoconidia lorma una red 
ramificada que 52 extiende por el civosol, La 
superposición de la matriz verde y el DNA rajo 
hace que el genoma mitocondrial se observa 
de color amarillo. (Por cortesía de Y. Hayashi y 
K, Veda, / Cell Sel, 93:565-370, 1989. Con la 
autorización de The Company of Biolagists) 


Figura 14-53 Producción de proteínas 


- de la mitocondria y del doroplasto por 


dos sisternas genéticos diferentes. La mayor 


_ parte de las proteínas de estos orgánulos 


están codificadas en ebnúcleo y deben ser 
importadas desde el citosol. 
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El crecimiento y la división de los orgánulos determinan 
el número de mitocondrias y de plastidios de cada céluta 


En las células de los mamiferos, el DNA mitocondrial constituye menos del 1% del total del 
DNA celular. Sin embargo, en otras células como les de las hojas de las plantas superiores o 
las enormes oocitos de los anfibios, en las mitocondrias y en los cloroplastos existe una can- 
tidad de DNA que supone una proporción mucho mayor (Tabla 14-2) y, en estos orgánulos, 
se produce una gran parte del RINA y de la síntesis de proteínas de la célula. 

Las mitocondrias y los cloroplastos son lo bastante grandes como para poder ser obser- 
vados al microscopio en las células vivas. Por ejemplo, las mitocondrias se pueden visualizar 
ea las células por la expresión de una proteína de fusión, modificada por ingeniería genéti- 
ca, y que se ha unido a una proteína verde Huorescente (GFP: green fínorescent proteia), o se 
pueden incubar células con un colorante fuorescente que es captado especificamente por 
las mitocondrias gracias al gradiente electroquímico a través de sus membranas. Estas 
imágenes dermuestran que las mitocondrias de las cétulas vivas son dinámicas y que con fre- 
cuencia se dividen, fusionan y cambian de forma (Figura 14-53), como comentamos ante- 
riorraente. La división (fisión) y la fusión de estos orgánulos son procesos topológicamente 
complejos debido a que están rodeados por una doble membrana y durante este proceso la 


mitocondria debe mantener la integridad de sus distintos compartimientos mitocondrales 

(Figura 14-56). Figura 14-54 Electromicrografía de una 
molécula de DNA mitocondrial animal 
durante el proceso de replicación del DONA, 


El número y la forma de las mitocondrias varía enormemente en los diferentes fipos ce- 
“Tufares y en el mismo tipo celular puede cambiar según las condiciones fisiológicas. En una El'genoma de DNA circular se ha replicado. 

célula pueden encontrarse desde muchos orgánulos esféricos o cilíndricos hasta un solo or- Únicamente entre los dos puntos señalados 
gánulo con una estructura ramificada (forma reticular). Esta disposición está controlada por con flechas rojas. El nuevo DNA sintetizado 
las velocidades relativas de división y de fusión, las cuales están reguladas por GTPasas loca- está coloreado en amarillo, (Cortesia de 
lizadas en las membranas de las mitocondrias. Adernás, la masa total de orgánulo por célula David A. Clayton) 
puede estar regulada de acuerdo con las necesidades celulares. Por ejemplo, se produce 1 
gran incremento mitocondrial (de entre 5 a 10 veces) cuando una fibra muscular en reposo 
es estimulada repetidas veces para que se contraiga durante un periodo prolongado. 

-— Enelespacio que delimita el espacio interno de cada orgánulo pueden existir muchas 
copias de los genomas mitocondrial y plasedial, El grado de fragmentación del orgénulo de-* 
termina el número de copias del genoma en cada orgánulo; por le general en cada compar- 
timiento se encuentran muchas coplas (véase la Tabla 14-2). En la mayoría de las células, la 
replicación del DINA del orgánulo no se limita a la fase S del cicio celular, cuando se replica el 
DNA nuclear, sino que ocurre a lo largo de todo el ciclo celular —fuera de la fase de división de 
la célula. En cada orgánulo parece que las moléculas de DINA se seleccionan al azar para ser 
replicadas, de forma que a lo largo de un ciclo celular determinado algunas de ellas pueden 
ser replicadas más de una vez y Otras nunca, No obstante, bajo condiciones estacionarias, el 
proceso está regulado de forma que el número total de moléculas de DNA del orgánulo se 
duplique en cada ciclo celular, coro es necesario para que cada tipo celular nuantenga cons- 
tante el DNA del orgánulo, 
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* En los levaduras, la gran variación en el número y el terneño de las mirocondrias por célula es debida a la fusión y fisión de las mitocondrlas, 
FP En el meíz, la cantidad de DINA del cloroplasto cee de forma drástica en las hojas maduras tras la división celutar: es ONA del cloroplasto es degradado 
y se mantiene el mBNA estable para proporcionar la síntesis de proteínas, 
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En cirewustancias especiales, la célula puede controlar de forma precisa la división de 
los orgánulos. Por ejemplo, en algunas algas que tienen un solo o tinos cuantos cloroplastos, 
el orgánulo se divide justo antes de que lo haga la célula, en una zona que coincide exacta- 
mente con el futuro plano de la división de la célula. 


Las mitocondrias y los cloroplastos tienen genomas diferentes 


Las mitocondrias y los cloroplastos tienen varias copias de la molécula de DNA del orgánu- 
lo y, normalmente, están distibuidas en varios grupos (denominados nucleoides), situados 


eo la matriz de la mitocondría o en el estroma del cloroplasto, Se cree que los nuclevides - 


están unidos ala membrana mitocondrial interna. Es probable que la estructura del DNA de 
los nucieoides se parezca más a la de las bacterias que a la de la cromatina de la célula euca- 
riota. Por ejemplo, corao en el caso de las bacterias, ni en cioraplastos ni en mitocondrias 
existen histonas. 

El tamaño del DNA de los orgánulos es similar al DNA viral, pudiendo ir desde menos de 
6000 pares de nucleótidos, como en el caso del Plasmodium falciparurn (el parásito de la 
malaría humana) hasta más de 300.000 pares de nucieótidos en algunas plantas terrestres 
(Figura 14-57). El gerioma de los cloroplastos de las plantas terrestres va desde 70,000 a 
200.000 pares de nucleótidos. Durante mucho tiempo se ha creído que los cromosomas de 
los ciaroplastos eran moléculas circulares que tenían una'copia única del genoma, pero ahio- 
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Figura 14-55 Un retícudo mitecondrial dinároico. (A) En las células de levadura, las mitocondrias forman ua retículo continuo 
junto a la membrana plasmática (fotografía estereoscópica). (8) El balance entre fusión y fisión determina la disposición de las 
mitocondrias en las diferentes células, (C) Diferentes etapas sucesivas tomadas con microscopía de fluorescencia en las que se 
muestra el comportamiento de la red mitocondrial en una célula de levadura. Adernás de los cambios de forma por fusión y 
fisión, la red se remodela constantemente (Hechas rojas). Las micrografías fueron tomadas cada 3 minutos. (A y € obtenidas de 
J. Nunnari et at, Mal Biol. Cell 8:12233-1242, 1997. Con ja autorización de American Society for Cell Biology) 


Figura 14-56 Fusión y fisión mitacondrial. 
Estos procesos implican tanto a la membrana 
externa como a la interna. (4] Durante la 
fusión y la fisión, fas mitocondrias marrienen 
tanto el compartimiento de la matriz como 
el del espacio intermembrana, Se cree 

que en las membranas externa e interna 
intervienen diferentes mecanismos de fusión. 
Desde un punto de vista conceptual, el 
proceso de fisión se parece al de ta división 
de una bactería [descrito en el Capítulo 18). 
La ruta esquematizada se ha postulado a 
partir de imágenes estáticas como la que se 
muestra en (B). (8) Electromicrografía de la 
división de una mitocondria de una céluta 
hepática. (8, por cortesía de Daniel S. Friencd.) 
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ra sabemos que en la mayoría de cloroplastos existen, además de molécuias de este tipo, un 
mílmero mucho mayor de moléculas ineales formadas por varias copias del genoma unidas 
en serie, La mezcla de estructuras observada en los cromosomas de los cloroplastos podría 
estar originada por el proceso de replicación del DNA que está estrechamente relacionado 
cou ios acontecimientos de recombinación análogos a los procesos de replicación observa- 
dos en los virus como el caso del herpes. En muchos genomas mitocondriales tarabién se 
observan tipos de mezclas de estructuras similares. Sin embargo, enlos mamíferos el geno- 
ma mitocondrial es un único círculo de DNA de unos 16.500 pares de bases (menos del 
0,001% del tarnaño del genoma nuclear) y es casi del mismo tamaño en animales tan diver- 
sOs como Drosophila y el erizo de mar. : 


Tanto las mitocondrias como los cloroplastos probablemente 
han evolucionado a partir de bacterias endosimbiónticas 


El carácter procariota de los sisternas genéticos de los orgánulos celulares, especialmente 
notable en el caso de los cloroplastos, sugiere que las mitocondrias y los cioroplastos evo- 
lucioraron a partir de bacterias que fueron endocitadas hace más de mil millones de años. 
De acuerdo con una versión de esta hipótesis endosimbióntica, las cébtulas eucariotas apa- 
recieron en forma de organismos anaeróbicos sin mitocondrias ni cloroplastos y luego 
establecieron una relación endosimbióntica estable con un tipo de bacterias, utilizando el 
sistema de fosforilación oxidativa de las bacterias en beneficio propio (Pigura 14-58), De 
acuerdo con esta hipótesis, el proceso de endocitosis que condujo al desarrollo de las 
mitocondrias, se produjo cuando el oxígeno apareció en la atmósfera en cantidades sus- 
tanciales, hace más de 1,5 X 10% años, antes de que los animales y las plantas se separaran 


- (véase Figura 14-71). Parece ser que los cloroplastos derivaron de forma similar pero más - 


tarde, a partir de la endocitosis de un organismo fotosintérico productor de oxígeno pare- 
cido a una cianobactería. * 
La mayoría de los genes que codifican las proteínas actuales de e mitocondrias y de los 


“ eloroplastos se hallan en el múcleo celular. Por lo tanto, parece probable que durante la evo- 


lación de la célula eucariota se produjera una extensa transferencia de genes desde el orgá- 
nulo al DNA del núcleo, Se esperaría que una transferencia con éxito de este tipo fuese un 
proceso raro, ya que un gen que se traslada desde el DNA del orgánulo debe cambiar para 
transformarse en un gen muciear funcional: tiene que adaptarse a los requerimientos de la 
transcripción nuclear y de la traducción citoplasmática y adquirir una secuencia señal de tal 
manera que la proteína codificada pueda ser trasladada al orgánulo después de su síntesis 
en el citosol. Sin embargo, es evidente que en la actualidad siguen produciéndose transfe- 
rencias de genes al núcleo celular 

La transferencia de genes explicaría por qué algunos genes. del núcleo que codifican 
proteínas de las mitocondrias y de los cloroplastas se parecen a los genes bacterianos. Así, la 
secuencia de aminoácidos de la enzimá mitocondrial superóxido dismutasa de gallina se pa- 
rece mucho más a la misma enzima de una bacteria que a la ES dismutasa del cito- 
sol de las propias células eucariotas. 


La transferencia de genes parece haber sido un proceso gradual. Cuando se comparan: 


genomas que codificar un número diferente de proteínas se observa 1 patrón de reduc- 
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Figura 14-57 Diferentes tamaños 

de genomas mitocondriales. Se ha 
determinado la secuencia completa de ÓNA 
pera más de 500 genomas mitocondriales. 
Se muestra el tamaño a escala de algunos 
de estos DNA mitocondriales, en forma de 
círculos para el genoma drcular y en líneas 
para el líneal. El círculo más grande 
representa el genoma de Ricketisia 
prowazekii, an pequeño parógeno bacteriano 
cuyo genoma se parece enormemente al de 
la mitocondra. El tamaño del genorna 
mitocondrial no se corresponde de forma 
exicta con el número de proteínas que 
codifica: mientras que el ONA mitocondriai 
humano codifica 13 proteínas, el DNA 
mitocondrial de Arabidopsís, que es 22 veces 
mayor sólo codifica 32, que es alrededor de 
2,5 veces más que las que codifica el DNA 
mitocondrial hurnano. El DNA extra que se 
encuentra en Arabidopsis, Marchantia y otras 
mitocondrias de plantas podría ser “DNA de 
desecho” El DNA mitocondrial del protozoo 
Sedinomeonas araricona tiene 98 genes, 
más que el de cualquier mitocondría de 
curtquier organismo analizado hasta ahora. 
(Adaptado de MW. Gray et al, Science 
283:1476-148?, 1999, Con fa autorización 

de AAAS) 
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ción secuencial de las funciones mitocondriales codificadas (Figura 14-59), Por ejemplo, el 
más pequeño, y probablemente el más evolucionado de los genomas mitocondriales, sólo 
codifica unas cuantas de les proteínas de la membrana mitocondrial interna implicadas en 
las reacciones del transporte de electrones, además del RNA ribosómico y algunos ¿ANA Los 
genomas mitocendriales que se han mantenido más complejos tienden a conservar este 
mismo conjunto de genes, además de otros. Los genomas más coraplejos se caracterizan 
por la presencia de muchos genes extra respecto al genorra mitocondrial animal y al de 
levaduras. Muchos de estos genes codifican componentes del sistema genético mitocon- 
dnial, tales como las subunidades de la RNA polimerasa y proteínas ribosomales; en orga- 
nismos cuyo contenido de DNA mitocondrial es reducido, estos genes se encuentran en el 
núcleo celular. 

¿Qué tipo de bacteria dio lugar a las mitocondrias? Por comparación de secuencias, pa” 
rece que las mitocondrias descienden de un tipo particular de bacteria púrpura fotosintéti- 
ca que perdió su capacidad de realizar fotosíntesis y que quedó únicamente con waa cadena 
respiratoria, 


Las mitocondrias presentan una utilización relajada de codones 
y pueden tener una variante del código genético 


Ebtamaño relativamente pequeño del genoma mitocondrial hunano lo conviridó en un 1ua-. 


terial atractivo para utilizar en los primeros proyectos de secuenciación de DNA; en 1981, 
los investigadores publicaron la secuencia completa de sus 16.569 nucleótidos. Comparan- 
do esta secuencia con las de ¡RNA mitocondriales conocidas y con las secuencias parciales 
de aminoácidos disponibles de las proteínas codificadas por el DNA mitocondrial, fue posi- 
ble localizar en le molécula circular de DINA todos los EsaES mitocondriales humanos (Figa- 
ra 14-60), 

Commperando los genomas del núcleo, de los cloroplastos y. de las bacterias con el 
genoma ruitocondrial humano se pueden observar varios rasgos sorprendentes: 


Figura 14-58 Una posible ruta evolutiva 
sobre el origen de la mitocondría. En la 
ectualidad en le densa, hay organismos 
eucariotas unicelulares anzeróbicos que 
carecen de genorna mitocondrial, entre 
ellos se encuentra el protozoo Giardia. Sir 
erabargo, todos los que se han examinado 
parecen tener restos de algún tipo de 
orgánulo rodeado por una membrana, 

En estos restos, se producen reacciones 
iaitoconidriales, tales como la producción de 
centros de sulfuro de hierro, Hasta ahora no 
se conoce ningún ejemplo vivo de le célula 
anaeróbica postulada en esta figura que 
incorporé el primer precursor de la 
mitocondria. Por esta y otras razones, 

se han propuesto vías alternativas en las 
que la combinación de una bactería y una 
arquea pudo conducir a la aparición de las 
primeras células eucariotas y las primeras 
mitocondrias. 
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1. Empaguetamiento génico denso, A diferencia de otros genomas, parece que casitodos 
los rucieótidos forman parte de secuencias codifícantes, ya sea de proteínas o de mo- 
léculas de 1ANNA o de ¿RNA. Dado que estas secuencias codificantes están práctica- 
reente una a continuación de otra, existe muy poco espacio para las secuencias de 
DNA reguladoras. 


2.  Usorelajado del codón, Manque en el citosol y en los cloroplastos existen 36 0 más mo- 
iéculas de URNA diferentes que especifican aminoácidos, sólo se requieren 22 molécu- 
las de ERNA para la síntesis proteica mitocondrial. En las mitocondrias, las reglas 
normales de apareamiento codón-entcodón son relajadas, de modo que muchas mo- 
léculas de IRNA reconocen cualquiera de los cuatro nucleótidos de la tercera posición 
(Muctuante). Esta lectura de “2 de cada 3" permite que un RNA se aparee con uno 
cualquiera de los cuatro codones diferentes y permita la síntesis proteica con menos 
moléculas de RNA. 


3. Una variante del código genético. Quizás lo más sorprendente aparezca al coraparar 
las secuencias génicas mitocondriales y las sechencias de aminoácidos de las protet- 
nas correspondientes, ya que se concluye que en las mitocondrias el código genético 
esta alterado, de modo que 4 de los 64 codones tienen “significados” diferentes de los 
que tienen en otros genomas abla 143). j 
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Figura 14-59 Comparación de genomas 


mitocondrales. Los genornas mitocondiales 


senos complejos codifican subconjuntos de 


proteinas y de RNÁ ribosofaales del conjunta 
delos que son codificados por genornas 
mitocondriales más arandes. Sólo hey cuatro 
genes que están en todos los genomas 


- mitocondlales conocidos: los que codifican 


los RBA ibosomales (ms y mi), el crocrorno b 
tcob) y una subunidad de la citocromo 
oúdasa (coxT). tádaptado de MI Gray 

et al, Sdence 283:1476-1481, 1999, 

Con la autorización de AÁAAS) 


Figura 14-60 Organización del genoma 
esitocondrial humano. El genoma contiene 
2 genes RNA, 22 genes tRINA y 13 secuencias 
que codifican proteinas, También se han 
secuenciado completamente los ONÁ de 

los genomas mitocondriales de muchos 
otros animales. Muchos de estos DNA 
mitocondriales de células animales tenen 

los mismos genes y la misma organización en 
todos los organismos animales desde los 
mamiferos hasta los peces. 
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* En rojo cursiva se señalan los códigos que difieren del código “universal. 


La estrecha similitud entre el código genético de todos los organismos proporciona evi- 
dencias incontestables de que todas las células evolucionaron a partir de un antepasado co- 
ruán. Entonces, ¿cómo podemos explicar las diferencias en el código genético de las 
rmitocondriasí Una pista procede del descubrimiento de que el código genético mitocon- 
dríal es diferente en diferentes organismos. En el protozoo Reclinomonas, que tiene el mayor 
número de genes raltocondriales de los de la Figura 14-59, el código genético no varía res- 
pecto al código genético estándar del núcleo cehdar. Así GA, que en todas las células es un 
codón de paro, en las raltocondrias de mamiferos, hongos e invertebrados se lee corno trip- 
tólano. De manera similar, el codón AGG que normalmente codifica arginina, en las mito- 
condrias de los mamiferos codifica paro y en las miocondrias de Drosophila codifica serina 
(véase Tabla 14-3). Esta variación sugiere que en el código genético de las mitocondrias 2pá- 
rece uma variación el azar. Seguramente, el número en extremo pequeño de proteínas codió- 
cadas por el genorna mitocondrial hace que un cambio ocasional en el significado de un 
codón raro sea tolerable, mientras que un cambio de este tipo en un gran genoma podría al- 
terar la función de muchas protefnas y, por tanto, destruir la célula. 


Las mitocondrias de las células animales contienen 
el sistema genético más sencillo de todos los conocidos 


Estudios comparativos entre las secuencias de DNA de diferentes organismos revelan que en 
los vertebrados (incluidos nosotros mismos), la velocidad de sustitución de nucleótidos du- 
rante la evolución ha sido 10 veces mayor en los genomas mitocondriales que en los geno- 
mas nucleares. Esta diferencia posiblemente se deba a la reducida fidelidad de los sistema de 
replicación y/o reparación en el DNA mitocondrial Dado que en las mitocondrias de las cé- 
kafas animales sólo se tienen que replicar y expresar en forma de RNA y de proteína, unos 
16,500 nucleótidos de DINA, la tasa de exror por nucieótido copiado por la replicación de 
DNA, mantenido por la reparación de DNA, transcrito por la RNA polimerasa o traducido a 
proteína por los ribosomas mitocondriales, puede ser relativamente alta sin que se altere 
ninguno de los escasos productos génicos. Este hecho explicaría por qué los mecanismos 
Que realizan estos procesos son bastante sencillos respecto a los utilizados con el mismo 
propósito en otras partes de la célula. Por ejemplo, aunque no se ha probado, se puede es- 
perar que la presencia de tan sólo 22 tipos de tENA y el tamaño extuaordinariamente pegue- 
ño de los rANA (inferior a dos tercios del tamaño de los rRNA de E. col pueden reducir la 
fidelidad de la síntesis proteica en la mitocondria. 

La velocidad elevada de la evolución de los genes mitocondriales de los animales hace 
que las comparaciones entre las secuencias de DNA mitocondriales sean en especial útiles 
para estimar las fechas de sucesos evolutivos relativamente recientes, tales como las fases del 
desarrollo de los primates. 


Algunos genes de orgánulos contienen intrones 


El procesamiento de los RNA precursores desermpeña tun papel importante en los dos siste- 
mes mitocondriales estudiados con más detalle: el humano y el de levadura. En células hu- 
manas, las dos hebras del DINA mitocondrial son transcritas a la misma velocidad a partir de 
una sola región promotora en cada hebrea, produciendo dos moléculas diferentes de RNA 
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gigantes, cada una de las cuales dene una copia completa de cada hebra del DIVA. Por lo 
tanto, la transcripción es por completo simétrica Los transeritos hechos sobre una hebra 
son procesados en profundidad mediante la acción de nueleasas que los fragmentan, pro- 
duciendo las dos moléculas de RNA, la mayoría de las moléculas de RNA y unas 10 molé- 
culas de HNA que presentas poli-A. Por el contrario, el procesarniento del transcrito de la 
ova hebra sólo produce ocho moléculas de tRNA y un pequeño EXA que tiene poli-A; apa- 
rentemente, el 90% restante de este transcrito (que es complementario de las secuencias 
codificantes sintetizadas en Ja otra hebra) contiene información no útl y es degradado. Los 
ANA que presentan poli-A son los mENA mitocondriales: aunque les falta la estructara de 
caperuza (“cap”) en su extremo $”, enen una cola de poliA en su extrerno 3” que se añede 
después de la transcripción mediante una polimerasa de poli-A mitocon«drial. 

A diferencia de los genes mitocondriales de humanos, algunes genes mitocandriales de 
plantas y de hongos (incluyendo las levaduras) presentan intrones, que deben ser elímina- 
dos por maduración por corte y empalme del RNA. También se presentan intrones en algu- 
nos genes de cloraplastos vegetales. Muchos de los intrones de genes de orgánulos consisten 
en secuencias de nucleótidos emparentadas que son capaces de madurar por sí solos fuera 
de los transcritos de RNA, mediante catálisis mediada por RNA fvéase Capítulo 6), aunque 
por jo general estas reacciones de atromaduración están facilitadas por proteínas. La pre- 
sencia de intrones en los genes de orgánulos es sorprendente, ya que en los genes de las bac- 
terias, cuyos antepasados se cree que dieron lugar a las mitocondrias y a los cloroplastos de 
las plantas, no se hallan intrones similares a éstos. 

En levaduras es posible que tn mismo gen mitocondrial tenga un intrón en una cadena 
pero no en la otra. Al parecer, estos “intrones opcionales” son capaces de desplazarse, entran- 
do o saliendo de los genomas, igual que los elementos transponibles. Por otro lado, en otros 
genes mitocondriales de levadura se han hallado intrones en la misma posición que en el 
genoma de las mitocondrias de Aspergillus y de Neurospora, lo cual implica que estos intra- 
nes fueron heredados a partir de un antepasado común de estos hongos. Parece probable 
que las secuencias de estos intrones tengao un origen muy antiguo —habría que remontarse 
a una bacteria ancestral y que se hayan perdido en muchas bacterias, pero que se hayan 
conservado preferentemente en aquellos genomas de orgánulos en los que la maduración 
del RNA esté regulada, colaborando al control de la expresión génica. 


El genoma del cloroplasto de las plantas superiores tiene 
unos 120 genes 


Ya se han secuenciado más de 20 genomas de cloroplastos. Los genomas de plantas distintas 
(tales como el tabaco y las hepáticas) son muy similares entre sí e incluso rnuy similares a los 
de las algas verdes (Figura 14-61). Los genes de los cloroplastos están implicados en cuatro 
tipos principales de procesos: transcripción, traducción, fotosíntesis y biosíntesis de pe- 


queñas moléculas tales como aminoácidos, ácidos grasos y pigmentos. Los genes de los: 
- eloroplastos codifican al menos 40 proteínas cuyas funciones san desconocidas. Paradójica- 


rente, todas las proteínas conocidas codificadas en el cloroplasto forman parte de grandes 
complejos proteicos que también contienen una o más subunidades codificadas en el nú- 
cleo. Las posibles razones de esta paradoja se expondrán más adelante. 

Los genomas de los cloroplastos y de las bacterias presentan similitudes sorprenden.- 
tes. Las secuencias reguladoras básicas, como los promotores de la trascripción y los termi- 
nadores, son casi idénticas en los dos casos. Las secuencias de aminoácidos de las proteínas 
codificadas en cloropiastos son claramente reconocibles como bacterianas y varias agrupa- 
ciones de genes con funciones relacionadas (p. ej, los que codifican proteínas ribosomales) 
están organizados de la misma manera en los genomas de los cloroplastos, de E. coliy de las 
cianobacterias. 

Son necesarios detallados estudios comparativos de un gran número de secuencias nu- 
cleotídicas homéólogas para trazar la vía evolutiva desde las bacterias a los cloroplastos, pero 
ya pueden esbozarse varias conclusiones: Ñ 

L, Los cloroplastos de plantas superiores evolucionaron a partir de bacterias fotosín- 
“téticas, 

2. Muchos de los genes de la bacteria original pueden ser identíficados en el genoma 

nuclear, donde fueron transferidos y mantenidos de forma estable, En plantas supe- 

riores, por ejemplo, dos tercios de las casi 60 proteínas ribosomales del cloroplasto 
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Figura 14-61 Organización del genoma 
de los doroplestos de plantes hepáticas. 
La orgentzación del genoma del loroplasta 
es sirnilar entodas las plentas superiores, 
pero su tamaño varía entre espedes, 
dependiendo de la cantidad de DNA 

que haya fanqtesando dos genes que 
codifican los ENA ribosomales 168 y 235 de 
hos doroplastos en las des copias de DINA, 
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están codificadas en el núcleo celular, aunque los genes denen un clero ancestro bac- 
teríano, y los ribosomas del cloroplasto todavía retienen sus propiedades bacteria- 
bas originales, 


Los genes mitocondriales se hereda por un mecanismo 
no mendeliano 


Muchos delos experimentos realizados sobre los inecanismos de la biogénesis mitocondrial 
se han llevado a cabo en Saccharomyces cerevisias la levadura del panj. Existen diversas la- 
zones para esta elección. En primer hagaz, estas levaduras tienen la capacidad de sobrevivir 
exclusivamente de la ghueótisis si se cultivan en presencia de glucosa y, por lo tanto, sia utill- 
zar las mitocondrias, necesarias para la fosforilación oxidativa, Este hecho permite a estas 
células sobrevivir con mutaciones de su DINA mitocondrial o nuclear que interfieran con las 
funciones mitocondriales; sin ernbargo, estas mutaciones resultan leteles en muchos otros 
eucariotas. En segundo lugar, las levaduras son eucariotas unicelulares sencillos, fáciles de 
cultivar y de caracterizar bioquímicamente. Por Último, las células de la levadura por lo ge- 
neral se reproducen asexualmente mediante gemación, pero también se pueden reproducir 
sexualmente. Duraxite su reproducción sexual, dos células haploides se fusionan formando 
un zigoto diploide que puede crecer por divisiones mitóticas o bien dividirse por meiosis 
produciendo de nuevo células hapioides. 

El control en el laboratorio de la alternancia entre reproducción sexual y asexual facih- 
teen gran ruedida su análisis genético. Dado que las mutaciones en los genes mitocondria- 
les no se heredan de acuerdo a las reglas mendelianas que gobiernan la herencia de los 
genes nucleares, los estudios genéticos revelan —antes de que el genoma mitocondrial sea 
secuenciado- cuáles de los genes implicados en la fuución mitocondrial de la levadura se 
localizan en el núcleo y cuéles en la mitocondría. En la Figura 14-62 se Hustra un ejemplo de 
herencia no mendeliana (citoplasmática) de los genes mitocondríales en una cétula haplol- 
de de levadura. En este ejemplo, se traza la herencia de un gen mutante que hace que la sín- 
tesis proteica mitocondrial sea resistente al cioranfenicol, 

Cuando una célula haploide resistente al cloranfenicol se cruza con una célula haploide 
del fenotipo salvaje sensible al cloranfenicol, el zágoto diploide resultante contendrá una 
mezcla de roitocondrias mutantes y salvajes. En el zigoto se fusionarán los dos conjuntos 
mitocondriales dando lugar a un retículo contínto que contendrá los genomas de las dos 
célolas que se han cruzado. Cuando este zigoto sufre la mitosís, en las células diploides hijas 
se segregarán copias de ambos DNA mitocondriales, el mutante y el salvaje, En el caso del 

" DNA nuclear, cada célula hija recibe exactamente dos coplas de cada cromosoma, uno de 
cada progenitor. Por el contrario, en el caso del DNA mitocondrial, la célula bija puede he- 
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redar más copias del DNA mutante que del salvaje, O viceversa. En les siguientes mitosis se 
podrán ir enriqueciendo en cualquiera delos dos tipos de DNA, de forza que legará un mo- 
mento en que muchas células sólo contendrán o DNA reutante o DNA salvaje. e proceso 
aleatorio se denomina segregación mitótica. 

Cuando estas células diploides, que han segregado su genoma mitocondrial de esta for- 
ma, sufren mejosis y forraan cuatro células haploides hijas, cada una de estas células hijas 
recibirá los nismos genes mitocoodriales. Este tipo de herencia se denomina no-mendelia- 
neo herencia cioplasmática, en contraposición con la herencia mendeliana de los genes 
nucleares (véase la Figura 14-62). Cuando esto ocurre, se demuestra que el gen en cuestión 
se localiza fuera de los cromosomas nucleares, 

A pesar de que las agrupaciones de moléculas de DINA rnitocanddal (nuclevides) están 
relativamente inmóviles enel retículo poltocondrial, debido a que se encuentras anclados en. 
la membrana interna, a veces se pueden observar grupos de reciegides. Esto sucede con 
més fecuencia en el romento en que las dos redes rultocondriales paternas se fusiona 
formando el zigoto. Cuando en un mismo nuclevide hay DMA diferentes, se puede producir 


recombinación, de tel manera que el genoma mitocondrial contendrá DNA de los dos pro- 


genitores, que se heredará de forma estable después de su separación mitótica. 


En muchos organismos los genes de los orgánulos se heredan 
de la madre 


Las consecuencias de la herencia citoplasmática son más profundas para algunos orgaris- 
mos, incluido el hombre, que para las levaduras. En las levaduras, cuando dos células haploi- 
des se cruzan, ambas son de igual tamaño y por lo tanto contribuyen por igual a la dotación 
del DNA mitocondrial del zigoto (véase la Figura 14-62). Por consiguiente, en la levadura la 
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Figura 14-62 Diferencias entrelos patrones 
de herencia de los genes mitocondriales 
y los genes nucleares en la levadura. Para 
cada gen nuclear, dos de las cuatro células 
que resultan de la melosís heredan el gen 
procede de una de las células haploides 
parentales originales (cromosomas verdes); 
las otras dos céltdas heredan el gen que 
procede de la owra célula (cromosomas 
negros). En carnbio, en ej cazo de los genes 
rátoconddales (herencia no mendeliana) es 
posible que las cuatro células que resultan de 
la melosis hereden los genes mitocondriales 
de una sola de las dos cátdas haploides 
oríginales, En este ejempíio, el gen 
roltocondrial es tal, que en su forma mutante 
(DNA mitocondrial marcado con puntes 
azules) hace que la sintesis de proteínas 
mitocondriales ses resistente al doranfenicol, 
tn inhibidor de la síntesis de proteínas que 
actúa específicamente sobre los ribosomas 
semejantes ados de los procariotas de las 
mitocondrías y de los ctoropiastos, Es 
posible detectar las células de levadura que 
contienen el gen mutado por su capacidad 
para crecer en presencia de cloranfenicol en 
un sustrato como glicerol, que ho puede ser 
tstiizado porJa glucólisis, Con la glucólisis 
bloqueada, el ATP debe ser suministrado 
por la mitoconidria funcional y, portanto, 

las células que tienen el DMA mitocondrial 
normal (puntos rojos) no pueden crecer, 
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herencia mitocondrial es biparental: ambos progenitores contribuyen por igual al acervo de 
genes mitocondriales de la progenie (aunque, coma hernos visto, tras varias generaciones 
de crecimiento vegetativo, a menudo cada individuo de la progenie tiene mitocondrias pro- 
cedermes de uno solo de los progenitores). Por el conmario, en los animales superiores el óvu- 
lo aporta siermpre al zigoto mucho más citoplasma que el espermatozoide —en algunas 
especies animales, el espermatozoide no aporta nada de citoplasma al zigoto. Por consi- 
guiente, cabe esperar que en los animales superiores, la herencia mitocondrial sea unipa- 
rental (raás exactamente, materna). En algunos animales de laboratorio se ha podido 
demostrar esta herencia materna. Un cruce entre animales que presentan DNA mitocondrial 
deltipo A y animales del tipo B genera una progenie que presenta sólo DNA raitocondrial del 
tipo materno. De forza similar, siguiendo en grandes familias la distribución de secuencias 
variantes de DNA mitocondrial, hemos encontrado que en la especie humana, las mitocon- 
drias se heredan por vía materna, 

En alrededor de dos terceras partes de las plantas superiores, los cloroplastos paternos 
masculinos (contenidos en los granos de polen) no pasan al zigoto, de tal manera que tanto 
el DNA de los cioroplastos como el de las mitocondrias se heredan por vía materna. En otras 
plantas, los cloroplastos del polen sí que pasan al zigoto, de forma que la herencia de los clo- 


roplastos sea biparental. En estas plantas, la presencia de cloroplastos defectuosos es la cau- . 


sa de la variegación: mediente la segregación mitótica, en un zigoto se puede producir una 
mezcla de cloroplastos normales y defectuosos durante el crecimiento y desarrollo de la 
planta, produciendo por lo tanto porciones alternantes verdes y blancas en-las hojas. Las 
porciones verdes tienen los eloroplastos normales, mientras que las blancas tienen los clo- 
toplastos defectuosos (Figura 14-63). 

Un óvulo humano fecundado contiene casi unas 2000 copias del genoma mitocondrial 
humano, la mayor parte o todo heredado de la madre. En un humano en el que todo su ge- 
noma contenga una mutación deletérea, debería, en principio, no sobrevivir, Sin embargo, 
algunas madres tienen una población mbue fornada por una parte del genoma mitocon- 
drial mutante y otra normal. Sus hijas e hijos heredarán esta población múxa de DNA y serán 
sanos, a no ser que en el proceso de segregación mitótica resulte que, por casualidad, una 
gran parte de las mitocondrias sea defectuosa en un determinado tejido. Los tejidos que co- 
rren un mayor riesgo son aquellos que tienen necesidad de una gran cantidad de ATB como 
por ejemplo el tejido nervioso y el muscular. 

Podemos identificar una enfermedad hereditaria en los humanos causade por una mu- 
tación en el DNA seitocondrial porque se transmitirá de las madres a los hijos e hijas, y éstas 
(no los hijos) la transmitirán también a sus hijos e hijas. Como cabría esperar, teniendo en 
cuenta que la segregación mitótica es un proceso al azar, los síntomas de este tipo de enfer- 
medades varía enormemente entre los diferentes miembros de una misma farnilia, tanto por 
lo que se refiere a la gravedad come a la edad y al tejido afectado. 

Consideremos por ejemplo una enfermedad hereditaria como es la epilepsia mioclóni- 
<a y la enfermedad de las fibras rojas deshilachadas (MERRE: rayoclonic epilepsy and ragged 
red fiber disease) causada por una mutación en un gen que codifica un tRNA, Esta enferme- 
dad aparece cuando, por casualidad, un determinado tejido hereda una gran cantidad de 
genoma mitocondrial defectuoso. Por encima de un valor umbral, la cantidad de tRNA de- 
fectuoso disminuye la síntesis de proteínas mitocondriales imprescindibles para el rans- 
porte de electrones y la producción de ATP Como resultado de ello, el músculo es débil, 
aparecen problemas cardíacos (como consecuencia de los efectos sobre el músculo cardía- 
co), algún tipo de epilepsia o de demencia (debido a sus efectos sobre las células nerviosas) 
o pueden aparecer otros síntomas. No nos debe sorprender que muchas otras enfermedades 
mitocondriales resulten en fenotipos similares, 


Los mutantes diminutos de la levadura demuestran 
la extraordinaria importancia del núcdeo celular 
en la biogénesis mitocondrial 


Diversos estadios genéticos en levadura han resultado de una gran importancia pera el análi- 
sis de la biogénesis mitocondrial. Un ejemplo notable lo constituyen los estudios de mutantes 
de levadura que tienen grandes deleciones en su DNA mitocondrial, de manera que toda la 
síntesis proteica mitocendrial se halla antilada. Como era de esperar, estos mutantes no pue- 
den llevar a cabo la respiración mitocondrial. Algunos de estos mutantes carecen incluso de 
DNA mutocondrial. Dado que estos mutantes forman colonías exuaordinardiamente pequeñas 


Figura 14-43 Una haja variegada. 

En las zonas blancas de la haja, las células 
han heredado un cloroplasto defectuoso. 
(Por cortesía de John mes Foundation) 
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cuando crecen en un medio que contiene una baja cantidad de glucosa, todos los mutantes 
con estas mitocondrias defectuosas se denominan mutantes diminutos citoplasmáticos. 

Los mutantes diminutos no pueden sintetizar proteínas en sus mitocondrdas, por lo que 
no pueden tener mitocondrias que produzcan ATP pero a pesar de todo tienen mitocon- 
drias con una membrana externa normal y con una membrana interna que presenta crestas 
muy poco desarrolladas (Figura 14-64). Estas mitocondrias contienen casi todas las proteí- 
nas mitocondriales que están codificadas por los genes nucleares y se importan desde el ci- 
tosal, incluyendo las DNA y las RNA polimerasas, todas las enzimas del ciclo del ácido cítrico 
y muchas proteínas de la membrana mitocondrial interna, lo que demuestra claramente la 
extraordinaria importancia del núcleo en la biogénesis mitocondrial. Los mutantes dirinu- 
tos también demuestran que un orgánulo que se divide por sión puede replicarse de farma 
indefinida en el citoplasma de células eucariotas proliferantes, incluso en ausencia comple- 
ta de su propio genoma. Es posible que normalmente los peroxisomas se repliquen de esta 
manera (véase Figura 12-33). 

Para el caso de los cloroplastos, los equivalentes más cercanos alos mutantes diminutos 
mitocondriales de las levaduras son los mutantes de algas unicelulares corno la Euglena. Al- 
gas mutantes de este tipo en las que no tiene lugar la síntesis proteica en los cloroplastos, 
presentan cloroplastos y son perfectamente viables si se les proporciona sustratos oxidables. 
No obstante, si en las plantas superiores se bloquea el desarrollo de los cloroplastos madu- 
ros, ya sea situando las plantas en la oscuridad o bien debido a que el DNA del cloroplasto 
sea defectuoso a no exista, las plantas mueren. 


Las mitocondrias y los plastos tienen proteínas específicas 
de tejido que están codificadas en el núcteo de la célula 


En determinados tipos celulares, las mitocondrias pueden tener funciones especializadas. 
Por ejermpia, el ciclo de la urea es la vía metabólica central de los mamiferos para eliminar el 
nitrógeno de los compuestos que contienen nitrógeno. Este nitrógeno se excreta por la orina 
en forma de urea. Diferentes enzimas de la matriz mitocondrial, codificadas en el núcleo, 
catalizan diferentes etapas de este ciclo. La síntesis de urea sólo se lleva a cabo en algunos te- 
jidos, entre ellos el hígado. Solamente en estos tejidos se sintetizan estas enzimas necesarias 
y son transportadas a la mitocondría. 

Los cornplejos enzimáticos respiratorios de la membrana mitocondrial interna de las 
células de los mamiferos también contienen diversas enzimas específicas de tejido, subuni- 
dades codificadas en el núcleo que al parecer actúan como reguladoras del transporte de 
electrones. Así, algunos humanos presentan una alteración genética muscular debido a una 
subunidad defectuosa de la citocromo oxidasa. Dicha subunidad es especifica de las fibras 
musculares esqueléticas, por lo que las otras células de este mismo individuo, incluyendo 
las fibras musculares del corazón, funcionan normalmente y permiten la supervivencia del 
individuo. Como sería de esperaz, las diferencias específicas de tejido también se presentan 


entre las proteínas de los cloroplastos codificadas en el núcleo. 


Las mitocondrias importan la mayor parte de sus lípidos; 
los cdloroplastos producen la mayor parte de ellos 


La biosíntesis de cloroplastos y de mitocondrias requiere lípidos, ácidos nucleicos y proteí- 
nas. Los cloroptastos tienden a producir los lípidos que necesitan. En las hojas de la espinaca, 
por ejemplo, toda la síntesis celular de ácidos grasos tiene lugar en los cloroplastos, mientras 
que su insaturación tiene lugar en otro compartimiento de la célula. Los grandes glueolípi- 
dos del cloroplasto también se producen de forma local. 

Las mitocondrias, por el contrario, importan la mayor parte de sus lípidos. En las cé- 
lulas animales, los fosfolípidos fosfatidilcolina y fosfatidilserina, se sintetizan en el retículo 
endoplasmático y luego son transferidos a la ¡membrana mitocondrial externa. Además de 
descarboxilar la fosfaridilserina importada transftormándola en fosfatidiletanolamina, la 
principal reacción de la biosíntesis de lípidos catalizada por la mitocondria es la translor- 
tación de los lípidos importados hasta cardiolipina (bisftosfatidilglicerol). La cardiolipina es 
un fosfolípido “doble” que tiene cuatro colas de ácidos grasos (Figura 14-65). Se halla sobre 
tado en la membrana mitocondrial interna y constinuye alrededor de um 20% de su conteni- 
do Íipídico total. 


367 


Figura 14-64 Electromicrografías de 
células de levadura. (A) Estructura de una 
mitocondria normal (B) Mitocondrias con 
un mutante dirminuto que carece de todas 
los productos génicos codificados por les 
eiitocondrias, por lo que el orgánulo está 
formado exclusivamente par protelnas 
codificadas en el núcleo de la célula, 

(Por cortesía de Barbara Stevens) a 
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En el Capítulo 12 se trata la importante cuestión de cómo se produce el transporte es- H 
perífico a las mitocondrias y a los cloroplastos de determinadas proteínas citosólicas. aé 2 ed dh 
E O 


ó 


T 
re 


E ] o is o 
Las mitocondrias pueden contribuir al envejecimiento ol e |! 
“ s Op. O Pol 
de las células y de los organismos | ; 
En O O 
El oxígeno gas, Op, que tiene ima gran afinidad por los electrones, se vuelve especialmente Cd pa di 
reactivo en cuanto adquiere un único electrón y se reduce en parte a superóxido (07). Este Í 2 “A sd 
fenómeno explica por qué al final de la cadena respiratoria los dos átomos de oxígeno supe- CH—CHs CH CH 
róxido O,” permanecen estrechamente unidos a la citocromo oxidasa hasta que han capta- | L. 4 
; 0 0 0. 0 
do cuatro electrones y pueden ser liberados de forma segura en forma de dos moléculas de i l | ! 
agua (véase Figura 14-27). Armedida que se conocen detalles del proceso biológico de trans- C=0 C=0 [=0 C=Q 
porte de electrories entendernos que la evolución ha seleccionado muchos mecanismos | ! ! 
inteligentes que impiden que los electrones de elevada energía se escapen de la cadena de E 3 E S 
transporte de electrones. Sin embargo, a pesar de ello a menudo se producen accidentes; se A O 
ha estimado que en 1 de cada 2000 transferencias de electrones entre el NADH y el oxígeno y E $ E 
se forma una molécula de Oz”. 5 Z 3003 
- Por lo tanto, las células tienen mecanismos de seguridad que minimizan los daños que z E El z 
u a A 


producen los iones superóxido y otras especies reactivas del oxígeno en cuanto se forman 
estos iones. El principal mecanismo de seguridad son las enzimas superóxido dismutasa 
(SOD), que catalizan la reacción Oz + Oz + 2 H* 5 H20) + Oz. El peróxido de hidrógeno, Figura 14-65 Estructura de la cardiolipina. 


todavía tóxico, es metabolizado hasta agua mediante la catalesa (que lleva a cabo la reac- La cardiolípina es un lípido inusual en la 
ción H202 + H202 > 2 H20 + O2) o por la gluratión peroxidasa (que leva a cabo la reacción PS 

ELO, + 2 GSH + 2 20 + GSSG, donde GSH representa el tripéptido glutañión con su grapa 

suíhidrilo cistefna), 


Aproximadamente el 20% del Oz” generado en las células se forma en el interior de las 
mitocondrias. Por tanto, no resulta sorprendente que la mitocondria contenga sus propias 
enzimas superóxido dismutasa y glutatión peroxidasa, o que los ratones deficientes en su- 
peróxido dismutasa mitocondrial (MnSOD) mueran tauy jóvenes a diferencia de los ratones 
que sólo carecen de la forma cirosólica y de la forme extracelular de esta enzima. Incluso en 
animales normales, se observa que el DNA mitocondrial contiene unos niveles de nucleóti- 
dos oxidados anormales diez veces superiores que los del DNA nuclear Este hipo de obser- 
vaciories, junto con las observaciones de que las mitocondxas de las personas de edad 
avanzada funcionan poco, ha conducido a una hipótesis de “círculo vicioso” que intenta ex- 
plicar por qué envejecen los organismos. Desde este punto de vista, las alteraciones por oxi- 
dación generan mutaciones que se acumulan en el DNA mitocondrial de los tejidos 
somáticos, que a su vez causa tna aceleración de la producción de errores por oxidación en $ 
estos tejidos. Este circuito de reroalimentación continúa hasta que las mitocondrias de los 
ratones viejos o de los ancianos producen tantos productos de oxidación que todo el orga- 
nismo decae, dando lugar a una edad avanzada debilitada. 

¿Hay algo cierto en esta hipótesis? Es evidente que el envejecimiento es un proceso 
complejo. Ademnés, en los organismos pluricelulares inferiores como los gusanos y las mos- 
cas, la esperarza de vida se puede prolongar de forma espectacular mediante algún cambio 
genético de entre varios posibles, Estos datos sugieren que estos organismos han sido pro- 
gramados para envejecer y morir cuando lo hacen, en lugar de acabar con una gran cantidad 
de rautaciones o alteraciones acumuladas. Como una prueba directa de la hipótesis de 
círculo vicioso, ratones modificados genéticamente para producir la mitad de la cantidad 
normal de MnSOD viven tanto como los ratones normales y ho parecen envejecer antes de 
tiempo, pero acumulan uma extraordinaria cantidad de alteraciones oxidagivas en las mito- : 
condrías, presentan un declive prematuro de la función mitocondrial y presentan una acu- 
mulación prematura de tumores. 

Aunque todavía es prematuro, parece probable que podamos prolongar nuestras vidas 
simplemente tomando pastillas de antioxidantes. 


¿Por qué los cloroplastos y las mitocondrias tienen 
sus propios sistemas genéticos? 


¿Por qué las rejtocondrias y los cloroplestos necesitan sus propios sistemas genéticos, si 
otros orgánulos, que también están en el citosol, como los peroxisomas y los lisosomas, no 


A a o 


SISTEMAS GENÉTICOS DE MITOCONDRIAS Y PLASTIDIOS 


los tienen? La pregunta no es trivial, puesto que mantener un sistema genético diferente 
regulta costoso, ya que para ello en el núcleo se denen que codificar más de 90 proteínas, in- 
dhuyendo muchas proteínas ribosómicas, las aminoacil RdA sintesas, las DINA y EA poli- 
merasas, y las enzimas de procesamiento y de modificación del RNA (Figura 14-66). Las 
secuencias de axmminoácidos de la mayoría de las proteínas de mitocondrias y cloroplastos 
difieren de las secuencias de las proteínas correspondientes del núcleo y del citosol y no 
existe ninguna razón para pensar que estos orgánulos tengan relativamente pocas proteí- 
nas en comin con el resto de la céluta. Esto significa que el núcleo tiene que proporcionar 
caro mínimo 90 genes para poder mantener el sistema genético de cada órgérado. 

La razón de este arreglo tan costoso no está clara; la esperanza de que el conocimiento 
de la secuencia de nucleótidos del genoma de las raitocondrias y de los cloroplastos propor- 
cione la respuesta definítiva, ha resultado fallida. Ninguna teoría ha planteado razones inn- 
periosas por las que las proteínas de las mitocondrias tengan que estar producidas en las 
propias mitocondrias y no puedan estar sintetizadas, todas ellas, en el citosol, 

Las diferentes subunidades proteicas de los diferentes complejos enzimáticos mitocon- 
driales están altamente conservadas a lo largo de la evolución, pero no está conservado su 
lugar de síntesis (véase Pigura 14-59), Sin embargo, dos genes codificantes de proteinas, 
Coxl y Cob están presentes en todos los genomas mitocondriales. Las proteínas codificadas 
por estos genes son grandes e hidrofóbicas, con muchos segmentos transraenbrana y quí» 
zá hbenen que ser insertadas en la membrana mitocondrial interna de forma cotraduccional 
por los ribosorias mitocondriales, 

Otra opción es que los sistemas genéticos de los orgánulos sean simplemente un calle. 
jón evolutivo sin salida, Desde el punro de vista de la hipótesis endosimbióntica, esto po- 
dría significar que los procesos por los que los endosimbiontes transhrieron la roayoría de 
sus genes al núcteo se pararon antes de completarse. Trausferencias adicionales pudieron 
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Figura 14-66 Origen de las proteínas 

y de los RNA mitocoruiriales, Las proteínas 
codificadas en el núdeo e importadas desde 
el ditosol desempeñan un papel importante 
en la generación del sistema genético de las 
roitocondrias, además de constituir la mayor 
paste de las demás proteínas del orgánulo. 
En este diagrama no seimdican las otras 
proteínas codificadas por el núclea que 
reguian la expresión de cada uno de 

fos genes mitocondiiales en un nivel 
postranseripcional. Las mitocondrias sólo 
contribuyen a su sistema genético con los 
MENA, los RNA y los RIMA (en la mitocondria 
de algunos orgarásmos, incluso tos TRNA 
sonimportados). 
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haber quedado excluidas para la mitocondria por alteraciones en el código genético mito- 
condrial haciendo que estos genes mitocondriales hubieran permanecido no funcionales 
de haber sido transferidos al núcleo. 


Resumen 


Las mitocondrias son adiciones a las cétulas que permiten a ta mayoría de los eucariotas llevar a cabo 
la fosforilación oxidaniva, mientras que los cloroplastos son adiciones a la célula que permiten a de- 
terminados eucariotas (plantas y algunas algas) llevar a cabo la fotosíntesis. Probablernente como 
resultado de su origen procariota, cada orgánulo crece a través de procesos coordinados que recuie- 
ren la contribución de dos sistemas genéticos diferentes: el del orgánulo y el del núcteo celular La 
mayoría de las proteínas de estos orgánulos están codificadas por el DNA nuclear, son sintetizados 
en el citosol y luego son transportadas individualmente al orgánulo. Sin embargo, algunas proteínas 
del orgánulo y algunos RNA están codificadas por el DINA del orgánuto. El genoma mitocondrial 
humano contiene aproximadamente 16.500 nucleótidos y codifica 2 moléculas de RNA ribosómico, 
22 moléculas de RNA de transferencia y 13 cadenas polipeptídicas diferentes. El genoma de los clo- 
roplastos es unas 10 veces mayor que el de las mitocondrias y contiene unos 120 genes. Sin embargo, 
en mutantes en los que el genoma del orgánulo no es funcional, se pueden formar orgánulos par- 
cialmente funcionales y en cantidades normales, lo que demuestra la extraordinaria importancia 
que tiene el núcleo en la biogénesis de ambos orgánulos. 

Los ribosornas de los cloroplastos se parecen en gran medida a los ribosomas bacterianos, mien- 
tras que los ribosomas mitocondriales muestran similinides y diferencias que dificultan mucho rás 
el estudio de su origen. Algunas similitudes proteicas sugieren que las mitocondrias y los eloroplastos 
se originaron cuando una célula eucariota primitiva estableció una relación endosimbiéntica estable 
con una bacterta: se cree que una bactería púrpura dio hugar a las mitocondrias y que, más tarde, 
una cianobacieria dio lugar a los cloroplastos. Muchos de los genes de estas antiguas bacterías toda- 
vía son funcionales para producir proteínas del orgánulo, pero muchos otros har: quedado integra" 
dos, por razones desconocidas, en el genoma nuclear, donde codifican enzimas sernejantes a las de 
las bacrerias, que son sinrecizadas en los ribosomas del citosol y luego transportadas al orgánulo, 

Las alteraciones que se van acumulando en los genomas de la mitocondría a lo largo del tiempo 
pueden constituir una de las causas del envejecimiento de las células y de los organismos, aunque 
roclavía faltan nuchos estudios para coraprobar esta hipótesis de “círculo vicioso”. 


LA EVOLUCIÓN DELASCADENAS 
DE TRANSPORTE DE ELECTRONES 


La mayor parte de lo que se conoce sobre la estrucuurra, función y evolución de las células y 
organismos puede relacionarse con sus necesidades energéticas. Hemos visto que los me- 
canismos fundamentales para uzilizar energía de fuentes tan dispares como la luz y la oxi- 
dación de la glucosa son los mismos. Parece que un método efectiva para sintetizar ATP 
surgió en una evolución terapraria y desde entonces ha sido conservado con sólo pequerias 
variaciones. ¿Cómo surgieron los primeros componentes cruciales, tales corno la ATP sin- 
tasa, las bombas de protones generadoras de poder reductor y los fotosistemas? Las hipó- 
tesis sobre los acontecimientos que sucedieron en una escala temporal evolutiva son 
difíciles de probar. Pero disponernos de pistas, tanto respecto a les muy diferentes cadenas 
de transporte electrónico primitivas que sobreviven en la actualidad en algunas bacterias, 
como respecto a evidencias geológicas en relación al ambiente de la Tierra de hace miles de 
millones de años. 


Probablemente las células más primitivas producían ATP 
por fermentación 


Como se explicó en el Capítulo 1, se cree que las primeras células vivas aparecieron hace 
más de 3x 10% años, cuando la Tierra no tenía más de 10% años. Probablemente las vías me- 
tabólicas más primitivas que producian ATP se parecían a las actuales formas de fermenta- 
ción debido a la falta de oxígeno en el ambiente y a la presencia de moléculas orgánicas . 
producidas de forma geoquímica. 


LA EVOLUCIÓN DE LAS CADENAS DE TRANSPORTE DE ELECTRONES 


En el proceso de fermentación se produce ATP mediante un proceso de fosíbrilación 
que utiliza la energía liberada cuando una molécula orgánica rica en hidrógeno, como la gha- 
cosa, se oxida parcialmente (réase Figura 2-71). Los electrones que proceden de las molé- 
culas orgánicas oxidadas son transferidos (vía NADH o NADPHD) a una molécula orgánica 
diferente lo a una parte diferente de la misma molécula) que, por lo tanto, sereduce. Al final 
del proceso de fermentación, una (o varias) de las moléculas orgánicas producidas se excre- 
tan al medio como productos metabólicos residuales; otros, tales coro el piruvato, son re- 
tenidos por la célula para la biosíntesis. 

Los productos excretados son diferentes en organismos diferentes, pero tienden a ser 
ácidos orgánicos (compuestos carbonados con un grupo COOB). En las células bacterianas 
los más importantes son el ácido láctico (que ternbién se acumula en la ghucólisis anaerébi. 
ca que se produce en el músculo) y ácidos como el fórmico, el acético, el propiónico, el butí- 
xico y el succínico, 


La cadena de transporte de electrones capacitó a las bacterias 
anaeróbicas para utilizar compuestos orgánicos no fermentables 
como fuente principal de energía 


Los procesos de fermentación primitivos no sólo generaban el ATP sino también el poder 
reductor ten forma de NADH o de NADPB) necesarios para la biosíntesis esencial. De esta 
forma, muchas de las principales vías metabólicas pudieron baber evolucionado mientras la 
fermentación constituyó la única forma de producción de energía. Sin embargo, con el iem- 
pa, las actividades metabólicas de esos organismos procariotas fueron cambiando el medio 
ambiente circundante, forzando a los organismos a desarrollar nuevas vías bioquímicas. 
La acumulación de productos residuales de fermentación, por ejemplo, pudo favorecer la 
siguiente seríe de cambios: 


Estadio 1. La excreción continua de ácidos orgánicos disminuyeron el pH del medio ama- 
biente y favorecieron la evolución de proteínas que actuaban como bombas 
transmembrana de H* que bombeaban H* hacia el exterior de la célula para 
protegerla de los efectos peligrosos de la acidificación intracelular Una de esas 
bombas debió utilizar la energía procedente de la hidrólisis del ATP y pudo ha- 
ber sído la antecesora de la ATP sintasa actual. 


Estadio 2. Al raismo tiernpo que los ácidos orgánicos no fermentables se acumulaban en el 
medio ambiente y favorecían la evolución de una bomba de H* consumidora de 
ATP el aporte de nutrientes fermentables de origen geoquímico, que aportaba la 
energía a las bombas y a otros procesos celulares, fue disminuyendo. Ello fevo- 
reció a las bacterias que podían excretar H* sin hidrolizar ATB lo que les permi- 
tía conservar el ATP para owas actividades celulares. De este tipo de presiones 
selectivas pudieron haber surgido las primeras proteínas unidas a membrana 
que utilizaron el transporte de electrones entre moléculas de diferente poten- 
cial redox como fuente de energía para transportar H* a través de la membrana 
plasmática. Algunas de esas proteínas debieron encontrar sus dadores y acepto- 
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Figura 14-87 Oxidación de ácido fórmico en 
algunas bacterias actuales. En las bacterlas 
anaeróbicas, incluyendo E. coli, la oxidación 
de ácido fórmico está mediada por una 
cadena de transporte de elecirones 
conservadora de energía en la membrana 
celutas. Tal como se indica en la figura, tos 
reactivos de este proceso soñ el ácido 
fórmico y el fumarato, mientras que los * 
productos de este proceso son el succipato y 
el CO, Nótese que los H* se generan fuera de 
la célula y se utilizan dentro de la célula, lo 
cual equivale a bombear H* hacia el exterior 
celular. Asi pues, este sistema de transporte 
de electrones figado a membrana puede 
generar un gradiente electroquímico 

de protones a través de la membrana. 

El potencial redox del par ácido 

fórmico-CO, es de 420 mv, mientras 

que el del par furnarato-succinato es de 

+30 mv, (Comparar conta Figura 14-29) 
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res de electrones entre los ácidos orgánicos no fermentables que acuemulaban. 
Muchas de esas proteínas transportadoras de electrones se encuentran en las 
bacterias actuales: por ejeraplo, algunas bacterias que crecen ea ácido fórmico 
bombean H* utilizando una pequeña cantidad de energía redox derivada de ta 
transferencia de electrones desde el ácido fórmico al firnarato (Figura 14-47. 
Otxas tienen componentes transportadores de electrones similares dedicados 
solamerte a la oxidación y reducción de sustratos huorgánicos (para un ejemplo 
de ello, véase la Figura 14-59). 

Estadio 3. Ala larga, algunas bacterias desarrollaron sistemas de transporte electrónico 
que bombeaban H*, que fueron lo bastante eficientes para obtener más energía 
redox de la que necesitaban para mantener su pH interno. Ahora bien, las bac- 
terias que disponían de los dos tipos de bornbas de H* presentaban una venta- 
ja. En esas células un gran gradiente electroquímico de protones generado por 
un excesivo bombeo de H* permitía el retorno de los protones a la célula a través 
de bombas de H* impulsadas por ATB haciéndolas actuar al revés, ya que fun- 
cionaban como ATP sintasas produciendo ATP A causá de que estas bacterias 
requerían cada vez menos aporte de nutrientes fermentables, preliferaron. a ex- 
pensas de sus vecinas. 


En la Figura 14-68 se resumen estos tres estadios hipotéticos en la evokhución de los me- 
cánismos de la fosforilación oxidativa. 


Las bacterias fotosintéticas, suministrando una fuente inagotable 
de poder reductor, superaron el mayor obstáculo de la evolución 
de las células 


Las etapas evolutivas descritas habrían resuelto el problema de mantener un pH intracelular 
néutxo y una fuente abundante de energía, pero habrian dejado sin solución otro problema 
también muy importante, La disminución de la cantidad de nutientes orgánicos fermenta- 
bles significaba que se debía encontrar una fuente de carbono alternativa, para producir los 
azúcares que se utilizaban como precursores de otras muchas moléculas de la célula, El dió- 
xido de carbono de la atmósfera constituía una abundante fuente potencial de carbono. Sin 
embargo, su conversión en una molécula orgánica, como por ejemplo un carbohidrato, re- 
quiere que el CO, Ejedo sea reducido por un fuerte dador electrónico, como el NADE o el 
NADPH, capaz de suministrar los dos electrones necesarios para generar a partir de cada 
CO, una unidad de (CM20) (véase la Figura 14-40). En las primeras etapas de la evolución 
celular debieron abundar agentes reductores fuertes como éstos, procedentes de los proce- 
sos de fermentación. Pero a medida que el aporte de nutrientes fermentables disminuía y 
empezaba a actuar una ATP sintasa unida a membrana produciendo la mayor parte del ATP 
de las células, también debió empezar a disminuir el abundante aporte de NADE y de otros 
agentes reductores. Por ello, resultó iraprescindible que las células desarrollaran un nuevo 
sistema de generar una fuente de poder reductor fuerte, 

Los principales dadores disponibles de electrones fueron los ácidos orgánicos praduci- 
dos por el metabolismo anaerúbico de los carbohidratos, algunas moléculas inorgánicas co- 
mo el sulfuro de hidrógeno (H25) generadas geoquímicamente y el agua. Sin embargo, el 
poder reductor de estas moléculas resulta dermasiado débil para poder ser utilizado en la fi- 
jación del CO», Probablemente, la utilización de un gradiente electroquímico de electrones 


a través de la membrana plasmática, para impulsar un flujo inverso de electrones, generó un 


suministro temprano de dadores fuertes de electrones. Este proceso requirió la evolución de 
complejos enzimáticos unidos a membrana semejantes a la NADH deshidrogenasa; meca- 
nismos de este tipo sobreviven todavía en el metabolismo anaeróbico de algunas bacterias 
actuales Pigura 14-69). 

Sin erabargo, el principal avance en el metabolismo energético fue el desarrollo de cen- 
tros de reacción fotoguímicos que pueden utilizar energía solar para producir directamente 
moléculas como el NADH. Se cree que esto sucedió hace más de 3 x 10% años, en el proceso 
de la evolución celular, en los organismos ancestrales de las bacterias verdes del azufre. 


Actualmente estas bacterias utilizan la energía solar para transferir átomos de hidrógeno : 


(corno un electrón más un protón) desde el HS al NADPH, de esta forma se genera el fuerte 
- poder reductor necesario para la fijación del carbono (Figura 14-70), Como los electrones 
eliminados del HyS se hallen a un potencial redox más negativo que el B20 (230 mY res- 
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Figura 14-68 Evolución de los mecanismos 
de fosforilación oxidativa, Se muestra una 
posible secuencia; los estadios se describen 
enel texto, 
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pecto a + 820 mV del H20), un cuanto de haz absorbida por el único fotosisterna de esas 
bacterias es suficiente para conseguir un potencial redox lo bastante alto como para generar 
NADPÉE a través de una cadena de transporte de electrones fotosintética relativamente sert- 
cilla. 


Las cadenas de transporte electrónico de las cianobacterias producen 
oxígeno atmosférico y permitieron nuevas formas de vida 


Parece ser que el siguiente paso se produjo con el desarrollo de las cianobacterias, hace qui- 
záunos3 x 10% años. Consistió en la evolución de organismos capaces de utilizar agua como 
fuente de electrones para la reducción del CO. Este proceso implicó la evolución de una en- 
ziraa hidrolizadora de la molécula de agua y también requirió un segundo fotosistema que 
actuara en serie con el primero haciendo de puente para salvar la enorme diferencia de pa- 
tencial redox existente entre el B20 y el NADPH, Las homologías estructurales que existen 
entre fotosistemas actuales stgieren que este cambio implicó la cooperación de un fotosís- 
tema derivado de las bacterias verdes (fotosisterma ]) con un fotosistema derivado de las bac- 
terías púrpuras (fotosistema ID. Las consecuencias biológicas de este paso evolutivo se 
manifestaron hace mucho tiempo. Al principio, había organismos cuyas demandas quími- 
cas a su medio ambiente eran míaimes, por lo que se extendían y evolucionaban por vías 
que no podían seguir las bacterias fotosintéticas primitivas, que necesitaban HoS o ácidos 
orgánicos como fuentes de electrones. En consecuencia se acumularon grandes cantidades 
de materiales orgánicos reducidos, sintetizados biológicamente, Además, el oxígeno apare- 
ció en la atmósfera por primera vez. 
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Figura 14-69 Algunas de las vías del 
transporte de electrones de las bacterias 
actuales. Mgunas especies pueden crecer 

de forma anaeróbica utilizando nitratos 
coto aceptor final de electrones en lugar 

de oxfgeno. La mayoría de estas bacterlas 
utiizan el ciclo de fijación del carbono y 
sintetizan sus molécidas orgánicas a partir de 
dióxido de carbono. Estas vías gerveran todo 
el ATP y el poder reductor que requieren para 
su crecimiento, a partir de la oxidación de 
moléculas inorgánicas, como hierro, arñonto, 
nitritos y compuestos de azufre, 

Obsérvese que el flujo de electrones en la 
cadena respiratoria, tanto sí es directo como 
inverso, tiene lugar a partir de la quinona 1Q). 
Coma enta cadena respiratoria, el fujo 
inverso de electrones hace que se bombeen 
H* fuera de la céluta, lo que da lugar a la 
formación del gradiente de protones que 
impuisa la producción de ATP mediante Una 
AFP sintasa (no mostrada aquí). El NADPH 
necesario para la fijación del carbono se 
produce mediante un flujo inverso de 
electrones impulsado también por el 
gradiente de H*, tal como se indica 
en la figura. 


Figtra 14-70 Flujo general de electrones . 
en una forma relativamente primitiva de 
fotosintesis observada en bacterias verdes 
del azufre actuates. El fotosisterma de una 
bactera verde se parece al fotosisterma | de 
las plantas y de las cianobacterias en que 


utiliza series de centros ferrosulfurados coma 


aceptoses primarios de electrones, los cuales 
finalmente ceden sus electrones de alta 
energia a fa ferradoxina (Fd). Un ejemplo de 
una bacteria de este tipo es Chforobium 
tepiduna, que puede vivir perfectamente en 
aguas termales, a altas temperaturas y bajas 
intensidades de luz. 
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El oxígeno es muy tóxico porque las reacciones de oxidación que cataliza pueden alte- 
rar al azar moléculas biológicas. Por ejernplo, muchas bacterias anaeróbicas actuales mue- 
zen con rapidez cuando son expuestas al aire. Por lo tanto, los organismos de la Tierra 
prúxmitiva tuvieron que desarrollar mecanismos de protección contra el incremento de los 
niveles de Oz enel ambiente. Los organismos que aparecieron evolutivamente más tarde, 
corao nosotros mismos, presentan numerosos mecanismos de destoxificación que prote- 
gen las células de los efectos adversos del oxígeno, Á pesar de. ello, se ha postulado que la 
acumulación de alteraciones voddativas en nuestras macromoléculas pueda ser una causa 
importante del envejecimiento de los humanos, como hemos explicado previamente. 

El incremento de los niveles del Oz anmosférico fue inicialrrente muy lento y permitió 
una evolución gradual de medidas protectoras. Por ejemplo, los mares primitivos tenían 
grandes cantidades de hierro ferroso (Fe**), y casi todo el oxígeno producido por las bacte- 
rías fotosintéticas primitivas pudo haber sido utilizado en transforroar el Fett en Fer, Esta 
conversión causó la precipitación de enormes cantidades de óxidos férricos. Las extensas 
acumulaciones de formaciones de hierro en rocas sedimentarias, que aparecieron hace 
aproximadamente 2,7 10% de años, permiten datar el desarrollo evolutiva de las cianobac- 
terías. Hace aprodmadamente 2 x 10% años, el suministro de hierro ferroso se agotó y cesó la 
deposición de precipitaciones de hierro. Las evidencias geológicas sugieren que entonces 
empezaron a artimentar progresivamente los niveles de oxígeno en la atmósfera, alcanzando 
los niveles actuales hace entre 0,5 y 1,5 x 109 de años (Figura 14-71). 

La disponibilidad de codgeno hizo posible el desarrollo de bacterias que dependían del 
metabolismo aeróbico para producir ATP Como hemos descrito, estos organismos pudie- 
ron utilizar la gran cantidad de energía liberada en la degradación de carbobidratos y de 
ovés moléculas orgánicas reducidas hasta CO» y H20. Los componentes de los complejos de 
transporte electrónico preexistentes fueron modificados generándose una cltocrerao oxida- 
sa, de forma que los electrones obtenidos a partiz de sustratos orgánicos e inorgánicos pu- 
dieron ser transportados hasta el Os como aceptor final de electrones. Muchas bacterias 
púrpura fotosíntéticas actuales pueden alternar ente la fotosíntesis y la respiración, según la 
disponibilidad de luz y de oxígeno, con sólo pequeñas reorganizaciones en sus cadenas de 
transporte de electrones. 

Como resultado de la forosíntesis, se acumularon materiales orgánicos en la Tierra, lo 
que provocó que algunas bacterias fotosintéticas (incluyendo las precursoras de E. coll) per- 
dleran su capacidad de sobrevivir sólo de la energía de la luz y se volvieran por completo de- 
pendientes de la respiración. Como se ha descrito (véase Figura 14-58), se ha sugerido que 
las primeras mitocondrias surgieron hace más de 1,5109 años, quizá cuando unas bacte- 
tías dependientes de la respiración se transformaron en endosimbiantes de células pririti- 
vas eucariotas. Posteriormente, los descendientes de estas células eucariotas aeróbicas 
primitivas endocitaron una bacteria fotosintética que se convirtió en el precursor de los clo- 
roplastos. 

En ka Figura 14-72 se representan las posibles vías de los diferentes tipos de bacterias 
descrita en este capítulo. La evolución siempre es conservativa, tomando partes antiguas y 

construyendo sobre ellas algo nuevo, Quizás por ello en las mitocondrias y en los cioroplas- 


aeróbica comienza 
a generalizarse 


prieneras plantas Z. 
y animales pluricelulares 


Figura 14-71 Algunos de los principales 
acontecimientos que se cree que ocurñeron 
durante la evolución de los organismos 
vivas sobre la Tierra. Con la evolución 
delos mecanismos de fotosíntesis basados 
en la membrana, las organismos pudieron 
producir sus propias moléculas orgánicas a 
partir de CO) gaseoso. Como se explica en 
el texto, se cree que el tempo de más de 
10% años, transcurrido entre la aparición de 
bacterias que escindían el agua y kberabaán 
O» durante la fotosíntesis y la acumulación 
de altos niveles de Oy en la atrnósfera, fue” 
debido a la reacción inicial del oxigeno 
con el abundante ion ferroso (et?) que 
estaba disuelto en los océanos primitivos, 
Únicamente cuando el hierro se agotó, el 
oxígeno pudo comenzar a acumularse. En 
respuesta al aumento del nivel de oxígeno 
en la atmósfera aparecieron los organismos 
no fotosintéticos utilizadores de oxígeno 

y fue cuando la concentración de oxigeno 
de la atmósfera se equilibrá. 
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Figura 14-72 Árbol filogenético de la evolución propuesta de las mitocondrias y los cloroplastos y de sus ancestros bacterianos, Parece que la 
respiración de oxígeno comenzó su desarralio hace 2 x 10? años. Como se índica, se cree que evolucionó de forma independiente en las líneas verdes, 
púrpura y azul-verdosas (ciáanobacterias) de bacterias fotosintéticas, Se especula que una bacteria púrpura aeróbica debió perder su capacidad para realizar 
la fotosíntesis y dio lugar a las mitocondrias, mientras que las cianobacterias dieron lugar a los cloroplastos. Los análisis detellados de secuencias de 
nucleótidos sugieren que las mitocondrias derivan de bacterias parecidas a las rhizobacterías, las agrobacterias y a las rickettsias tres especies 
estrechamente relacionadas que generan ascciaciones Íntimas con fas céfulas eucariotas actuales, No se sabe si las arqueas tienen el tipo de fotosistema 
descrito en este capítulo, por lo que no se incluye aqui. 


tos de las células eucariotas superiores actuales todavía sobreviven, auque en forma alre- 
rada, partes de la cadena de transporte electrónico de las bacterias anaeróbicas de hace más 
de 3-4 x 10%años. Consideresé, por ejemplo la homología existente en la estructura y en la 
función entre un complejo enzimático que bombea protones en el segmento central de la 
cadena respiratoria mitocondrial (el complejo b-c1) y los segmentos análogos de las cadenas 
de transporte electrónico de las bacterias y de los cloroplastos actuales (Figura 14-73). 


Resumen 


Ai parecer las células primitivas fueron orgarismos similares a les bacterias actuales, que vivtan en 
un imedio rico en moléculas orgánicas muy reducidas que habían sido generadas a través de proce- 
sos geoquímicos, en el transcurso de cientos de mállones de años. Probablemente estas células primi- 
tivas obtenían la mayor parte de su ATP mediante la transformación de estas raoléculas orgánicas 
reducidas en diversos ácidos orgánicos, que eran excretados como productos de desecho. Así pues, 
estas fermentaciones acidificaron el medio, lo cual pudo haber sido la causa de la evolución de las 
primeras bombas de H* unidas a meribrana, que permitieron mantener un pEl nevtro en el interior 
de la célula. Las prop, jedades de las bacterias actuales sugieren que en este ambiente anaeróbico 
aparecieron una bómba de H* impulsada por el transporte electrónico y una bomba de Et imput- 
sada por ATR La in versión del sentido del funcionamiento de la bomba de H* impulsada por ATR 
pudo permitir que furtionade do una ATP sintasa Al desarrotiarse cadenas de transporte elec- 
trónico más efectivas, la energiberada por las reacciones redox entre moléculas inorgánicas yto la 
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energía acumulada en compuestos no fermentables se pudo utilizar para producir un gran gra- 
diente electroquímico de protones que permitió utilizar la bomba de H* impulsada por ATP para 
generar ATE 

La proliferación de bacterias que urllizaban moléculas orgánicas preformadas como fuente de 
carbono y de poder reductor, no pudo llegar muy lejos, ya que estas molécuias orgánicas eran gene- 
rados raiuy lentamente por los procesos geoquímicos. Por consiguiente, el agotamiento de los 
nutrientes orgánicos fermentables condicionó la evolución de las bacterias fotosintéticas, que po- 
dían utilizar COz para producir carbohidratos. Combinando fragmentos de las cadenas de trans- 
porte eleciránico desarrolladas con anterioridad, las bacterias fotosintéticas llegaron a desarrollar 
un fotosisterna que utilizó la energía luminosa para generar el NADPH necesario para la fijación del 
carbono. La posterior aparición de cadenas fotosintáticas de transporte electrónico más complejas 
en las cianobacteriías permitió quese pudiera utilizar el agua, en lugar de dadores de electrones me- 
nos abundantes y que eran utilizados por otras bacterias fotosintéticas, como dador de electrones 


para la formación del NADPH. De esta forma, la vida pudo proliferar en grandes áreas de la Tierra, **> mo. 


por lo que se volvieron a acumular moléculas orgénicas reducidas. 

Hace aproximadamente 2 10% años, el oxígeno liberado por la fotosíntesis de las cianobacte- 
rías ernpezó a acumularse en la atmósfera. Cuando tanto las moléculas orgánicas como el oxígeno 
Hegaron a serabundantes, las cadenas de transporte electrónico se adaptaron a transportar electro- 
nes desde el NADE hosta el oxígeno y en muchas bacterias se desarrolló un metabolismo aeróbico 
eficiente, En las mitocondrios de los organismos eucariotas se presentan estos mismos mecanismos 


aeróbicos y existen considerables evidencias de que tanto las mitocondrias come los cloroplastos.-<- m0 -> 


evolucionaron a partir de bacterias aeróbicas. 


Figura 14-73 Comparación entre los tres 
tipos de cadenas transportadoras de 
electrones que se analizan con detalle en 
este capítulo, Las bacterias, los cioroplastos 
y las mitoconddas tienen un cormpiejo 
enzimático nido a rmesnbrana que es muy 
semejante al complejo citocromo b-c, de las 
mitocondrias. Estos complejos captan 
eleciones del rensportador quinona (0) 

y bombean H? a través de sus respectivas 
mersbranas. Además, en sistemas in vitro 
reconstruidos, los diferentes complejos 
pueden sustituicse uno por otro; fas 
estucturas de sus componentes protelcos 
indican que están relacionados 
evolutivamente. 
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¿Qué afirmaciones son ciertas? Explicar por qué sio por qué no 
14-4 Los tres complejos enzimáticos respiratorios de la mera- 
braga roitoconddal interna están presentes en un despliegue 
estructuralmente ordenado que facilita la transferencia correcta de 
los electrones entre los complejos adecuados, 


14-2  Losácidos débiles ipofílicos cortociccuitan el flujo normal 
de los protones a través de la menbrana mitocondrial interna, 


eliminando de ese modo la fuerza protón-motrdz, deteniendo la. 


síntesis de ATP y bloqueando el fujo de los electrones. 


14-3 — Las iiutaciones que se heredan segúa las leyes rmen- 
delianas afectan a los genes nucleares; las que teansgreden 
las leyes mendelianas es probable que afecten a genes de orgánm- 
los. 


Resolver los siguientes problemas 


14-4 — Enle década de 1860, Louis Pasteur observó que, al añadir 
Os a un cultivo de levaduras que crecían de forma anaeróbica en 
un medio con glucosa, la tasa de consumo de dicha glucosa dis- 
rainuía drásticamente. Explica las bases de este resultado, tam- 
bién conocido con el nombre de efecto Pasteur. 


114-5 En oumitocondrias hepáticas que respiran activamente, el 
pH en la matriz es casi media unidad de pH mayor que el del el 
tosol. Asumiendo que el citosol tiene pH 7 y que la matriz es una 
esfera con un diámetro de l un [V= (4/3)ur9], calcular el número 
de protones presentes en la matriz de una mitocondrie que esté 
respirando. Sila matriz alcanzase un pKE de 7 (igual al del citosob), 
¿cuántos protones deberían bormbeaxse al exterior para estable- 
cera pH de 7,5 funa diferencia de 0,5 unidades de pE)? 


146 El músculo cardiaco obtiene la mayor parte del ATP que 
necesita para sostener sus contipues contracciones gracias a la 
fosforilación oxidativa. Cuando la ghicosa se oxida hasta COz, el 
músculo cardiaco consume O a una tasa de 10 punolfmin por 
detejido, con el fin de reemplazar el ATP utilizado enla contracción 
y alcanzar una concentración estacionaria de ATP de 5 ¡unol/g de 
tejido, A esta velocidad, ¿cuántos segundos tardará el corazón en 
consumir una cantidad de ATP equivalente a su nivel estaciona- 
rio? (La oxidación completa de una molécula de ghucosa hasta 
CO, produce 30 ATP. 26 de los cuales derivan de la fosforilación 
oxidativa, utilizando los 12 pares de electrones captados en forma 
de los transportadores de electrones NADH y FADH2.) 


14-7  Sise incuban mitocondrias alstadas en presencia de una 
fuente de electrones como el succinato, pero en ausencia de oxí- 
geno, los electrones entran en la cadena respiratoría, reduciendo 
los diferentes transportadores de electrones de manera casi corm- 
pleta. Cuando, a contirmación, introducimos oxígeno, los traas- 
portadores se oxidan a diferentes tasas (Figura P14-1) ¿De qué 
manera estos resultados permiten ordenar a los transportadores 
de electrones de la cadena respiratoria? ¿Cuál es este orden? 


14-83  Eldesacoplador dinitrofenol fire, en su momento, recetado 
coro ua fánmaco que ayudaba a perder peso. ¿De qué manera un 
agente desacoplador de la fosforilación oxidativa puede promover 
la pérdida de peso? ¿Por qué ya po se receta? 


14-9 ¿Cuánta energía está disponible en la luz visible? ¿Cuánta 
energía suministra el Sol ala Tierra? ¿Cuán eficientes son las plan- 
tas ala hora de convertir la energía hunínica en energía química? 
Las respuestas a estas preguntas proporcionan un importante 
telón de fondo para el terna de la fotosíntesis. 


ao 


ET? 


A O a A ci 


Cada cuanto o fotón de luz tiene una energía hu, donde h es 
la constante de Planek (1,58 x 10% leal seg/ fotón) y v es la Ere- 
cuencia en seg, La frecuencia de la luz es igual a cfA, donde ces 
la velocidad de la luz (3,0 10% nn /seg) y Les la longitud de on- 
da en no. Pox lo tanto, la energía (E) de un fotón es: 


Es hu=hcik 


A. Calcular la energía de uu mol de fotones (6 x 10% fotones/ 
rol) de £00 ora (uz violeta), de 690 nm (uz roja) y de 800 runa Gtuz. 
infrarroja). 

E. La luz solar incide sobre la Tierra a una velocidad de unes 
0,3 kcal/seg por metro cuadrado, Asuriendo, para hacer este cál- 
culo, que la nz solar sea en vna buz monocromática de 680 ra de 
longitud de onda, ¿cuántos segundos tardaría un mol de fotones 
en irrediar 10 meteo cuadrado? 
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Figura P14-1 Análisis 
espectrofotométrico 
b rápido de las velocidades 
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transportadores de 
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€ fdmitiendo que se necesitan ocho fotones para Bjar una mo- 
¡écula de CO 2 en forma de caxbohidrato bajo unas condiciones 
óptimas (el valor habitualmente aceptado es de 8-10 fotones), cal- 
cular cuánto tempo le costaría a una torhatera con tn superficie 


foliar de 1 metro cuadrado, sintetizar un mol de glucosa a partir. 


de COz. Seponer que los fotones inciden sobre la hoja a la tasa 
calculada anteriormente y, asimismo, que todos los fotones son 
absorbidos y utilizados para fijar el COz. 

D.  Sise necesitan 112 kcalfmol para fijar un mol de CO, en for- 
ma de carbohidrato, ¿cuál es la eficiencia de la conversión de la 
energía humánica en energía química tras la captura del fotón? Su- 
pón nuevamente que se necesitan 8 fotones de lxz roja (680 non) 
para fijar una molécula de COz. 


14-10 Recordando el faraoso experimento de Joseph Priestley, * 


en el que taa rana de menta salvaba la vida a un ratón dentro de 
una cámara cerrada, hacer urexperímento análogo para ver qué 
hacen una planta Cz y otra Cy cuando se confinan juntas en un 
ambiente cerrado. Colocar una planta de maíz (Cy) y un geranio 
(Ca) en una cámara de plástico cerrada herméticamente con alre 


normal (300 partes por millón de CO) cerca de una ventana del - 


laboratorio. ¿Qué les sucederá a las dos plantes? ¿Competirán o 
colaborarán? Y si compiten, ¿cuál de ellas ganará y por qué? 


14-41 Examinar le hoja variegada de la Figura P14-2. Las áreas 
oscuras son vérdes y las claras son amarillas, Es frecuente encon- 
trar áreas amarillas rodeadas de otras verdes, pero no hay áreas 
verdes rodeadas por otras amarillas. Proponer una explicación. . 


Figura Pid-2 Una 
hoja variegada de 

' Atcuba japonica 

9 con áreas verdes 
foscuras) y amarillas 
claras) (Problema 
14-10. 
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Para formar un organismo pludicehular las células tienen que comunicarse, tal como se co- 
rmmunican los humanos si se tienen que organizar formando sociedades complejas. Y tam- 
bién como en los humanos en los que las comunicaciones suponen algo más que la simple 
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señales se emiten en qué momento, y para permitir que la célula receptora de la señal inter- 
prete estas señales y las utilice para guiar su comportamiento. De acuerdo con el registro 
fósil, los organismos pluricelulares no aparecieron en la Tierra hasta unos 2,5 mil millones de 
años después de la aparición de los organismos unicelulares parecidos a los procariotas 
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les permitiría a las células que compartían el mismo genoma colaborar y coordinar el com- 
portamiento y especializarse para subordinar sus posibilidades individuales de superviven- 
cia en interés del organismo pluricelular como un todo, Estos mecanismos de comunicación 
célula-célula tan sofisticados constituyen el objeto de este capítulo, 

La comunicación entre las células está mediada fundamentalmente por moléculas 
señal extracelulares. Algunas de ellas trabajan a largas distancias, señalizando células muy 
lejanas. Otras sólo señalizan las células inmediatamente vecinas. La mayoría de las células 
de los organismos pharicelulares tanto emiten como reciben señales. La recepción delas se- 
ñales depende de proteínas receptoras situadas casi siempre en la superficie celular, que se 
unen a la molécula señal, La unión activa el receptor el cual, a su vez, activa una o más vías 
intracelulares de señalización, Estas cadenas de liberación de moléculas —principalmente 
proteínas señal intracelulares procesan la señal dentro de la célula receptora y la distribu- 
yen alas dianas intracelulares adecuadas. Por lo general, estas dianas son proteínas efecto- 
ras que se alteran cuando se activa la vía de señalización y provocan un cambio apropiado 


- del comportamiento celular. En función de la señal y de la naturaleza y del estado de la cé- 


lula receptora, estos efectores pueden ser proteínas reguladoras de penes, canales lónicos, 
componentes de una vía metabólica, partes del citoesqueleto u otras formaciones celulares 
Pigara 15-10, 

En este capítulo, se descrbirán en primer lugar los principios generales de la cormuni- 
cación cehilar A continuación, se examinarán las principales families de proteinas recepto- 
ras de superficie celular y las principales cascadas de señalización intracelular que activan. 
Banque el capítulo se centra sobre todo en las céhalas animales, Enalizarernos considerando 
las características especiales de la cormanicación celular en plantas, 
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de estadios realizados en organismos unicelulares actuales como las bacterias o las levadu- 
ras. A pesar de que estas células llevan una vida fundamentalmente independiente, pueden 
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Mecanismos 
de comunicación celular 


Para formar un organismo pludicehular las células tienen que comunicarse, tal como se co- 
rmmunican los humanos si se tienen que organizar formando sociedades complejas. Y tam- 
bién como en los humanos en los que las comunicaciones suponen algo más que la simple 
transmisión de ruidos desde la boca a los oídos, la comunicación de célula a célula supone 
algo más que la transmisión de señales químicas a través del espacio comprendido entre 
una célula y otra. Son necesarios complejos mecanismos intracelulares para controlar qué 
señales se emiten en qué momento, y para permitir que la célula receptora de la señal inter- 
prete estas señales y las utilice para guiar su comportamiento. De acuerdo con el registro 
fósil, los organismos pluricelulares no aparecieron en la Tierra hasta unos 2,5 mil millones de 
años después de la aparición de los organismos unicelulares parecidos a los procariotas 
actuales. Este largo retraso puede reflejar la dificultad de la evolución de los sistemas de co- 
municación entre las células animales, las células vegetales y los hongos -la maquinaria que 
les permitiría a las células que compartían el mismo genoma colaborar y coordinar el com- 
portamiento y especializarse para subordinar sus posibilidades individuales de superviven- 
cia en interés del organismo pluricelular como un todo, Estos mecanismos de comunicación 
célula-célula tan sofisticados constituyen el objeto de este capítulo, 

La comunicación entre las células está mediada fundamentalmente por moléculas 
señal extracelulares. Algunas de ellas trabajan a largas distancias, señalizando células muy 
lejanas. Otras sólo señalizan las células inmediatamente vecinas. La mayoría de las células 
de los organismos pharicelulares tanto emiten como reciben señales. La recepción delas se- 
ñales depende de proteínas receptoras situadas casi siempre en la superficie celular, que se 
unen a la molécula señal, La unión activa el receptor el cual, a su vez, activa una o más vías 
intracelulares de señalización, Estas cadenas de liberación de moléculas —principalmente 
proteínas señal intracelulares procesan la señal dentro de la célula receptora y la distribu- 
yen alas dianas intracelulares adecuadas. Por lo general, estas dianas son proteínas efecto- 
ras que se alteran cuando se activa la vía de señalización y provocan un cambio apropiado 


- del comportamiento celular. En función de la señal y de la naturaleza y del estado de la cé- 


lula receptora, estos efectores pueden ser proteínas reguladoras de penes, canales lónicos, 
componentes de una vía metabólica, partes del citoesqueleto u otras formaciones celulares 
Pigara 15-10, 

En este capítulo, se descrbirán en primer lugar los principios generales de la cormuni- 
cación cehilar A continuación, se examinarán las principales families de proteinas recepto- 
ras de superficie celular y las principales cascadas de señalización intracelular que activan. 
Banque el capítulo se centra sobre todo en las céhalas animales, Enalizarernos considerando 
las características especiales de la cormanicación celular en plantas, 


PRINCIPIOS GENERALES y : 
DE LA COMUNICACIÓN CELULAR 


Mucho antes de que los organismos pluricelulares aparecieran sobre la Tierra, los organis- 
mos unicebilares ya habían desarvollado mecanismos que les permitían responder a cami- 
bíos químicos o físicos de su entorno, Casi con toda seguridad, estos mecanismos también 
les permitían responder a la presencia de otras células. Algunas evidencias de ello proceden 
de estadios realizados en organismos unicelulares actuales como las bacterias o las levadu- 
ras. A pesar de que estas células llevan una vida fundamentalmente independiente, pueden 
comunicarse entre sí y cada una de ellas puede influir en el comportamiento de otras célu- 
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las. Por ejeraplo, muchas bacterias responden a señales químicas secretadas por sus vecinas 
y que aumenten de concentración cuando aumenta la densidad de la población. Este pro- 
ceso, denominado detección de quórum permite a la bacteria coordinar su comportamiento, 
incluyendo su motilidad, la producción de antibióticos, la formación de esporas y la conju- 
gación sexual. 

" Deforma similar, las células de levadura se comunican entre sí en preparación para el 
acoplamiento sexual. La levadura de gemación Saccharomyces cerevisiae proporciona un 
ejemplo bien estudiado: cuando un individuo haploide está preparado para el acoplamien- 
to, segrega un péptido denominado factor de acoplamiento que consituye una señal para 
que las células cuyo tipo de acoplamiento es el contrario dejen de proliferar y se preparen 
para el acoplamiento (Figura 15-2). La posterior fusión de dos células hapioides de tipo de 
acoplamiento contrario produce una célula diploide, la cual entonces puede sufrir 
meiosis y esporular, generando células haploides con una nueva dotación de genes (véase 
Figura 21-3B). El mezclado de los genes través de la reproducción sexual ayuda a las especies 
a poder sobrevivir en un ambiente que varía de forma impredecible (como se describe en el 
Capítulo 21). 

Estudios sobre levaduras mutantes que son incapaces de acoplarse han permitido iden- 
tíficar muchas proteínas que son necesarias para este proceso de señalización. Estas pro- 
teínas forman una red de señalización que inchxye receptores de superficie cehular, proteínas 
de unión a GTP y proteínas quinasa, cada una de las cuales fiene pañentes cercanos entre las 
proteínas receptoras y las proteína intracelulares que participan en la señalización de las 
células animales. Sin embargo, a través de la duplicación génica y de la divergencia, los sis- 
temas de señalización de los animales han llegado a ser mucho más elaborados que los de 
las levaduras; por ejemplo, el genoma humano tiene más de 1500 genes que codifican pro- 
teínas receptoras y el número de proteínas receptoras diferentes es todavía mayor debido a 
la maduración alternativa del RNA y a modificaciones postraduccionales. 

El gran número de proteínas señal, de receptores y de proteínas señal intracelulares uti- 
hizadas por los animales se pueden agrupar en un número mucho menor de familias de pro- 
teínas, la mayoría de las cuales han sido muy conservadas durante la evolución. Las moscas, 
los gusanos y los marniferos uiilizan maquinarias de comunicación celular que son esen- 
cialmente idénticas, y rauchos de los componentes clave y vías de señalización se descu- 
búeron a través de análisis racionales en Drosephila y en €. elegans. 


Figura 15-1 Una vía sencilla de señalización 
intracelular activada por una molécula 
señal extracelular. La molécula señal 
normalmente se Une a una proteína 
receptora situada en la superficie celular 

de la céluta diana y activa una o más vías de 
señalización intracelular mediada por una 
sere de proteínas señalizadoras. Por último, 
una o más de estas proteinas intracelulares 
de señalización modifican la actividad de 
las proteínas efectoras y de este modo 

el comportamiento de la célula. 


(E) e A 


Figura 15-2 Las cálulas de levadura 
responden a un factor de acoplamiento. 

¡Aj Porlo general, las células de levadura 

son esfáñcas (8), pero en respuesta al factor 
de acoplamiento secretado por células de 
levadura vecinas, erniten una protuberancia 
hada la fuente del factor en preparación para 
el acoplamiento, (Cortesfa de Michael Snyrer) 
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Las moléculas señal extracelulares se unen a receptores específicos 


Las células de los animales pluricelulares se comunican mediante centenares de tipos de 
moléculas señal, incluyendo proteínas, pequeños péptidos, aminoácidos, nucleótidos, es- 
teroides, retinoides, derivados de ácidos grasos, e incluso gases disueltos como el óxido nítd- 
co y el monóxido de carbono. La mayoría de estas moléculas señal son liberadas por las 
células señalizadoras al espacio extracelular rnediante exocitosis (se describe en el Capítulo 
13). Otras se liberan por difusión a través de la membrana plasmática, y otras quedan ex- 
puestas al espacio extracelular mientras permanecen fuertemente unidas a la superficie de 
la célula señalizadora y sólo constituyen una señal para las otras células cuando entran en 
contacto con ellas. Las proteínas transmembrana pueden actuar corno señalizadoras de esta 
forma o sus dominios extracelulares pueden ser liberados de la superficie celular mediante 
rotura proteolítica y, así, actuar a distancia, 

Sea cual sea la naturaleza de la molécula señal, la célula diana responde mediante un 
receptor, que se une específicamente a la molécula señal y entonces inicia una respuesta en 
la célula diana. Muchas de las moléculas señal extracelulares actúan a concentraciones muy 
bajas (típicamente < 10% M), y los receptores que las reconocen se unen a ellas por lo gene- 
ral con una elevada afinidad (constante de afinidad K¿ > 10% litros/mol; véase la Figura 3-43). 

En la mayoría de los casos, los receptores son proteínas transmembrana de la superficie 
de las células diana. Cuando estas proteínas se unen a una molécula señal extracelular (un 
ligando), se activan y generan varias señales intracelulares que alteran el comportamiento 
de la célula. En otros casos, los receptores están situados en el interior de la célula diana y 
la molécula señal tiene que entrar en la célula para activarlos: estas moléculas señal, por lo 
tanto, deben ser lo bastante pequeñas e hidrofóbicas para poder difundir a través de la 
membrana plasmática (Figura 15-3), 


Las moléculas señal extracelulares pueden actuar a corta 
o alarga distancia 


Muchas moléculas señal permanecen unidas ale superficie de la célula señalizadora, influ- 
yendo sólo en las células con las que entran en contacto (Figura 15-44). Esta señalización 
dependiente de contacto es en especial importante durante el desarrollo y en respuestas in- 
munes. Durante el desarrollo, la señalización dependiente de contacto puede actuar a dis- 
tancias relativamente grandes, cuando las células que se comunican emiten largos brazos 
para entrar en contacto entre sí. 

Sia embargo, en la mayoría de casos las células señal secretan moléculas señal al fluido 
extracelular, Las moléculas secretadas pueden ser transportadas a largas distancias y actuar 
sobre células diana muy alejadas, o pueden actuar como mediadores locales afectando únú- 
camente a células del ambiente inmediato a la célula señal. Este último proceso se denormi- 
na señalización paracrina (Figura 15-4B). Habitualmente en la señalización paracrina la 
célula señalizadora y la célula diana son tipos celulares diferentes, pero las células también 
pueden producir señales a las que responden ellas mismas. A este tipo de señalización se le 
denornina señalización autocrina. Por ejernplo, las células cancerosas utilizan a menudo es- 
te tipo de estrategia para estimular su propia supervivencia y proliferación. 

Para que las señales paracrinas sólo actúen de forma local es necesario que las molécu- 
las señal secretadas no puedan difundir nauy lejos; por esta razón. por lo general son capta- 
das rápidamente por las células diana vecinas, destruidas por enzimas extracelulares o 
inmovilizadas por la matriz extracehular. Los proteoglucanos heparán sulfato (se tratan en el 
Capítulo 19), tanto de la matriz extracelular como los unidos a las superficies celulares, a rmne- 
nudo participan en la localización de la acción de proteínas señal secretadas. Tienén largas 
cadenas laterales de polisacáridos que unen proteínas señal y las inmovilizan. También pue- 
den controlar la estabilidad de estas proteínas, su transporte a través del espacio extracelu- 
lar o su interacción con los receptores de superficie celular. También existen proteínas 
antagonistas secretadas, que modifican la distancia a la que actóa una señal paracrina, 
Estos antagonistas se nen a la molécula señal o a su receptor de la superficie celular blo- 
queando su actividad; este hecho desempeña un papel importante en la restricción del ran- 
go de eficiencia de una proteína señal secretada que influencia las decisiones de desarrollo 
que generan las células embriionanas (se describe en el Capítdo 22). 

Los organismos pluricelulares, grandes y cornplejos, necesitan mecanismos de señali- 
zación de largo alcance para coordinar el comportamiento de sus células en zonas remotas 
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Figura 15-3 Las moléculas señal 
extracelulares se unen s receptores 

de la superficie celular o a receptores 
intracelulares. (2) La mayoría de las 
molértiz lizadores son hidrofílicas 
y, Portanto, incapaces de atravenar 
directamente ls mernbrana Dlasmárica de 
la colula diana; por ello, ze unen a receptoras 
de la superticie celular que, a su Vez, Generan 
señales en el interior de la célula diana (véase 
la Figura 15-1).(B) Por el contrario, algunas 
moléculas señal pequeñas difunden a través 
de la membrana plasmática y se unen a 
proteínas receptoras situadas en el interior 
de la célula diana en el citosol o en el núcleo 
(como se muestra en la ilustración). Muchas 
de estas moléculas señal pequeñas som 
hidrofóbicas y casi insolubles en soluciones 
acuosas; por ello, son transportadas a través 
del torrente sanguineo y de otros fluidos 
extracelulares, unidas a proteínas 
transportadoras, de las que tienen que 
disociarse antes de entrar en la célula diana, 
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de su cuerpo. Por ello han desarrollado tipos celulares especializados en la comunicación 
intercelular a larga distancia. Los más sofisticados de ellos son las células nerviosas, o neu- 
ronas, que típicamente extienden largas prolongaciones (axones) que les permiten entrar en 
contacto con las células diana aunque estén situadas muy lejos. En estos lugares de contacto, 
las prolongaciones forman unas estructuras especializadas en la transmisión de señales de- 
nominadas sinapsis químicas. Cuando se activan por estímulos procedentes del ambiente o 
de otras células nerviosas, las neuronas envían impulsos eléctricos (potenciales de acción) 
que avanzan con rapidez por el axón; cuando un impulso de este tipo llega a una sinapsis, al 
final del axón, provoca la secreción de una señal química que actúa como un peurobrans- 
misor. La estructura organizada de forma tan compacta de una sinapsis asegura que el neuro- 
transmisor sea liberado específicamente a los receptores de la célula diana postsináptica 
(Figura 15-4C). Este proceso de señalización sináptica se trata en detalle en el Capítulo 11. 

Una estrategia bastante diferente de señalización a larga distancia utiliza las células en- 
docrinas. Estas células secretan sus moléculas señal, denominadas hormonas, al torrente 
sanguíneo, que las transporta a largas distancias y las distribuye por todo el cuerpo, perrai- 
tiendo que actúen sobre células diana que pueden encontrarse en cualquier lugar del orga- 
nismo (Figura 15-4D). 

En la Figura 15-5 se comparan los mecanismos que permiten a las células endocrinas y 
alas células nerviosas coordinar a largas distancias el comportamiento cetular en los anima- 
les. Dado que la señalización endocrina depende de la difusión y del fhajo sanguinea, es rela- 
tivamente lenta, Por el contrario, la señalización sináptica es mucho más rápida y también 
raucho más precisa. Las células nerviosas pueden transiitir información a grandes distan- 
cias mediante impulsos eléctricos que viajan a velocidades de hasta 100 metros por segundo; 
una vez liberado por una terminación nerviosa, un nevrotransmisor difunde no más de 
100 xn hasta la célula diana, un proceso que dura menos de un milisegundo. Otra diferen- 
cia entre la señalización endocrina y la sináptica es que, mientras que las hormonas se dil- 
yen enormemente en la sangre circulante y en el líquido intersticial, por lo que tienen que 
poder actuar a concentraciones muy bajas (de forma característica < 108 MO, los neurotrans- 
másores se diluyen emucho menos y alcanzan concentraciones locales altas, Por ejemplo, la 
concentración del neurotransmisor aceríicolina en la hendidura sináptica de una unión nen 
romuscular activa es de alrededor de 5 x 10% M. Porlo tanto, en la señalización sináptica los 
receptores delos neurotransinisores tienen una afinidad relativanente baja por sus ligandos, 
lo que signófica que el neurotransmisor puede disociarse rápido del receptor y facilitar que la 


Figura 15--4 Cuatro formas de señalización 
intercelular. (A) La señalización dependiente 
de contacto requiere que las células estén en 
contacto directo a través de sus membranas. 
(B) La señalización paracrina se basa en 
señales liberadas por las células al medio 
extracelular y que actúan de forma local 
sobre células vecinas. (C) La señalización 
sináptica la realizan neuronas que transmiten 
señales eléctricas a lo largo de sus axones y 
liberan neurotransmisores en las sinapsis, las 
cuales pueden estar muy alejadas del soma 
celular. (D) La señalización endocrina se basa 
en células endocrinas, que secretan 
hormonas al torrente sanguíneo desde 
donde son distribuidas portado el - 
organismo. En las señalizaciones paracrina, 
sináptica y endocrina se utilizan muchos de 
los mismos tipos de moléculas señalizadoras. 
Las diferencias cruciales radican en la 
velocidad y en la selectividad con que las 
señales son liberadas a sus dianas. 
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Figura 15-5 Contraste entre la señalización endocrina y tas estrategias neuronales para un amplio 
rango de señalización. En animales complejos, las células endocrinas y las células nerviosas actúan 
conjuntamente coordinando las actividades de células de diversas partes del cuerpo. Mientras que 
diferentes células endocrinas tienen que utilizar diferentes hormonas para comunicarse de forma 
específica con sus células diana, diferentes células nerviosas pueden utilizar el mismo neurotransmisor 
y, a pesar de ello, comunicarse también de este modo. (A) Las células endocrinas secretan hormonas a la 
circulación y sólo actúan en aquellas células diana que tienen los receptores apropiados: los receptores 
se unen específicamente a la hormona, que será así “atrapada” por las células desde el líquido extracelular. 
(8) En la señalización sináptica, por el contrario, la especificidad reside en los contactos entre la célula 
nerviosa y las células diana específicas que señaliza. <CTGA> Generalmente, sólo está expuesta al 
neurotransmisor liberado por la terminación nerviosa la célula diana que se halla en contacto sináptico 
con la célula nerviosa launque algunos neurotransmisores actúan de una manera paracrina como 
mediadores locales que influencian muchas células diana en un área). 


respuesta termine. Además, los neurotransmisores son retirados con rapidez de la hendidura 
sináptica, tanto por enzimas hidrolíticas específicas que lo destruyen como por proteínas de 
membrana específicas que transportau el neurotransmisor, bombeándolo de nuevo hacia la 
terminación nerviosa o hacia las células gliales vecinas. Así pues, la señalización sináptica es 
mucho más precisa que la señalización endocrina, tanto en tiempo como en espacio. 

La velocidad de respuesta a una señal extracelular depende no sólo del mecanismo de 
distribución de la señal, sino también de la naturaleza de la respuesta en la célula diana. En 
los casos en los que la respuesta solamente requiere cambios en proteínas que ya están pre- 
sentes en la célula, ésta puede darse muy rápidamente: por ejemplo, un cambio alostérico 
en un canal controlado por un neurotransmisor (se analiza en el Capítulo 11) puede alterar 
el potencial eléctrico de la membrana en cuestión de milisegundos y las respuestas que só- 
lo dependen de la fosforilación de proteínas pueden darse en cuestión de segundos. Sin em- 
bargo, cuando la respuesta implica cambios en la expresión génica y en la síntesis de nuevas 
proteínas, por lo general requiere muchos minutos o incluso horas para producirse, inde- 
pendientemente del sistema de transmisión de la señal (Figura 1546). 
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Figura 15-6 La señales extracelulares actúan de forma lenta o rápida cambiando el comportamiento 
de una célula diana. Ciertos tipos de respuesta señalizadoras, como el incremento del crecimiento y la 
división celulares, implican cambios en la expresión de genes y en la síntesis de nuevas proteínas; por 

lo tanto, ocurren lentamente, a menudo puede transcurrir una hora o más. Otras respuestas como los 
cambios en el movimiento de la célula, la secreción o el metabolismo no implican por necesidad 
cambios en la transcripción y, por lo tanto, se producen con mucha más rapidez, a menudo en cuestión 
de minutos o segundos; estos cambios pueden ser por ejemplo la fosforilación rápida de proteínas 
efecioras en el citoplasma. Las respuestas sinápticas mediadas por carnibios en el potencial de membrana 
pueden ocurrir en cuestión de milisegundos (no mostrado aqui). 
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Las uniones de tipo gap permiten que las células vecinas 
compartan la información de señalización 


Las uniones de tipo gap son canales muy estrechos llenos de agua que conectan directa- 
mente los citoplasmas de dos células epiteliales adyacentes o de algunos otros tipos celu- 
lares (véase la Figura 19-34). Los canales permiten el intercambio de jones inorgánicos y de 
Otras pequeñas moléculas solubles en agua, pero no de mmacrornoléculas como proteínas 
O ácidos nucleicos. Así, las células que están conectadas por uniones de tipo gap pueden co- 
raunicarse entre sí de forma directa sin tener la dificultad de la barrera que supone la pre- 
sencia de las membranas plasmáticas (Figura 157). De esta forma, las uniones de tipo gap 
proporcionan la forma más íntima de todas las formas de comunicación celular, puentes ci- 
toplasmáticos (véase la Figura 21-31) o fusión celular. 

En contraste con otros sistemas de comunicación celular, por lo general las uniones de 
tipo gap permiten que la comunicación se produzca en ambos sentidos de forma simétrica 
y su efecto típico consiste en homogeneizar las condiciones de las células que se comunican. 
También pueden ser importantes diseminando el efecto de las señales extracelulares que 
actúan a través de mediadores intracelulares pequeños, como el Ca** y el AMP cíclico (se 
describe más adelante), los cuales pasan fácilmente a través de los canales de las uniones de 
tipo gap. Por ejemplo, en el hígado una caída en la concentración de los niveles de glucosa 
en sangre estírmula la liberación de noradrenalina (norepinefrina) por las terminaciones 
nerviosas simpáticas. La noradrenalina estimula alos hepatocitos (células del hígado) a que 
aumenten la degradación de glucógeno y a que liberen glucosa a la sangre, ina respuesta 
que depende de un incremento de los niveles intracelulares de ÁMP cíclico. Sin embargo, no 
todos los hepatocitos están inervados por terroinaciones nerviosas simpáticas. Mediante las 
uniones de tipo gap que conectan los hepatocitos, los hepatocitos inervados transroiten la 
señal a los no inervados, 31 menos en perte mediante el lesolazamiento de moléculas de 
AMP cíclico a través de las uniones de tipo gap. Como era de esperar, los ratones que tienen 
uma amutación en el gen de las uniones de dipo gap, que se expresa sobre todo en el hígado, 
10 pueden movilizar la glucosa normio mente cuando los niveles de glucosa en sangre caen. 
Las uniones de ripo gap se tratran en detalle en el Capítido 19, 


Cada célula está programada para responder a combinaciones 
específicas de moléculas señal extracelulares 


Una célula típica de un organismo pluricelular puede estar expuesta a centenares de mo- 
léculas señal diferentes de su entorno. Estas moléculas pueden ser solubles, estar unidas a 
la matriz extracelular o estar unidas a la superficie de las células vecinas; pueden ser esti- 
muladoras o inbibidoras; pueden actuar en innumerables combinaciones diferentes y 
pueden afectar a casi cualquier aspecto del comportamiento de la célula. La célula puede 
responder selectivamente a este babel de señales selectivas, de acuerdo con su carácter 
especifico. Este carácter lo ha adquirido mediante la progresiva especialización celular en 
el transcurso del desarrollo. Una célula puede estar programada para responder a un con- 
junto de señales, diferenciándose; a otro conjunto de señales, creciendo y dividiéndose, y 
2.0tro grupo de señales, desarrollando alguna función especializada como la contracción 
o la secreción. Uno de los grandes retos de la biología celular consiste en llegar a conocer 
de qué forma las células integran todas esta información de señales para poder realizar las 
decisiones cruciales: dividirse, diferenciarse, etc. Para la mayoría de las células de los teji- 
dos animales, incluso la decisión de cordinuar viviendo depende de la interpretación co- 
recta de una corabinación especifica de señales necesaria para sobrevivir Cuando a una 
célula (p. ej. en cultivo) se la depriva de estas señales, activa 11m prograraa suicida y se ma- 
ta, habitualmente por apoptosis, una forma de muerte celular programada (Figera 158), 
como se describe en el Capítulo 18. Debido a que diferentes tipos de células pecesitan 
combinaciones diferentes de señales de supervivencia, cada tipo celular está restringido 
en el cuerpo aun juego específico de ambientes. Por ejemplo, muchas células epiteliales 
requieren señales de supervivencia procedentes de la lámina basal sobre la que estár 
asentadas (se trata en el Capítulo 19); rmueren por apoptosis sí pierden el contacto con su 
léxmina de matriz. 


zarse para generar un número casi limitado de combinaciones que permiten controlar los 
diferentes comportamientos de sus células de uma manera muy específica, Son suficientes 
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Figura 15-7 Señalización a través de 
uniones de tipo gap. Las células que 

están conectadas por uniones de tipo gap 
comparten pequeñas moléculas, induidas 
las moléculas señalizadoras pequeñas 
intracelulares corno el AMP cíclico y el Ca?t, 
por lo que pueden responder a señales 
extracellares de forma coordinada. 
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un número relativamente pequeño de tipos de moléculas señalizadoras y de receptores. La 
complejidad radica en las maneras en las que las céhidas responden a las combinaciones de 
señales que reciben. 


Por lo general diferentes tipos de células responden 
de forma diferente a una misma molécula señal extracelular 


La manera específica en la que una célula reacciona con su entomo depende no sólo de las 
proteínas receptoras que posee sino también de la maquinaria intracelular a través de la cual 
integra e interpreta las señales que recibe. Así, por lo general una misma molécula señal tie- 
ne efectos diferentes sobre diferentes tipos de células diana. Por ejemplo, el neurotransmisor 
acetilcolina (Figura 15-9A) disminuye la frecuencia y la fuerza de contracción de las fibras 
musculares del corazón (Figura 15-9B), pero estimula la contracción de las células del mús- 
culo esquelético (Figura 15-9C). En este caso, las proteínas receptoras de acetilcolina de las 
fibras musculares esqueléticas son diferentes de las de las fibras musculares cardíacas. Sin 
embargo, las diferencias entre los receptores casi nunca explica las diferencias de efectos, ya 
que la unión de una misma molécula señal a proteínas receptoras idénticas produce res- 
puestas muy diferentes en diferentes tipos de células diana, como en el caso de la unión de 
la acetilcolina al músculo cardíaco y a células de las glándulas salivares (compárense las 
Figuras 15-9B y 15-9 D). En algunos casos, este fenómeno refleja diferencias en las proteínas 
señalizadoras activadas mientras que en otros refleja diferencias en las proteínas efectoras o 
en los genes activados. Por lo tanto, una molécula señal extracelular contiene en sísnisma 
muy poca información; sencillamente induce a la célula a que responda de acuerdo con 
su estado predeterminado, que depende de la historia de su desarrollo y de los genes que 
expresa. 

El reto de entender de qué forma las células integran, procesan y reaccionan a las dife- 
rentes entradas de información que reciben es análogo en muchos aspectos al reto de en- 
tender de qué forma el cerebro integra y procesa la información para controlar el 
comportamiento. En ambos casos para éntender cómo funcionan los procesos no es sufi- 
ciente conocer el listado de los componentes y de las conexiones que hay en el sistema. En 
primer lugar hemos de considerar algunos principios básicos relativos a la manera en la que 
una célula responde a una señal sencilla de un po determinado. 
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Figura 15-8 Dependencia de múltiples 
moléculas señalizadoras extracelulares de 
la céjula animal, Ceda tipo celular presenta 
un conjunto de receptores que le permite 
responder a un conjunto correspondiente de 
moléculas señal producidas por otras células. 
Estas moléculas señal actúan de forma 
combinada y regulan el comportamiento de 
la célula. Como se muestra aquí, una célula 
individual, a menudo requiere varias 
señales para sobrevivir (Mechas azules) 

y señales adicionales para dividirse 

(fechas rojas) o diferenciarse (fechas verdes). 
Si se depriva a la célula de las señales de 
supervivencia apropiadas, inicia una forma 
de suicidio celular conocida como apoptosis 
o muerte celular programada. La situación 
real es incluso más compleja. Aunque no se 
muestra, algunas moléculas señalizadoras 
extracelulares actúan inhibiendo el 
cormportamiento de éstas y otras células, 

y hasta pueden inducir la apoptosis. 
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(A) acetilcolina (8) Fibra muscular cardíaca (0) fibra muscular esquelética 
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El destino de algunas células en desarrollo depende 
de su posición en un gradiente de morfógeno 


(D) célula de la glándula salival 
Una misma señal que actúa sobre un mismo tipo de células puede ejercer sobre ellas efectos 


cualitativamente diferentes, dependiendo de la concentración de la señal. Como se expone 
en el Capítulo 22, respuestas diferentes de este tipo de una célula a concentraciones dife- 
rentes de una misma molécula señal son cruciales en el desarrollo de los animales, cuando 
las células empiezan a diferenciarse unas de otras, 

En estos casos, la molécula señalizadora extracelular se denomina morfógeno y, en los 
casos más sencillos, difunde a partir de una fuente celular localizada (un centro señalizador) 
generando un gradiente de concentración de la señal. Las células que responden adoptan 
diferentes destinos celulares de acuerdo con su posición en el gradiente: las células que es- 


Figura 15-9 Diferentes respuestas inducidas 
por el neurotransmisor acetilcolina. 


tán más cerca del centro señalizador y que, por tanto, estarán expuestas a las mayores con- (A) Estructura química de la acetilcolina, 
centraciones del morfógeno, tendrán un número mayor de receptores activados y seguirán (8-0) Diferentes tipos celulares están 

un vía de desarrollo; las que están un poco más alejadas seguirán otra vía de desarrollo, y así  *SPecializados en responder a la acetilcolina 
sucesivamente (Figura 15-10). Como se describe más adelante (y en el Capítulo 22), el dife- de manera distinta. En algunos casos (B y O), 


los receptores son diferentes. En otros casos 
(8 y D), la acetilcolina se une a proteínas 
receptoras similares, pero la señafización 


rente nivel de receptores activados genera diferencias en la concentración o en la actividad 
de una o más proteínas reguladoras de genes en el núcleo de cada célula, lo cual a su vez ge- 


nera diferencias en el patrón de la expresión génica. Además, por lo general las interacciones intracelular que produce se interpreta de 
de señalización local entre las células de un gradiente facilitan la determinación y estabilizan manera diferente en células especializadas 
los diferentes destinos de estas células. en realizar funciones diferentes. 


Una célula sólo modifica rápidamente 
la concentración de una molécula intracelular 
si la vida media de esta molécula es corta 


Es natural pensar en los sistemas de señalización en términos de los cambios que se produ- 
cen cuando se libera una señal extracelular. Pero también resulta importante considerar qué 
ocurre cuando esta señal se elínaina. Durante el desarrollo, a menudo ocurre que señales ex- 
tracelulares transitorias producen efectos duraderos: pueden desencadenar un cambio en el 
desarrollo de la célula que persiste indefinidamente, a través de mecanismos de procesos de da 
memoria celular como los que tratemos más adelante (y enlos Capítulos 7 y 22). Sin embar- 


go en la mayoría de los casos, especialmente en los tejidos adultos, la respuesta se desvane- / a cd 


ce cuando cesa la señal. A rmenudo el efecto es transitorio porque la señal ejerce sus efectos E) células no 
ea A ¿ ros ¿ h LAS comprometidas 

alterando la concentración de un conjunto de moléculas de vida media corta (inestables), | | 
que está en continuo recambio continuo. Así, cuando la señal cesa el recambio de las molé- dslalas 
culas viejas por moléculas nuevas borra las trazas de la acción de la señal, De ello se deduce (a E (a) comprometidas 
que la velocidad a la cual una célula responde a la eliminación de la señal depende de la ve- A B £ 
locidad de destrucción, o recambio, de las moléculas intracelulares a las que afecta la señal 

También es cierto, aungue puede no resultar tan obvio, que esta velocidad de recambio Figura 15-10 Las cétulas adoptan diferentes 


destinos dependiendo de su posición er un 
gradiente de morfógeneo. Las diferentes 
concentraciones de morfóge ducen la ] ' 
expresión de grupos de genes diferentes, lo SS 
degrada la molécula Y a una velocidad de 100 moléculas por segundo, de forma que cada cual da lugar a diferentes destinos cebulares CE 
molécula ene una vida media de 10 segundos. A su vez, la molécula X Gene una velocidad (indicado en colores diferentes), 


puede determinar la velocidad de la respuesta cuando llega una señal extracelular. Conside- 
remos por ejemplo dos moléculas señalizadoras intracelulares Xe Y, y que ambas se man- 
tienen normalmente a una concemación de 1000 molécul 


as porcébala, La célula sintetiza y 
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de recambio 10 veces más lenta: se sintetiza y degrada a una velocidad de 10 moléculas por 
segundo, de forma que cada molécula tiene una vida media de 100 segundos. Si una señal 
que actúa sobre la célula genera un incremento de 10 veces en las velocidades de síntesis 
tanto de X como de Y sin alterar las vidas medias, al final del primer segundo la concentra- 
ción de Y se habrá incrementado unas 900 moléculas en cada célula (10 x 100-100) mientras 
que la concentración de X sólo se habrá incrernentedo 90 moléculas por célula. De hecho, 
después de que su velocidad de síntesis haya aumentado o disminuido de forma abrupta, el 
tiempo necesario para que una molécula llegue a medio camino entre su concentración an- 
tigua y su nueva concentración de equilibrio es igual a su vida media, es decir, al tiempo que 
sería necesario para que su concentración bajara a la mitad si se parara por completo su sín- 
tesis (Figura 15-11). 

El mismo principio se aplica tanto a proteínas como a pequeñas moléculas, tanto si se 
encuentran en el espacio extracelular como si son intracelulares. Muchas proteínas intrace- 
lulares tienen vidas medias muy cortas; algunas de ellas sobreviven menos de 10 minutos. 
En la mayoría de los casos son proteínas que tienen un papel regulador clave y cuyas con- 
centraciones celulares están reguladas rápidamente mediante cambios en la velocidad de 
su síntesis, 

Más adelante verermos que muchas respuestas celulares a señales extracelulares depen- 
den de la transformación de proteínas señalizadoras intracelulares de su estado inactivo a su 
estado activo y no de su síntesis o degradación. Por ejemplo, es habitual que la fosforilación 
o la unión de GTP activen proteínas señalizadoras. Sin embargo, inchuso en estos casos la 
activación se puede revertir de forma rápida y continua (en estos ejemplos mediante la des- 
fosforilación y la hidrólisis del GTP a GDB respectivamente) para que el proceso de señali- 
zación sea lo más rápido posible. Estos procesos de inactivación desempeñan un papel 
crucial determinando la magnitud, la velocidad y la duración de la respuesta. 


El óxido nítrico, un gas, actúa como una señal regulando 
directamente la actividad de determinadas proteinas 
en el interior de la célula diana 


La mayor parte de este capítulo trata de vías de señalización activadas por receptores de su- 
perficie celular. Sin embargo, antes de estudiar estos receptores y sus vías de señalización, 
varnos a considerar brevemente algunas moléculas señalizadoras importantes que activan re- 
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Figura 15-11 Importancia de un recambio 
rápido. La figura muestra predicciones 

de las velocidades relativas de cambio de 

las concentraciones intracelulares de 
moléculas que tienen diferentes velocidades 
de recambio, cuando sus velocidades de 
síntesis (A) disminuyen o (B) aumentan 
repentinamente en un factor de 10, En 
ambos casos, la concentración de las 
moléculas que normalmente son degradadas 
con rapidez en la célula (línea raja) cambia 
rápidamente mientras que la concentración 
de las moléculas que por lo general son 
degradadas de forma más lenta (lÍneas verdes) 
cambian en proporción más despacio, Los 
números (en azul) del lado derecho de las 
gráficas son las yidas medias asumidas para 
cada una de las diferentes moléculas. 
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(A) células de la 
musculatura lisa lámina basal 


Figura 15-12 Papel del óxido nítrico (NO) 
en la relajación de la musculatura lisa de la 
pared de los vasos sanguíneos. (A) Dibujo 
sencillo de un nervio autónomo que contacta 
con un vaso sanguineo. (B) La acetilcolina 
liberada por las terminaciones nerviosas de 
la pared del vaso sanguíneo activa la enzima 
NO sintasa en las células endoteliales que 
recubren el vaso sanguineo; el resultado 

es que producen NO a partir de arginina. 

El NO difunde fuera de las células 
endoteliales, hacia las células vecinas de la 
musculatura lisa, donde se une y activa a la 
guanilato ciclasa, que produce GMP cíclico, 
ElGMP ddico desencadena una respuesta 
que hace relajar la fibra muscular lisa y 
aumenta asfel flujo de sangre a través del 
vaso sanguineo, 


lumen del 
vaso sanguíneo 


(8) 


NO unido a la 
guanilato ciclasa 


IES 9 
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cepiores intracelulares. Entre estas moléculas se cuentan el óxido nítrico y las hormonas este- 
roidees, de las que trataremos por orden. 

A pesar de que la mayoría de las moléculas señal extracelulares son hidrofílicas y se unen 
a receptores situados en la superficie de la membrana de la célula diana, algunas de ellas son 
lo bastante bidrofóbicas, o pequeñas o ambas cosas a la vez, para atravesar fácilmente la 
membrana plasmática de la célula diana. Una vez en el interior, regulan de forma directa la ac- 
tividad de proteínas intracelulares determinadas. Un ejemplo importante y destacable lo 
constituye el gas óxido nítrico (NO: nitric oxide), que actúa como una molécula señal tanto en 
animales como en plantas. incluso algunas bacterias pueden detectar concentraciones muy 
bajas de NO y alejarse de él. : 

En mamiferos, una de las funciones del NO es relajar la musculatura lisa. Por ejemplo, es- 
ta función la realiza sobre las paredes de los vasos sanguíneos (Figura 15-124). Las termina- 
ciones nerviosas de los nervios autónomos en las paredes de los vasos sanguíneos liberan 
acetilcolina. La acetiicolina acta sobre las células endoteliales vecinas, que recubren el inte- 
rior de los vasos, y las células endoteliales responden bberando NO, que relaja las células 
inusculares lisas de la pared y permite que el vaso se dilate. Este efecto del NO sobre los vasos 
sanguíneos proporciona una explicación del mecanisio de acción de la nitroglicerina, que 
ha sido utilizada durante más de 100 años para tratar pacientes con angina de pecho (dolor 
debido a un fijo sanguíneo inadecuado en el músculo cardíaco). La nitroglicerina es trans- 
formada en NO, el cual relaja los vasos sanguíneos. Este hecho reduce la carga de trabajo del 
corazón y, en consecuencia, reduce el requerimiento de oxigeno del músculo cardíaco. 

Muchos tipos de células nerviosas utilizan gas NO más directamente para señalizar a 
sus células vecinas, Por ejemplo, el NO liberado por los nervios autónomos en el pene pro- 
voca la dilatación local de los vasos sanguíneos, que son responsables de la erección. Los 
macrófagos y los neutróblos activados también producen NO como mediador local para co- 
laborar en el proceso de eliminación de raicroorganismos invasores. En plantas, el NO está 
implicado en las respuestas defensivas al daño o a la infección. 

El gas NO se sintetiza mediante la desaminación del arninoácido arginina, catalizada por 
enzimas denorninadas NO sintasas (NOS) (Figura 15-12B). La NOS de las células endoteliales 
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se denomina eNOS mientras que la de las células nerviosas y musculares se denominan 
nNOS. Las células nerviosas y musculares sintetizan nNOS de forma constitutiva, la cual es 
activada a producir NO mediante un influjo de Ca?* cuando las células son estimuladas. Por 
el contrario, los macrófagos sintetizan otra NOS, denominada NOS inducible (1WOS) ya que 
sólo la sintetizan cuando están activados, habitualmente en respuesta a una infección. 

Dado que el NO disuelto atraviesa fácilmente las membranas, difunde con rapidez al 
exterior de la célula que lo sintetiza y entra de forma directa en las células vecinas (véase 
Figura 15-12B). Sólo actúa localmente debido a que en el espacio extracelular su vida media 
es muy corta —entre 5 y 10 segundos- transformándose en nitratos y nitritos al combinarse 
con oxígeno y agua. 

En algunas células diana, incluyendo las células musculares lisas, el NO se une de forma 
reversible a un átomo de hierro del lugar activo de la enzima guanilato ciclasa, estimulán- 
dola a producir la pequeña molécula señalizadora intracelular GMP cíclico, de la que trata- 
remos más adelante. Así, la guanilato ciclasa actúa como un receptor intracelular de NO y 
corno una proteína señalizadora intracelular (véase la Figura 15-12B). El NO puede incre- 
mentar los niveles de GMP cíclico en el citosol en cuestión de segundos, ya que la velocidad 
normal de recambio del GMP cíclico es alta: la rápida degradación a GMP por una fosfodies- 
terasa está compensada por la rápida producción de GMP cíclico a partir de GTP por la gua- 
nilato ciclasa. El fármaco Viagra y los nuevos fármacos relacionados con ella inhiben la 
fosfodiesterasa de GMP cíclico en el pene, por lo que aumenta el tiempo durante el cual los 
niveles de GMP cíclico se mantienen elevados en las células musculares lisas de los vasos 
sanguíneos del pene después de que la producción de NO sea inducida por las terminacio- 
nes nerviosas locales. El GMP cíclico, a su vez, mantiene los vasos sanguíneos relajados y, 
por tanto, el pene en erección. 

El NO también puede señalizar de forma independiente del GMP cíclico. Por ejemplo, 
puede alterar la actividad de una proteína intracelular mediante la nitrosilación covalente de 
grupos tiol (-SH) de determinadas cisteínas de la proteína. 

El monóxido de carbono (CO) es otro gas que también se utiliza como una molécula se- 
ñalizadora extracelular semejante al NO. Puede actuar estimulando la guanilato ciclasa. Sin 
embargo, estos gases no son las únicas moléculas señal que pueden pasar directamente a 
través de la membrana plasmática de la célula diana, como describimos a continuación. 


Los receptores nucleares son proteínas reguladoras de la expresión 
génica moduladas por ligando 


Varias moléculas pequeñas e hidrofóbicas difunden de forma directa a través de la mem- 
brana plasmática de las células diana y se unen a proteínas receptoras intracelulares que son 
proteínas reguladoras de genes. Estas moléculas señal incluyen las hormonas esteroideas, 
las hormonas tiroideas, los retinoides y la vitamina D. Aunque son moléculas muy diferentes 
entre sí tanto en estructura química (Figura 15-13) como en función, todas ellas actúan a 


tíroxina 
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Figura 15-13 Algunas de las moléculas 
señalizadoras no gaseosas que se unen a 
receptores intracelulares, Nótese que todas 
ellas son pequeñas e hidrofóbicas. Se muestra 
la forma activa, hidroxitada, de la vitamina Dz. 
El estradiol y la testosterona son hormonas 
esteroideas sexuales, 


ácido retinoico 
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través de un mecanismo similar. Se unen a sus receptores intracelulares respectivos alteran- 
do la capacidad que tienen estas proteínas de controlar la transcripción de determinados 
genes. Así, estas proteínas actúan como receptores intracelulares y como efectores intrace- 
lulares de la señal. 

Todos estos receptores tienen estructuras relacionadas entre sí y constituyen la enorme 
superfamilia de receptores nucleares. Muchos de los miembros de esta superfamilia sólo 
han sido identificados por secuenciación del DNA, y todavía no se conocen sus ligandos; por 
lo tanto, a estas proteínas se les conoce como receptores nucleares huérfanos. En la actuali- 
dad más de la mitad de los 48 receptores nucleares codificados en el genoma humano son 
huérfanos, como también lo son 17 delos 18 de Drosophila y los 278 del nermatodo C. elegans 
(véase Figura 4-85). Algunos receptores nucleares de mamiferos no están regulados por mo- 
léculas señal secretadas sino por metabolitos intracelulares; por ejemplo, los receptores acti- 
vadores de la proliferación de los peroxisomas (PPAR: peroxisome proliferation-activated 
receptors) se wen a metabolitos lipídicos intracelulares y regulan la transcripción de genes 
involucrados en el metabolismo lipídico y en la diferenciación de las células adiposas (se tra- 
ta en el Capítulo 23). Parece probable que los receptores nucleares de las hormonas evolu- 
cionaran a partir de estos receptores para metabolitos intracelulares, lo cual ayudaría a 
explicar su localización intracelular. 

Las hormonas esteroideas incluyendo el cortisol, las hormonas esteroideas sexuales, 
la vitamina D (en los vertebrados) y la hormona de la muda ecdisona (en los insectos)- se 
sintetizan a partir del colesterol. El cortisol se produce en el córtex de las glándulas adrena- 
les y afecta el metabolismo de muchos tipos celulares. Las hormonas esteroideas sexuales se 
sintetizan en los testículos y en los ovarios y son responsables de los caracteres sexuales se- 

undarios que distinguen los machos de las hembras. La vitamina D se sintetiza en la piel en 
respuesta a la luz solar; después de transformarse en una forma activa en el riñón o en el 
hígado, regula el metabolismo del Ca?*, favoreciendo la captación de Ca?t en el intestino y 
reduciendo su excreción por el riñón. Las hormonas tiroideas, que son sintetizadas a partir 
del aminoácido tírosina, incrementan el metabolismo de muchos tipos celulares, mientras 
que los retinoides, corno el ácido retinoico, se sintetizan a partir de la vitamina A y desernpe- 
ñan importantes papeles como mediadores locales durante el desarrollo de los vertebrados. 
A. pesar de que todas estas moléculas señal son relativamente insolubles en agua, se hacen 
solubles para su transporte por el torrente sanguíneo y otros líquidos extracelulares me- 
diante su unión a protemas transportadoras específicas, de las que se disocian antes de en- 
trar en la célula diana (véase la Figura 15-3B). 

Los receptores nucleares se unen a secuencias específicas del DNA adyacentes a los 
genes que son regulados por el ligando correspondiente. Algunos de los receptores, como 
los del cortisol, se localizan principalmente en el citosol y sólo entran en el núcleo des- 
pués de unirse al ligando; otros, como los de las hormonas tiroideas y de los retinoides, se 
localizan sobre todo en el núcleo y se unen al DNA incluso en ausencia de ligando. En 
cualquier caso, los receptores inactivos están unidos por lo general a complejos proteicos 
inhibidores. La unión del ligando altera la conformación de la proteína receptora, provo- 
cando la disociación del complejo inhibidor y haciendo que el receptor se una a proteínas 
coactivadoras que estimulan la transcripción génica (Figura 15-14). En otros casos, sin 
embargo, la unión del ligando a un receptor nuelear inhibe la transcripción: por ejernplo, 
algunos receptores de hormonas tiroideas actúan corno activadores transcripcionales en 
ausencia de la hormona y se transformen en represores de la transcripción cuando se 
unen a la hormona. 

La respuesta transcripcional tiene lugar generalmente en varias etapas. Por ejemplo, en 
el caso en el que la unión del ligando activa la transcripción, en cuestión de 30 minutos se 
produce la estimulación directa de un pegueño número de determinados genes, lo cual 
se conoce como la respuesta primaria; a su vez, los productos proteicos de estos genes acti- 
vana otros genes, produciendo una respuesta retrasada, denominada respuesta secundaria, 
y así sucesivamente. Además, algunas de las proteínas producidas en la respuesta primaria 
pueden actuar inhibiendo la transcripción de genes de la respuesta primaria, limitando así 
esta respuesta -1un ejemplo de retroalimentación negativa, de la que trataremos más ade- 
lante. De esta forzaa, un simple incremento hormonal genera in carmbio muy complejo del 
patrón de expresión génica (Figura 15-15). 

Las ed estas a las hormonas esteroideas y Uroideas, a la vitamina D y a los retinoides 
están determinadas tanto por la naturaleza de la célula diana como por la naturaleza de la 
1 al, A pesar de que diferentes tipos celulares tengan receptores intracelulares 
idénticos, el conjunto de genes que regula el receptor es diferente en cada po celular. Ello es 
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Figura 15-14 La superfamilia de receptores nucleares. Todos los receptores nucleares se unen al DNA 
en forma de homodímeros o de heterodíimeros, pera para simplificar, aquí sólo se muestran en forma 

de monómeros. (A) Todos los receptores tienen una estructura similar. Se señalan en verde claro los cortos 
dominios de unión al DNA de cada receptor. (B) El receptor inactivo se encuentra unido a proteínas 
inhibidoras. Experimentos de intercarmbio de dominios sugieren que en estos receptores la mayoría de 
dominios de unión al ligando, de activación transcripcional y de unión al DNA pueden actuar como 
módulos intercambiables. (C) Activación del receptor. Habitualmente, la unión del ligando al receptor 
provoca que el dominio de unión al ligando se cierre envolviendo al ligando, que las proteínas inhibidoras 
se disocien y que las proteinas coactivadoras se unan al dominio de activación de la transcripción del 
receptor, con lo cual se incrementa la transcripción del gen. En otros casos, la unión del ligando tiene el 
efecto contrario, provocando que la proteínas correpresoras se unan al receptor y disminuya de este 
modo la transcripción (no mostrado). Aunque no se muestra aquí, la actividad también se controla 
mediante un cambio en la localización del receptor: cuando está en su forma inactiva, puede estar 
retenido en el citoplasma; la unión del ligando puede entonces dejar al descubierto la señal de 
localización nuclear que provoca que sea importado al núcleo para actuar sobre el DNA. (D) Estructura 
tridimensional de un dominio de unión a ligando con (derecha) o sin (izquierda) el ligando unido. 
Obsérvese que la hélice €: azul actúa como una tapa que se cierra cuando se une el ligando 

(mostrado en rojo) y que atrapa en el sitio al ligando. 
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debido a que generalmente, para que se active la transcripción de cada gen eucariota, es ne- 
cesaria la u1mión de más de un tipo de proteína reguladora. Por ello, un receptor intracelular 
puede activar un gen sólo si se produce la combinación adecuada de otras proteínas regula- 
doras de la expresión génica, siendo algunas de ellas específicas del tipo celular. 

En resumen, existen dos razones principales por las que cada una de estas moléculas se- 
ñalizadoras hidrofóbicas induce un conjunto característico de respuestas en los anírnales. En 
primer lugar, porque únicamente ciertos tipos celulares tienen receptores para ellas. En se- 
gundo lugar, porque cada uno de estos tipos celulares contienen una combinación diferente 
deotras proteínas reguladoras de la expresión génica, que colaboran con el receptor activado 
modulando la transcripción de conjuntos específicos de genes. Este principio también es vá- 
lido para todas las respuestas señalizadoras que dependen de proteínas reguladoras de ge- 
nes, incluyendo la gran cantidad de ejemplos que describimos en este capítulo. 

Los detalles moleculares sobre cómo los receptores intracelulares y otras proteínas regu- 
ladoras controlan la transcripción de genes de forma específica, se tratan en el Capítulo 7. 

Las proteínas receptoras nucleares a veces también están presentes en la superficie 
celular, donde actúan a través de mecanismos completamente diferentes de los que acaba- 
mos de describir, En lo que queda de capítulo consideraremos diferentes vías a través de las 
Cuales los receptores de superficie celular transforman las señales extracelulares en señales 
intracelulares, un proceso denominado tansducción de señal. 
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Las tres clases principales de proteínas receptoras de superficie 
celular son los receptores acoplados a canales iónicos, 
los acoplados a proteínas G y los acoplados a enzimas 


En contraste con las pequeñas moléculas señalizadoras hidrofóbicas de las que acabamos de 
tratar, que se unen a receptores intracelulares, la mayoría de las moléculas señalizadoras ex- 
tracelulares se unen a proteínas receptoras especificas situadas en la superficie de las células 
diana a las que afectan y no entran ni en el citosol ni en el núcleo, Estos receptores de super- 
ficie actúan. como transductores de señal transformando un evento de unión de la molécula 
señal extracelular en señales intracelulares que alteran el comportamiento de la célula diana. 

La mayoría de los receptores de la superficie celular pertenecen a una de estas tres cla- 
ses, que se definen en fanción del mecanismo de transducción que utilizan. Los receptores 
acoplados a canales iónicos, también conocidos como canales iónicos regulados por trans- 
misores o receptores ionotrópicos, participan sobre todo en la rápida señalización sináptica 
entre células excitables eléctricamente (Figura 15-164). Este tipo de señalización está me- 
diada por un pequeño número de neurotransmisores que abren o cierran de forma transi- 
toria un canal iónico formado por una proteína a la cual están unidos, alterando así 
brevemente la permeabilidad iónica de la membrana plasmática y, por lo tanto, modifcan- 
do la excitabilidad de la célula postsináptica diana. La mayoría de estos receptores acopla- 
dosa canalesiónicos pertenecen a una gran facnilia de proteínas que tenen varios dorminios 
tansmembrana y que son homéólogas entre sí En el Capítulo 11 se estudian estos recepto- 
res, por lo que aquí no jos tratarernos en mayor profundidad. 

Los receptores acoplados a proteínas Q actúan regulando de forma indirecta la activi- 
dad de una proteína diana ligada ala menbrana plasmática, que por lo general es una enzi- 
maonun canal iónico. La interacción entre el receptor y la proteína diana está mediada por 
una tercera proteína, denominada proteína trimérica de unión a GTP (o proteína () (Figura 
15-16B). La activación de la proteína diana modifica la concentración de uma o más peque- 
ñas moléculas señalizadoras intracelulares (sila proteína diana es una enzima) o la perme- 
abilidad iónica de la rmermbrana plasmática (si la proteína diana es un canal iónico). A su vez, 
los pequeños mediadores intracelulares alteran el comportamiento de otras proteínas de se- 
fñelización de la célula. Todos los receptores acoplados con proteínas 6 pertenecen a una 
gran facoilia de proteínas homólogas que son protefnas transmemnbrana de multipaso. 

Los receptores acoplados a enzimas actúa directamente como enzimas o están aso- 
ciados a enzimas a las que activan (Figura 15-160). Por lo general son proteínas transimen- 
brana de un solo paso que tenen el dominio de umión al Bgando situado fuera de la célula y 
el lugar catalífico en el interior de la célula. Corparados con las otras dos clases de recepto- 


(8) RESPUESTA SECUNDARIA (RETARDADA) A HORMONA ESTEROIDEA 


proteínas de la respuesta secundaria 


E o PA 
za eo «4 se 


a 


Figura 15-15 Un ejemplo de respuestas 
primaria y secundaria inducidas por la 
activación de un receptor nuclear de 
hormonas. (A) Respuesta primaria temprana 
y (8) respuesta secundaria retardada. Algunas 
de las proteínas de la respuesta primaria 
activan a los genes de la respuesta 
secundaria, mientras que otras inactivan a 
los genes de la respuesta primaria. El número 
real de genes involucrados en las respuestas 
primaria y secundaria es mayor del que se 
indica. Los fármacos que inhiben la síntesis 
proteica suprimen la transcripción de los 
genes de la respuesta secundaria pero no 

los de la respuesta primaria, permitiendo 
distinguir así estos dos tipos de respuesta. La 
figura ilustra la respuesta a una hormona 
esteroidea, pero estos mismos principios se 
pueden aplicar a muchos otros ligandos que 
activan proteínas receptoras nucleares, 
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res, los receptores acoplados a enzimas son de estructuras heterogéneas. La gran mayoría 
de ellos son proteínas quinasa o están asociados con proteínas quinasa, que cuando están 
activados fosforilan específicamente conjuntos de proteínas de la célula diana. 

También existen algunos tipos de receptores de superficie celular que no son fáciles de 
clasificar en ninguna de las clases anteriores pero que ejercen importantes funciones con- 
trolando la especialización de diferentes tipos celulares durante el desarrollo y que partici- 
pan en la renovación y la reparación de los tejidos. Trataremos de ellos en la última sección 
del capítulo, después de explicar cómo actúan los receptores acoplados a proteínas G y los 
receptores acoplados a enzimas. Sin embargo, en primer lugar se considerarán algunos prin- 
cipios generales de la señalización mediante receptores de superficie celular, con la inten- 
ción de preparar la descripción detallada de las principales clases de receptores asociados a 
la superficie celular, 


La mayoría de los receptores de superficie celular transmiten 
las señales a través de pequeñas moléculas y de una red 
de proteínas de señalización intracelulares 


Las señales recibidas en la superficie de la célula tanto por receptores asociados a proteínas 
G como asociados a enzimas son transmitidas hacia el interior de la célula mediante una 
combinación de moléculas de señalización intracelular de pequeño y de gran tamaño. La 
cascada de señalización intracelular resultante finalmente modifica proteínas efectoras que 
son responsables de la modificación del comportamiento de la célula (véase la Figura 15-D. 

Las moléculas señalizadoras intracelulares de pequeño tamaño se denominan 
mediadores intracelulares pequeños o segundos mensajeros (siendo los “primeros men- 
sajeros” las señales extraceluiares). Estos segundos mensajeros se generan en gran cantidad 
en respuesta a la activación del receptor y, a menudo, difunden rápidamente alejándose de 
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Figura 15-16 Tres clases de receptores 

de superficie celular. (A) Receptores 
acoplados a canales iónicos ttambién 
llamados canales iónicos regulados por 
transmison), (B) receptores acoplados a 
proteínas G y (C) receptores acoplados a 
enzimas. Á pesar de que muchos receptores 
acoplados a enzimas tienen una actividad 


" enzimática intrínseca, como se muestra a la 


izquierda en (C), muchos otros actúan sobre 
enzimas asociadas, como se muestra a la 
derecha en (C). 


proteína G activada “a 


B— molécula señal 


enzima 
asodieda activada 


3894 Capítulo 15: Mecanismos de comunicación celular 


su fuente transmitiendo la señal hacia otras partes de la célula. Algunos, como el AMP cícli- 
co y el Ca?* son solubles en agua y difunden por el citosol, mientras que otros, como el día- 
cilglicerol, son solubles en lípidos y difanden porel plano de la mernbrana plasmática. En 
ambos casos, transmiten la señal uniéndose o modificando la conformación y el comporra- 
miento de determinadas proteínas señalizadoras o proteínas efectoras. 

Las moléculas señalizadoras intracelulares de gran tamaño son proteínas señalizado- 
ras intracelulares, que participan en la liberación de la señal dentro de la célula generando 
pequeños mediadores intracelulares o activando la proteína señalizadora o efectora si- 
guiente de la vía. Estas proteínas forman una red funcional en la que cada proteína colabo- 
ra en el procesamiento de la señal de una u otra de las siguientes maneras, de forma que 
difunden la influencia de la señal por toda la célula (Figura 13-17): 


1.  Lasproteínas pueden transmitir la señal al siguiente componente de la cadena. 


2. Pueden actuar como un armazón uniendo y juntando dos o más proteínas señaliza- 
doras de forma que puedan interactuar de una forma más rápida y eficiente. 


3. Pueden transformar, o transducir, la señal a una forma diferente, que es susceptible de 
transmitir la señal o estimular una respuesta celular, 


4. Pueden amplificar la señal que reciben y producir grandes cantidades de pequeños 
mediadores intracelulares o activar un gran número de copias de una proteína señali- 
zadora corriente abajo. De esta forma, un pequeño núrnero de moléculas señalizado- 
ras extracelulares pueden provocar una gran respuesta intracelular. Cuando una 
cadena de transmisión tiene múltiples etapas de amplificación generalmente se la de- 
nomina cascada de señalización. 


5. Pueden recibir señales procedentes de dos o más vías de señalización e integrarlas antes 
de transmitir una señal hacia delante. Una proteína que para activarse requiere la llega- 
da de dos o más vías de señalización, a veces se denomina detector de coincidencia. 


6. Pueden difundir la señal desde una vía de señalización a otra, generando ramas en el 
flujo de señalización e incrementando asíla complejidad de la respuesta. 


7. Pueden anclaruna o más proteínas señalizadoras de una vía a una estructura particu- 
lax de la célula donde se requiere la proteína señalizadora. 


8. Pueden modular la actividad de otras proteínas señalizadoras y, por tanto, regular la. 
fuerza de la señal alo largo de una vía de señalización. 


Varnos a considerar con más detalle algunas de las estrategias que utilizan las proteínas 
señalizadoras intracelulares para procesar la señal a medida que va pasando a lo largo de la 
vía de señalización. Vamos a encontrar de nuevo estas estrategias generales en secciones 
posteriores del capítulo, cuando se describan las clases de receptores específicos y las vías de 
señalización que activan. 


Muchas proteínas de señalización intracelulares aciúan 
como interruptores moleculares que se activan por fosforilación 
o por unión a GTP 


Muchas proteínas señalizadoras intracelulares se comportan como interruptores molecu- 
lares. fil recibir uma señal, cambian de una forma inactiva a una conformación activa, hasta 
que otro proceso las “apague” (las devuelva a su conformación inactiva). Como ya hemos 
mencionado, el proceso de “apagado” (mecanismo de inactivación) es tan importante como 
el proceso de “encendido” (mecanismo de activación). Una vía de señalización tiene que re- 
cuperarse después de wansenitir una señal de manera que esté a punto para transnútir otra 
señal, por lo que cada molécula activada de la vía debe volver a su estado inactivo original. 

En dos importantes clases de interniptores reoleculares que actúan en procesos de se- 
ñalización intracelular, su activación o inactivación dependen de la ganancía o pérdida de 
grupos fosfato, a pesar de que el sisterna de ganancia o pérdida de estos grupos fosfato es 
ruy diferente en ambas clases. La clase mayoritaria la forman proteínas que se activan 0 
ivactivan por fosforilación (tratado en el Capítulo 3), En estas proteínas, el cambio se dirige 
en uno de los sentidos por una proteína quimasa, que añade covalenternente uno o más gru- 
pos fosfato a le proteína señalizadora, y hacía el otro sentido por una proteírma fosfatasa, que 
elimina los prapos fosfato unidos a la proteína (Figura 15-184), La actividad de cualquier 
proteína regulada por fosforilación depende del equilibrio en cualquier instante entre las ac- 
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tividades de las quinasas que la fosforilan y de las fosfatasas que las desfosforilan. Cerca del 
30% de las proteínas humanas tienen fosfatos unidos de forma covalente; el genoma buma- 
no codifica cerca de 520 proteínas quinasa y unas 150 proteína fosfatasas, Parece que na cé- 
hida típica de raamifero utiliza en cualquier momento centenares de tipos diferentes de 
proteínas quinasa, . 

Muchas de las proteínas de señalización controladas por fosforilación son, en sí mismas, 
proteínas quinasa y, porlo general, se organizan en cascadas de fosforilación. En una cascada 
de este tipo, una proteína quinasa, activada por fosforilación, fosforila la proteína quínasa 
siguiente enla secuencia, y así sucesivamente; transmitiendo la señal hacia delante y, durante 
este proceso, armplicándola y a veces propagándola a otras vías de señalización, Existen dos 
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Figura 15-17 Vía hipotética de señalización 
intracelular desde un receptor situado en 
la superficie celular hasta el núcleo. 
En este ejemplo, una serie de proteínas 
señalizadoras y mediadores intracelulares 
pequeños transmiten la señal extracelular 
al núcleo de la célula, provocando un 
cambio en la expresión génica, La señal 
es modificada (transducida), amplificada, 
distribuida y modulada en ruta, Puesto que 
muchos de los pasos pueden ser afectados 
por otras señales extracelulares O 
intracelulares, el efecto final de una señal 
extracelular depende de muchos factores 
que afectan a la célula (véase la Figura 15-8). 
Finalmente, la cascada de señalización 
activa (o inactiva) a proteínas efectoras 
que modifican el comportamiento celular. 
En este ejemplo, el efector es una proteína 
reguladora de la expresión génica que activa 
la transcripción génica. Aunque la figura 
muestra proteínas señalizadoras individuales 
que realizan una sola función en realidad a 
menudo desempeñan más de una función; 
las proteínas de armazón, por ejemplo, a 
menudo también actúan anclando varias 
proteínas señalizadoras a una estructura 
intracelular particular. 

La mayoría de las vías de- señalización 
que van al núcleo son más directas que 
la que se muestra, que no está basada en 
ninguna vía conocida. 
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tipos principales de proteínas quinasa que actúan como proteínas señalizadoras intracelula- 
res. La gran mayoría son serinas/treoninas quinasa, que fosforilan proteínas en residuos de 
serina y (menos a menudo) de treonina. Las otras son tirosinas quinasa, que fosforilan pro- 
teínas en residuos de tirosina. En ocasiones, alguna quinasa puede hacer ambas cosas, 

La otra clase principal de interruptores moleculares que actúan ganando a perdiendo 
grupos fosfato son las proteínas de unión a GTP (descritas en el Capítulo 3). Estas proteínas 
alternan entre un “estado activo”, cuando tienen unida una molécula de GTP y un “estado 
jnactivo”, cuando están unidas a GDP En el estado activo tienen una actividad intrínseca 
GYPasa por lo que se inactivan a símismas al hidrolizar el GTP que Hevan unido hasta GDP 
(Figura 15-188). Existen dos tipos principales de proteínas de unión a GDP Las grandes pro- 
teínas triméricas de unión a CTP (también denominadas proteínas G), que participan en la 
transmisión de la señal desde los receptores acoplados a proteínas G que las activan (véase 
la Figura 15-16B). Las pequeñas GT Pasas monoméricas (tarbiér denormiaadas proteínas 
sionoméricas de unión a G1P) participan en la transmisión de señales a partir de muchas 
clases de receptores de superticie celular. 

Existea proteínas reguladoras especificas que controlan ambos tipos de proteínas de 
unión a GTP Las proteínas activadoras de GTPasa (GAP: GTPase-activating proteins) con- 
ducen las proteínas a su estado inactivo, ya que incrementan la velocidad de la hidrólisis del 
GTP que tienen unido estas proteínas; las GAP que actúan de esta forma también se deno- 


minan reguladoras de las proteínas G señalizadoras (RGS: regulators of G-protein signaling). 


En contraposición, los receptores acoplados a proteínas G activan proteínas G triméricas y 
los factores intercambiadores de nucleótidos de guanina (GEF: guanine nucleotide ex- 
change factors) activan GTPasas mmonoméricas favoreciendo la liberación del GDP unido al 
intercambiarlo por GTP La Figura 15-19 lustra la regulación de las GTPasa monoméricas. 
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Figura 15-18 Dos tipos de proteínas de 
señalización intracelular que actúan como 
interuptores moleculares. Aunque uno de 
los tipos es activado por fosforilación y el otra 
por unión a GT?R en ambos casos la adición 
de un grupo fosfato cambia el estado de 
activación de la proteína y la eliminación 

del fosfato la vuelve al estado inicial. (A) Una 
proteína quinasa añade covalentemente un 
fosfato del ATP a la proteína de señalización 
y una proteína fosfatasa elimina el fosfato, 
Aunque no se muestra en esta figura, algunas 
proteínas señalizadoras son activadas por 
desfosforilación en lugar de serlo mediante 
fosforilación. (8) Una proteína de unión a 

GTP es inducida a cambiar el GDP que tiene 
unido por un GTP, lo que activa la proteína; la 
proteína activada se autolnactiva 
hidrolizando su GTP a GDP. 


Figura 15-19 Regulación de una GTPFasa 
monomérica. Las proteínas activadoras de 
GTPasa (GAP: GTPase-activoting proteins) 
inactivan la proteina al estimularía a que 
hidrobice el GTP que lleva unido para 
transformarlo en GD£ que penmanece 
fuertemente unido a la GTPasa inactivada, Los 
factores intercambiadores de nucleótidos de 
guanina (GEF: guanine nudeotide exchange 
factors) activan la proteína inactiva al 
estirmularia a que libere el GDP que Beva 
unido; puesto que la concentración de GTP en 
al ctosal es 10 veces mayor que la de GDP la 
proteína unirá rápidamente GTP cuando haya 
liberado su GDP y así quedará activada, 
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Tanto las proteínas G triméricas como las GTPasa monoméricas también participan en 
muchos otros procesos en las células eucariotas, como la regulación del tráfico vesicular y 
aspectos de la división celular. 

Como hemos tratado previamente, los comportamientos celulares coroplejos, como la 
supervivencia, el crecimiento celular o la proliferación, no están estimulados por ta sola 
señal extracelular que actúa de forma individual sino que por lo general requieren combi- 
naciones especificas de señales (véase la Figura 15-8). Por tanto, la célula debe integrar la 
información que procede de varias señales, sies el caso, generando una respuesta apropia- 
da; por ejeraploa, muchas células de mamífero para poder crecer y proliferar requieren tanto 
señales solubles corno señales procedentes de la matriz extracelular (se describe en el Capí- 
tulo 19). La integración depende en parte de detectores de coincidencia intracelulares que 
son equivalentes a las puertas AND de los microprocesadores de los ordenadores, ya que 
únicamente se activan si reciben varias señales convergentes (véase la Figura 15-17). En la 
Figura 15-20 se ilustra un ejemplo hipotético sencillo de una de estas proteínas, 

Sin embaxzgo, no todos los interruptores moleculares de las vías de señalización depen- 
den de fosforilación o de unión a GTP Veremos más adelante algunas proteínas señalizado- 
ras que pasan del estado activo al inactivo o viceversa mediante la unión de otras proteínas 
señalizadoras o de algún mediador intracelular pequeño, como puede ser el AMP cíclico o el 
Ca?* o mediante modificaciones covalentes diferentes de la fosforilación o la desfosforila- 
ción, como por ejemplo la ubiquitinación. Adernás, no todas las proteínas señalizadoras in- 
tracelulares actúan como intermuptores cuando se fosforilan o se modifican reversiblemente 
de alguna otra forraa. Como se explicará más adelante, en muchos casos el grupo añadido 
de forma covalente simplemente marca la proteína de forma que puede interactuar con 
otras proteínas señalizadoras que reconocen esta modificación. 


Los complejos de señalización intracelular incrementan 
la velocidad, eficiencia y especificidad de la respuesta 


Por lo general, incluso un solo tipo de señal extracelular activando un solo tipo de receptor 
de superficie celular activa paralelamente varias vías de señalización e influye en varios as- 
pectos del comportamiento celular —comw por ejernplo, la forma, el movimiento, el meta- 
bolismo y la expresión génica. Dada la complejidad de los sistemas de respuesta a señales, 
en los que a menudo participan varias cadenas de transmisión de proteínas de señalización 
que interachían, ¿cómo se las arregla cada célula para fabricar respuestas específicas a tan- 
tas posibles cornbinaciones de señales extracelulares? La cuestión es especialmente compl- 
cada porque muchas de las señales están relacionadas entre sí y se unen a tipos de 
receptores íntimamente relacionados. Un mismo tipo de proteína liberadora intracelular 
puede acoplar un subtipo de receptor a un conjunto de efectores y otro subtipo de receptor 
a otro conjunto de efectores. 

En estos casos, ¿cómo es posible conseguir que la respuesta sea específica y evitar los 
entrecruzarmientos? Una estrategia utiliza las proteínas de armazón o de agregación 
(scaffold proteins) (véase Figura 15-17), las cuales organizan grupos de proteínas señaliza- 
doras que interachían entre sí formando complejos de señalización a menudo antes de que 
se haya recibido la señal (Figura 15-21A). Dado que la proteína de agregación mantiene uni- 
das las proteínas señalizadoras, los componentes pueden interactuar a concentraciones lo- 
cales muy elevadas y ser rápidamente activadas de forma secuencial, eficiente y selectiva en 
respuesta a una señal extracelular apropiada, e impidiendo los eatrecruzamientos de seña- 
les con otras vías de señalización. 

En otros casos, los complejos de señalización sólo se forman transitonamente-en res- 
Puesta a una señal extracelular y cuando la señal decae con rapidez se desmontan, A menu- 
do estos complejos transitorios se ensambian alrededor de un receptor después de que una 
molécula señal extracelular lo haya activado. En muchos de estos casos, el dominio 
citosólico del receptor activado se fosforila durante el proceso de activación y los aminoáci- 
dos fosforilados actúan como sitios de unión para el ensamblaje de otras proteínas seña- 
lizadoras (Figura 15-218). En otros casos, la activación del receptor conduce a la producción 
de moléculas de fostolípido modificados (denominados fosfoinositoles) en la membrana 
plasmática adyacente, que rechutan proteínas señalizadoras intracelulares específicas en 
esta región de la membrana, donde se han activado (Figura 15-210). En el Capítulo 13 se tra- 
ta el papel de los fosfoinositoles en el tráfico a través de la membrana. 


3897 


e membrana 
A plasmática B 
De: H a 


Figura 15-20 Integración de señales, 
Las señales extracelulares A y B activan 


diferentes vías de señalización intracelular, 


cada una de las cuales produce la 
fosforilación de la proteína Y, pero en 
diferentes sitios de la proteína. La proteína 

Y sólo se activa cuando ambos lugares están 
fostorilados, por lo que su activación se 
produce cuando las señales A y B3e hallan 
presentes sirmiltáneamente, Las proteínas 
de este tipo se suelen denominar detectores 
de colocidencia. 
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(A) COMPLEJO DE SEÑALIZACIÓN PREFORMADO 
SOBRE UNA PROTEÍNA DE ARMAZÓN 
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(8) ENSAMBLAJE DE UN COMPLEJO DE SEÑALIZACIÓN SOBRE UN RECEPTOR ACTIVADO 
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(C) ENSAMBLAJE DE UN COMPLEJO DE SEÑALIZACIÓN SOBRE LUGARES 
DE UNIÓN DE UN FOSFOINOSITOL 


moléculas específicas molécula señal 
receptor de fosfolípido Ad receptor activado 
inactivo (Hfosfoinositoles) 


le fostoinositoles 
E S hiperfosforilados 


proteínas señalizadoras o 
proteínas señalizadoras intracelulares activas comente aaa: 
intracelulares inactivas 


Las interacciones entre las proteínas de señalización intracelulares 
están mediadas por dominios de interacción modulares 


Aveces resulta suficiente uair las proteínas señalizadoras intracelulares para activatlas. Así, 
la proximidad inducida, en la que una señal provoca el ensamblaje del complejo de señali- 
zación, se utiliza habitualmente para transmitir señales de una proteína a otra a lo largo de 
una vía de señalización, El enseriblaje de estos complejos depende de varios donainios de 
que se hallan en muchas proteínas señalizadoras 


hateracción, pequeños y rmuy conservados 
intracelulares. Cada uno de estos módulos proteicos compactos $e14ne 4 1n mobvo estnac- 

wal específico de otra molécula proteica (o lipídica) con el cual interaceña la proteína seña- 
ta h E 3 


Figura 15-21 Tres tipos de complejos 

de señalización intracelular. (A) Un receptor 
y algunas de las proteínas señalizadoras 
intracelulares que se activan de forma 
secuencial están preensambladas por una 
proteína de armazón de gran tamaño y 
forman un complejo de señalización unido al 
receptor inactivo. En otros casos, el complejo 
preensamblado se une al receptor sóto 
después de que este haya sido activado. 

(8) Complejo de señalización que se * 
ensambla a un receptor tras la unión de una 
molécula señal extracelular que activa al 
receptor; en este caso, el receptor activado se 
autofostorila en varios sitos, los cuales actúan 
como lugares de unión para proteinas 
señalizadoras intracelulares, (C) Activación de 
un receptor coma respuesta al aumento de 
fosforilación de un fostolípido determinado 
(un fosfoinositol) de la membrana adyacente, 
que entonces actúa como lugar de unión de 
determinadas proteinas señalizadoras 
intracelulares, las cuales ahora pueden 
interactuar entre sí. 
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lugar de agregación 
de tosfoinositoles 


 CITOSOL 


IRS1 (proteína de unión) proteína de armazón 


lizadora. El motivo reconocido en la proteína con la que interacciona puede ser una corta se- 
cuencia peptídica, una modificación covalente (como un aminoácido fosforilado o ubiqui- 
tinizado) u otro dominio proteico. Probablemente la utilización de dominios modulares de 


interacción facilita la evolución de nuevas vías de señalización; dado que se pueden insertar ' 


casi en cualquier sitio de una proteína sin alterar ni su plegamiento ni su función, la adición 
de un nuevo dominio de interacción a una proteína diUiES ya existente puede conec- 
tar esta proteína a una nueva vía de señalización. 

Existen muchos tipos de dominios de interacción en las proteínas señalizadoras. Por 
ejemplo, los dominios de homología Src2 (SH2: Src homology 2) y los dominios de unión a 
fosfotirosinas (PTB: phosphotyrosine binding) se unen a tirosinas fosforiladas de una 
determinada secuencia peptídica de receptores activados o de proteínas señalizadoras in- 
tracelulares. Los dominios de homología Src3 (SH3) se unen a cortas secuencias de aminoá- 
cidos ricas en prolina. Algunos dominios de homología a Plecstrina (PH: Pleckstrin 
homology) se unen a los grupos cabeza cargados eléctricamente de fosfoinositoles que se 
producen en la membrana plasmática en respuesta a una señal extracelular, facilitando que 
la proteína de la que forman parte se fije en la membrana y que pueda interactuar con otras 
proteínas de señalización reclutadas de forma similar (véase Figura 15-21C), Algunas pro- 
tefnas señalizadoras únicamente están formadas por dos o más dominios de interacción y 
sólo funcionan como adaptadores que mantienen juntas a otras dos proteínas de una vía de 
señalización. 

Algunos receptores de superficie cehuar y algunas proteínas señalizadoras intracelula- 
res se agrupan de forma transitoria y forman microdorminios específicos de la bicapa lipidi- 
ca de la membrana plasmática, enriquecidos en colesterol y glucolípidos (véase Figura 
10-13). Estas balsas lipídicas pueden promover una señalización eficiente al actuar como 
lugares donde las moléculas de señalización pueden ensamblarse e interaccionar pero su 
importancia en la señalización sigue siendo controvertida. 

Otro sistema de unir receptores y proteínas señalizadoras intracelulares consiste en 
concentrarlas en regiones específicas de la célula. Un importante ejemplo es el clio prima- 
rio que se proyecta como una antena desde la superficie de varios tipos celulares de verte- 
brados (se describe en el Capímlo16). Es muy corto y no es móvil, y ene microtúbulos en su 
interior y sobre él se concentran varios receptores de superficie y proteínas de señalización. 
Veremos más adelante que en cillos especializados se presentan elevadas concentraciones 
de receptores a la luz y a los olores. E 


Las células pueden utilizar varios mecanismos para responder 
de forma súbita a incrementos graduales de la concentración 
de una señal extracelular 


Al CA respuestas celulares a moléculas señal extracelulares aumentan gradualmente de 
acuerdo conla concentración de la molécula señal, En otros casos la relación entre la señal y 
la e puede ser discontinua, o del tipo "todo o nada”, con un cambio súbito de la res- 


ss 


a cuando la concentración de la señal sobrepasa un cierto valor umbral (Figura 15-23). 
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Figura 15-22 Un complejo de señalización 
específico formado utilizando dominios 
modulares de interacción, Este ejemplo 
está basado en el receptor de la insulina, 
que es un receptor acoplado a enzima 

(un receptor tirosina quinasa, se explica 

más adelante). Primero, el receptor activado 
se autofosforila sobre tirosinas y una de las 
fosfotirosinas recluta una proteína de 
acoplamiento llamada IR51 (insulin receptor 
substrate-1; sustrato 1 del receptor de 
insulina) a través de un dominio PTB de IRS1; 
el dominio PH de IRS1 también se une a 
fostoinositoles especificos de la cara interna 
de membrana plasmática. Después, 

el receptor activado fosforila a1RS1 en 
tirosinas y una de estas fosfotirosinas recluta 
la proteína adaptadora (Grb2) a través del 
dominio SH2 de Grb2. Entonces, Grb2 utiliza 
uno de sus dos dominios SH3 para unir 

una región rica en prolinas de la proteína 
activadora de GTPasa monomérica 
denominada Sos luna Ras-EGF, se explica más 
adelante) que también se une a varios 
fosfoinositoles de la mennbrana plasmática a 
través de su dominio PH. Grk2 utiliza su otro 
dominio SH3 para unir una proteína de 
armazón rica en prolinas. Esta proteína 

de armazón tune varias proteinas 
señalizadoras y las otras tirosinas fosforiladas 
de IRS1 reclutan otras proteínas señalizadoras 
que tienen dominios SH2 (no se muestra 
aqui). 


respuest 


concentración de la molécula señal 


Figura 15-23 Respuestas graduales de 
señalización y respuestas semejantes 

a un interruptor. Algunas respuestas 
celulares aumentan de forma gradual con 
el incremento de la concentración de una 
molécula señal extracelular líneo azul. 
En Otros casos, cuando la señal 
más allá de cierto valor crítico, la respuesta 
celular cambia bruscamente 2030 estad 
diferente llínen rai 


aumenta 
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A menudo, los efectos de este tipo son el resultado de retroalimentaciones positivas en el 
sistema de respuesta, como se expondrá más adelante. Ambos tipos de respuestas son habi- 
tuales y no siempre resultan fáciles de diferenciar. Cuando uno mide el efecto de. una señal 
sobre una población celular puede aparecer una respuesta gradual, a pesar de que cada una 
de las células puede responder de una manera de “todo o nada” pero con una variabilidad de 
una célula a otra en la concentración de la señal a la que se produce el salto; la Figura 15-24 
rauestra un ejemplo de ello. 

Además, las respuestas suaves a veces pueden ser muy abruptas según la fuerza de la se- 
ñal, dando la apariencia de un comportamiento casi de interruptor. Las células utilizan una 
gran variedad de mecanismos moleculares para conseguir tales efectos. En uno de estos me- 
canismos, para inducir una respuesta se debe unir más de una molécula señalizadora intra- 
celular a su proteína diana corriente abajo. Como describiremos más adelante, se deben unir 
cuatro moléculas del mediador intracelular AMP cíclico a cada molécula de proteína quina- 
sa dependiente de AMP cíclico (PKA: protein kinase AMPeyclic-dependent) para que ésta se 
active. Una respuesta abrupta similar a ésta se presenta cuando la activación de una proteí- 
na señalizadora intracelular requiere la fosforilación en más de un sitio. Estas respuestas 
cooperativas son tanto más abruptas cuanto mayoz sea el número de moléculas que coope- 
ran o de grupos fosfato necesarios, de forma que si este número es lo bastante elevado se 
pueden conseguir respuestas cercanas al “todo o nada” (Figura 15-25). 

También se consiguen respuestas súbitas cuando una molécula señal extracelular acri- 
va una enzima y al mismo tierapo inhibe otra enzima que cataliza la reacción opuesta a la de 
la primera enzima. Un ejemplo bien conocido de este habitual sistema de regulación es la 
estimulación de la degradación de glucógeno en las células del músculo esquelético induci- 
da por la hormona adrenalina (epinefrina). La adrenalina se une aun receptor de superficie 
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Figura 15-24 La importancia de examinar 
las células individualmente para poder 
detectar respuestas de todo o nada al 
incrementar la concentración de una señal 
extracelular. Es estos experimentos, se 
estimularon huevos inmaduros (oocitos) 

de rana con diferentes concentraciones de 
progesterona. La respuesta se midió 
analizando la activación de la MAP-quinasa 
(se explica más adelante), que es una de las 
proteínas quinasa que en esta respuesta se 
activan por fosforilación. La cantidad de 
MAP-quinasa fosforilada (activada) se 
determinó bioquimicamente. En (A) se 
analizaron extractos de poblaciones de 
oocitos estimulados y se observó que la 
activación de MAP-quinasa se incrementaba 
de forma progresiva al aumentar la 
concentración de progesterona. Para explicar 
este resultado existen dos posibles vías: (B) la 
MAP-quinasa se ha incrementado de forma 
gradual en cada célula individual al aumentar 
la concentración de progesterona; 

(C) otra posibilidad es que las células 
individualmente hayan respondido 

de forma todo o nada, de modo que el 
incremento progresivo de la actividad MAP- 
quinasa total refleje un incremento 

del número de células que responden al 
aumentar la concentración de progesterona 
Cuando se analizaron extractos de oocitos 
individuales, se encontro que las células 
tienen centidades muy bajas o muy altas 

de MAP-quinasa activa, pero no cantidades 
intermedias, o cua! índica que la respuesta 
fue esencialmente de todo o nada en las 
células individuales, corno se esquematiza 
entC). (Adaptado de J.£. Ferrell 

y EM. Machleder, Science 280:895-898, 

1998. Con la autorización de la AAAS.) 


Figura 15-25 Cinéticas de activación 

de una proteina alostérica en función de 

la concentración de la molécila efectora. 
Las curvas muestran cómo aumenta la 
pendiente de la respuesta de activación 

a medida que aumenta el número de 
moléculas efectoras alostéricas que tienen 
que unirse simultáneamente para activar una 
proteína diana, Las curvas de ja gráfica son las 
que cabría esperar, bajo ciertas condiciones, 
si la activación necesitara la unión simultánea 
de 1,2,80 16 moléculas efectoras, 
respeciivamente. 
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celular acoplado a proteína G produciendo un incremento en la concentración intracelular 
de AMP cíclico, que activa una enzima que induce la degradación de glucógeno y, a la vez, 
inhibe una enzima que induce la síntesis de glucógeno. 

Todos estos mecanismos pueden producir respuestas muy abruptas, aunque siempre 
ligeramente graduales de acuerdo con la variación de la concentración de la molécula señal 
extracelular. Para producir verdaderas respuestas de “todo o nada” hace falta otro mecanis- 
mo, la retroalimentación positiva, corno se analizará a continuación. 


Las redes de señalización intracelular habitualmente 
utilizan sistemas de retroalimentación 


Como ocurre con las vías metabólicas intracelulares (tratadas en el Capítulo 2), la mayoría de 
redes señalizadoras intracelulares incorporan circuitos de retroalimentación en los que la 
salida de un proceso actúa corriente arriba regulando el propio proceso. En el caso de la re- 
troalimentación positiva, la señal de salida estimula su propia producción; en el caso de la 
retroalimentación negativa, inhibe su propia producción (Figura 15-26). Los circuitos de re- 
troalimentación son de una gran importancia general en biología y regulan muchos proce- 
s0s químicos y físicos en las células. Actúan a través de un enorme rango de escalas de 
tiempo que oscilan desde milisegundos (p. ej. en el caso de un potencial de acción, véase la 
Figura 11-29) hasta varias horas (p. ej. en las oscilaciones circadianas, véase la Figura 7-73). 
Los que regulan la señalización celular pueden trabajar exclusivamente en el interior de la 
célula diana o participar en la secreción de señales extracelulares. Aquí nos centraremos en 
los circuitos que trabajan por entero dentro de las células diana; incluso los circuitos de este 
tipo más sencillos pueden producir efectos complejos e interesantes. 

Un circuito de retroalimentación positiva en una vía de señalización puede transfor- 
mar el comportamiento de la célula que responde. Si el circuito de rebroalimentación positiva 
es de fuerza moderada su efecto puede ser simplemente incrementat la respuesta a la señal 
y hacer que esta respuesta sea más abrupta. Pero si la retroslimentación es lo bastante po- 
tente puede producir un resultado diferente desde un punto de vista cualitativo: un incre- 
mento desmesurado de la cantidad de producto cuando la seña! aumenta por encima de un 
valor crítico produciendo un nuevo estado de nivel de producción claramente diferente del 
que existía cuando la señal era suave (Figura 15-27). 

Este tipo de respuestas de “todo o nada" se asocian con una propiedad adicional: cuan- 
do el sistema que responde ha cambiado al nivel elevado de activación, esta situación se au- 
tomantiene y puede persistir incluso después de que la intensidad de lá señal caiga por 
debajo de su valor crítico. En tal caso, se dice que el sistema es biestable: puede existir en un 
estado “abierto” o en un estado “cerrado” y un estímulo transitorio puede hacerlo pasar de 
uno a otro (Figura 15-284 y B). Las células utilizan circuitos de retroalimentación positiva 
para estabilizar decisiones de “todo o nada”, especialmente durante el desarrollo cuando las 
células situadas en diferentes posiciones tienen que escoger entre vías alternativas de desa- 
rrollo en respuesta a señales posicionales suaves (morfógenos), corno ya hemos descrito. A 
través de retroalimentaciones positivas, a menudo una señal extracelular transitoria puede 
inducir cambios a largo plazo en las células y en su progenie, que pueden persistir durante 
toda la vida del organismo. Por ejemplo, las señales que desencadenan la especificación de 
célula muscular activan la transcripción de determinadas series de genes que codifican pro- 
teínas reguladoras de genes específicos de rmaúsculo que estimulan la transcripción de sus 
propios genes así como genes que codifican otras proteínas celulares del músculo. De esta 
manera, la decisión de transformarse en una célula muscular se vuelve permanente (véase 
Figura 7-75). Este tipo de memoria celular dependiente de retroalimentación positiva es una 
de las vías básicas a través de las cuales una célula puede sufrir un cambio en un carácter sin 


Figura 15-27 Mecanismo de retroalimentación positiva que genera un comportamiento 
semejante a todo o nada. En este ejemplo, una molécula señal intracelular (un ligando) activa una 
enzima localizada corriente abajo de una vía de señalización, Dos moléculas del producto de la 
reacción enzimática se unen a la propia enzima y la activan de nuevo. La consecuencia de ello es 
que en ausencia de ligando se sintetiza producto a tuna velocidad muy baja. La velocidad aumenta 
lentamente al aumentar la concentración de Hgando, hasta que a algún nivel límite de ligando se 
sintetiza suficiente cantidad de producto para activar la enzima, de forma que se autoacelera. 
Entonces, la concentación de producto aumenta con rapidez a niveles mucho mayores. 


901 


estimulo ——-+»- A: pie 


retroalimentación 
positiva 


estimulo ——_— ¿Ay ——> 
Ma 


retroalimentación 
negativa 


Figura 15-26 Retroalimentación positiva 
o negativa. En este sencillo ejemplo, un 
estímulo activa la proteína A, que a su vez, 
activa la proteína A. La proteína B activada 
actúa hacia atrás incrementando o 
disminuyendo la actividad de A. 
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sufrir ninguna alteración en la secuencia de su DNA; esta alteración de su estado se transmite 
alas células hijas. Este tipo de mecanismos de herencia se denominan epigenéticos, en contra- 
posición con los mecanismos genéticos, en los que participan mutaciones del DNA. De ellos 
tratamos con más detalle en el Capítulo 7 (véase Figura 7-86). 

En contraposición con la retroalimentación positiva, un circuito de retroalimentación 
negativa contrarresta el efecto del estímulo y, por tanto, abrevia y limita el nivel de respues- 
ta, haciendo que el sistema sea menos sensible a las perturbaciones. Sin embargo, como en 
el caso de la retroalimentación positiva, cuando la retroalimentación actúa de forma potente 
se pueden obtener fenómenos cualitativamente diferentes. Una retroalimentación negativa 
retrasada con un periodo de retraso suficiente puede producir respuestas oscilatorias. Las 
oscilaciones pueden persistir mientras dure el estímulo (Figura 15-28C]) o, incluso, pueden 
generarse espontáneamente sin necesidad de que ninguna señal externa las inicie (véase 
Figura 22-82). Al final de este capítulo encontraremos varios ejemplos de comportamientos 
oscilatorios de este tipo en respuestas intracelulares a señales extracelulares; todos ellos de- 
penden de retroalimentaciones negativas. ] 

Sila retroalimentación negabiva actúa con un retraso breve, el sistema se comporta £o- 
mo un detecior de cambios. Genera una amplia respuesta a un estírmulo, pero la respuesta 
decae con rapidez aunque el estímulo persista; sin embargo, si el estímulo aumenta abrup- 
tamente el sistema vuelve a responder de forma amplia y, de nuevo, la respuesta volverá a 
decaer. Se trata del fenómeno de la adaptación, del que hablaremos a continuación. 


Las células pueden ajustar su sensibilidad frente a una señal 


En respuesta a muchos tipos de estímulos, las células y los organismos tienen la capacidad 
de detectar el mísmo porcentaje de cambio en una señal sobre un rango muy armplio de in- 
tensidades de dichos estímulos. Las células diana consiguen hacerlo a través de un proceso 
reversible de adaptación, o desensibilización, mediante el cual una exposición prolongada 
aun estímulo disminuye la respuesta de las células a este nivel de estímulo. En la señaliza- 
ción química, esta adaptación permite a las células responder a cambios en la concentra- 
ción de una molécula señalizadora extracelular (y no a una concentración absoluta de esta 
molécula) dentro de un amplio rango de concentraciones de señalización El mecanismo 


Figura 15-28 Algunos de los efectos de 
una retroalimentación sencilla, Las gráficas 
muestran los efectos de circuitos sencillos 
de retroalimentación positiva o negativa. En 
cada caso la señal de entrada es una proteína 
quinasa (S) activada, que fosforila y, por tanto, 
activa a otra proteína quinasa (E); una 
proteína fosfatasa (1) desfosforila, e inactiva, 
ala quinasa E activa. En las gráficas, la línea 
raja indica la actividad de la quinasa E a lo 
largo del tiempo; la barra azul horizontal 
índica el tiempo durante el cual está presente 
la señal de entrada (la quinasa S activada). 
(A) Diagrama del circuito de 
retroalimentación positiva en el que la 
quinasa activada E actúa sobre la reacción 
anterior estimulando su propia fosforilación y 
activación; la actividad basal de la fosfatasa | 
desfosforila la quinasa E activada a una baja 
velocidad. (B) La gráfica superior muestra. 
que sin retroalimentación la actividad de la 
quinasa £ es sencillamente proporcional 
(con un intervalo de tiempo corto) al nivel 
de estimulación por la quinasa 5. La gráfica 
inferior muestra que con el circuito de 
retroalimentación negativa el sistema es 
biestable (es decir, es capaz de existir en 
dos estados diferentes): la estimulación 
transitoria por la.quinasa $ cambia el sistema 
del estado"no” al estado “sí”, el cual entonces 
se mantiene as de que el estímulo se 
haya eliminado. (C) Diagrama del circuito 
de retroalimentación negativa en el que 
la quinasa E activada fosforila y activa la 
fosfatasa l, incrementando asi la velocidad a 
la que la fosfatasa desfosforila e inactiva la 
quínasa E fosforilada. La gráfica superior 
muestra de nuevo la respuesta de la actividad 
de la quinasa E sin retroalimentación. Las 
otras dos gráficas muestran el efecto sobre 
la actividad de la quinasa E de una 
retroalimentación negativa que actúa con un 
retraso corto o largo. En el caso de un retraso 
corto, el sistema da una respuesta fuerte 
pero corta cuando la señal cambia de forma 
abrupta; entonces, la retroalimentación 
dirige la respuesta de nuevo hacía abajo 
hasta un nivel menor. Tras un corto retraso, 
la retroalimentación produce tuna sere 
de oscilaciones mantenidas mientras 
esté presente el estímulo. 

Pequeños carnbios en los detalles de 
la retroalimentación pueden alterar de forma 
radical el modo en el que responde el 
sistema, incluso en este ejernplo tan sencillo; 
la figura Únicamente muestra un pequeño 
ejemplo de posibles comportamientos. 
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subyacente consiste en una retroalimentación negativa que actúa con un retraso corto. Una 
respuesta intensa modifica la rmaquinaria responsable de dicha respuesta, de manera que la 
maquinaria se vuelve menos sensible a este mismo nivel de señal (véase Figura 15-28D, grá- 
fica central). Sin embargo, debido al retraso, un incrernento súbito de la señal es capaz de 
estimular la célula de nuevo durante un breve periodo de tiempo antes de que la retroali- 
mentación negativa tenga tiempo de actuar. 

La desensibilización a una molécula señal ocurre de diversas maneras. Puede producir- 
se debido a una inactivación de los propios receptores. Por ejemplo, la unión de moléculas 
señalizadoras a receptores de la superficie celular induce su endocitosis y el secuestro temn- 
poral de los receptores en endosomas. En algunos casos, esta endocitosis del receptor indu- 
cida por su ligando puede llevar a la destrucción de los receptores en los lisosomas, un 
proceso denominado regulación por disminución (down-regulation) del receptor; en otros 
casos, sin embargo, los receptores activados continúan la señalización después de haber si- 
do endocitados, como se describirá más adelante. Los receptores también se desensibilizan 
(inactivan) sobre la propia superficie celular, por ejemplo como consecuencia de una fosfo- 
rilación o metilación del receptor que ocurra de manera retardada tras su activación. La de- 
sensibilización también se produce en lugares corriente abajo del receptor, tanto por 
cambios en las proteínas señalizadoras intracelulares que participan en la transducción de 
la señal extracelular, como por la producción de una proteína inhibidora que bloquea el pro- 
ceso de transducción de la señal. En la Figura 15-29 se comparan estos diferentes mecanis- 
mos de desensibilización. 

Después de explicar los principios generales de la señalización celular, a continuación 
se tratarán los receptores acoplados a proteína G, que son con diferencia la clase más abun- 
dante de receptores de superficie y median respuestas a los más diversos tipos de señales 
extracelulares, 


Resumen 


Cada una de las células de un animal pluricelular está programada durante el desarrollo para res- 
ponder a un conjunto específico de moléculas señal extracelulares producidas por otras células. Estas 
moléculas señalizadoras actúan en varias combinaciones regulando el comportamiento de la célula, 
La mayoría de los moléculas señalizadoras acrúan como mediadores locales que son secretados y rá- 
pidamente captados, destruidos o inmovilizados, de forma que sólo pueden actuar sobre las células 
vecinas. Otras moléculas señalizadoras se mantienen unidas a la cara externa de la célula señaliza- 
dora, mediando así una señalización dependiente de contacto. Existen además dos tipos diferentes de 
señalización a larga distancia. En la señalización endocrina, las hormonas secreradas por las células 
endocrinas son transportadas por la sangre hasta las células diana de todo el cuerpo. En la señaliza- 
ción sináptica, los neurotransmisores secretados por los axones de las células nerviosas actúan local- 
mente sobre las células postsinápticas con las que los axones han entrado en contacto. 

La señalización celular requiere no sólo moléculas señal extracelulares sino también un con- 
junto complementario de proteínas receptoras expresadas por las cétulas diana que nen de forma 
específica las jrolécuias señalizadoras. Algunas pequeñas moléculas hidrofóbicas, incluyendo las 


INACTIVACIÓN DELA 
PROTEÍNA SEÑALIZADORA: 


903: 


proteina señalizadora 
intracelular 


Xx 
' 


proteina 2 
inhibidora nt 


«' PRODUCCIÓN DE UNA 
* PROTEÍNA INHIBIDORA 


Figura 15-29 Algunos mecanismos que 
permiten la desensibilización (adaptación) 
de las células diana a una molécula señal 
extracelular. Los mecanisrnos que se 
muestran, que actúan a nivel de receptor, 

a menudo implican la fosforilación 

o ubiquitinización de la proteína receptora. 
Sin embargo, en la quimiotaxis bacteriana, 
como se analizará posteriormente, la 
adaptación depende de la metilación 


. delas proteínas receptoras. 
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hormonas esteroideas y tiroideas, difunden a través de la membrana plasmática de la célula diana 
y activan proteínas receptoras intracelulares, que regulan directamente la transcripción de genes 
diana específicos. Algunos gases en solución, como el óxido nítrico y el monóxido de carbono, acuían 
como mediadores locales difundiendo a través de la membrana de la célula diana y activando una 
proteína intracehular como la enzima guanilato ciclasa, que produce GMP cíclico en la célula diana. 
Sin embargo, la mayoría de las moléculas señal extracelulares son hidrofilicas y no pueden atrave- 
sar la membrana plasmática. Activan proteinas receptoras de la superficie de la célula diana, que 
actúan como transductores de la señal y convierten la señal extracelular en señales intracelulares 
que alteran el comportamiento de la célula diana. 

Las tres principales familias de receptores de superficie celular transducen señales extracelulares 
de una manera diferente. Los receptores acoplados a canales iónicos son canales iónicos regulados 
por transmisor que se abren o se cierran brevernente en respuesta a la unión de un neurotransmisor 
Los receptores acoplados a proteínas G activan o inactivan de forma indirecta enzimas unidas a la 
membrana plasmática o canales iónicos, a través de proteínas triméricas de unión a GTP (proteínas 
G). Los receptores acoplados a enzimas actúan directamente como enzimas o están asociados a en- 
ztmas; estas enzimas son por lo general proteínas quinasa que fosforilan los receptores y proteínas 
señalizadoras específicas de la célula diana. 

Una vez activados, los receptores acoplados a proteínas G y los receptores acoplados a enzimas 
transmiten la señal por el interior de la célula activando cadenas de proteínas intracelulares de se- 
ñialización. Algunas de ellas actrian como interruptores que son transitoriamente activados por fos- 
forilación o por unión a GTP Se forman grandes complejos de señalización funcionales mediante 
dominios modulares de interacción presentes en las proteínas señalizadoras; estos dominios permi- 
ten que las proteínas formen complicadas redes funcionales de señalización. 

Las células diana pueden utilizar una gran variedad de mecanismos intracelulares, incluyen- 
do los circuitos de retroalimentación, para ajustar la forma en la que responden a señales extrace- 
lulares. Los circuitos de retroalimentación positiva pueden ayudar a la célula a responder de forma 
todo o nada a un incremento gradual en la concentración de una señal extracelular o a convertir 
una señal de corta duración en una respuesta de larga duración o incluso irreversible. La retroali- 
mentación negativa rerasada permite a la célula desensibilizarse a una molécula señal, lo cual po- 
sibilita resporider a pequeñas variaciones de la concentración de la molécula señal en un amplio 
rango de concentraciones. 


SEÑALIZACIÓN ATRAVÉS DE RECEPTORES DE 
SUPERFICIE CELULAR ACOPLADOS A PROTEÍNAS 
G (GPCR) Y MEDIADORES INTRACELULARES PEQUEÑOS 


Todos los eucariotas utilizan receptores acoplados a proteínas G (GPCR: G-protein-coupled 
receptors). Constitayen la mayor familia de receptores de superficie celular y median la ma- 
yoría de las respuestas celulares a señales del mundo exterior así como a señales proceden- 
tes de otras células incluyendo hormonas, neurotransmisores y mediadores locales. 
Nuestros sentidos de la vista, el olfato y el gusto (con la posible excepción del gusto ácido) 
dependen de ellos. En humanos existen más de 700 GPCR y en el ratón más de 1000 única- 
mente relacionados con el sentido del olfato. Las moléculas señal que actúan sobre GPCR 
son de estructura tan variada corno lo es su función, e incluyen: proteínas y pequeños pép- 
tidos así corno derivados de aminoácidos y de ácidos grasos, para no mencionar los fotones 
de la luz y todas las moléculas que podernos oler y degustar. Una misma molécula señaliza- 
dora puede activar muchos miembros diferentes de la farnilia GPCR; por ejernplo, la adre- 
nalina activa al menos 9 GPCR diferentes, la acetilcolina a otros 5 y el neurotransmisor 
serotonina al menos a 14. Por lo general, los diferentes receptores para una misma señal se 
expresan en tipos celulares diferentes y provocan respuestas diferentes. 

A pesar de la diversidad química y funcional de las moléculas señal que los activan, to- 
dos los GPCR tienen una estuetura similar. Están formados por una sola cadena polipepti- 
dica que atraviesa siete veces, arriba y abajo, la bicapa lipídica (Figura 15-30). Además de su 
orientación característica en la membrana plasmática, todos ellos utilizan las proteínas G 
para transmitir la señal hacia el interior de la célula. 

La superfamilia GPCR inchaye la rodopsina, la proteína localizada en la retina delos ojos 


de los vertebrados y que es activada por la luz, así como una gran cantidad de receptores ol-. . 


fativos localizados en la nariz de los vertebrados. En los organismos unicelulares también se 
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Figura 15-30 Dibujo esquemático de un 
receptor acoplado a una proteína G 

(GPCR: G-protein<oupled receptors). Los GPCR 
que unen ligandos proteicos tienen un gran 
dominio edracelular de unión formado 

por la parte de la cadena polipeptidica que 

se muestra en verde claro. Este dominio 

junto con algunos de los segrmentos 
tensmembrana une al ligando proteico, 

Los receptores para ligandos pequeños, 


corno es la adrenalina, denen dorninios 


extracelulares pequeños y porlo general el 
Jugar de unión se halla incrustado en el plano 
de la membrana, formado por arrinoáridos 
de varios de los segmentos Vansmembrana. 
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encuentran miembros de esta familia: un ejemplo de ellos son los receptores de las levadu- 
ras que reconocen los factores de acoplamiento. Es probable que los GPCR que median la se- 
ñalización célula-célula en los organismos pluricelulares hayan evolucionado a partir de 
receptores sensoriales de sus antepasados unicelulares. 

Cabe destacar que cerca de la mitad de los fármacos conocidos actúan a través de GPCR 
o de las vías de señalización que activan los GPCR. De entre los varios cientos de genes que 
en el genoma humano codifican GPCR, unos 150 codifican receptores huérfanos, es decir, de 
los que todavía se desconoce su ligando. Muchos son susceptibles de ser diana de nuevos 
fármacos aún sin identificar. 


Las proteínas G triméricas transmiten señales intracelulares 
desde GPCR 


Cuando ur. molécula señalizadora extracelular se une a un GPCR, el receptor sufre un cambio 
conformacional que le permite activar una proteía trimérica de unión a GTP (proteína G). 
La proteína G está unida a la cara citoplasmática de la membrana plasmática, donde acopla 
funcionalmente el receptor a enzimas o a canales iónicos de esta membrana. En algunos casos 
la proteína G está asociada de forma física con el receptor antes de que el receptor sea activa- 
do, mientras que en otros sólo se me después de la activación del receptor. Existen diversos ti- 
pos de proteínas G, cada una de las cuales es específica de un conjunto determinado de GPCR 
y de un conjunto particular de proteínas diana de la membrana plasmática. Sin embargo, to- 
dos ellos tienen una estructura similar y funcionan de una manera similar. 

Las proteínas G están compuestas por tres subunidades proteicas diferentes: au, B y y. 
En el estado no estimulado, la subunidad oune GDP y la proteína G en cambio está inactiva 
(Figura 15-31). Cuando un GPCR es activado, actúa como un factor intercambiador de nu- 
cleótidos de guanina (GEF: guanine nucleotide exchange factor) e induce a la subunidad a a 
que líbere el GDP al que está unido permitiendo que en su lugar se una un GTP Este inter- 
cambio provoca un gran cambio confonmacional en la proteína G, que se activa. Al principio 
se creyó que la activación sierapre producía que el trímero se disociara en dos coreponentes 
activados: una subunidad oy un complejo Py Sia embargo hoy tenemos evidencias de que, al 
menos en algunos casos, el cambio de conformación expone superficies que antes estaban 
escondidas entre la subunidad a y el complejo Py de forma que ahora tanto la subunidad a 
como el complejo By pueden interactuar con sus dianas sin que sea necesario que las subu- 
nidades se disocien (Figura 15-32). Estas dianas pueden ser enzimas o canales iónicos de la 
membrana plasmática, que transmiten la señal siguiendo la vía de señalización. 

La subunidad a es una GTPasa, que cuando hidroliza el GTP que lleva unido hasta GDP 
se inactiva. El Sermpo durante el cual la proteína G permanece activa depende la velocidad a 
la que la subunidad a hidroliza el GTP que Heva unido. Por lo general este intervalo es muy 
corto porque la actividad GTPasa aumenta mucho debido a la unión de una segunda pro- 
teína que puede ser su proteína diana o regulador de la señalización de protefnes G (RGS: 
regulator of G protein signalingh. Las proteinas RGS actúan como proteínas activadoras de 
GTPasa (GAP; GTPase-activating protein) específicas de la subunidad o (véase Figura 15-19), 
y ayudan a apagar” las respuestas mediadas por proteínas G en todos los eucariotas. En el 
genoma humano existen unas 25 RGS, cada una de las cuales interacciona con un conjunto 
determinado de proteínas G. 


Figura 15-31 Estructura de una proteína G 
inactiva. (A) Nótese que tanto la subunidad «l 
como la y están unidas covalenternente a 
moléculas lipídicas ten rojo) que contribuyen 
a unirlas a la membrana plasmática y que 

la subunidad a une GDFP. (B) Estructura 
tídimensional de una proteína G inactiva, 
basada en la transducina, la proteína G 
irmplicada en la transducción visual (se tratará 
más adelante). La subunidad a contiene el 
dominio GTPasa, y se une a un extremo de la 
subunidad PB, la cual fija el dominio GTPasa 

en una conformación inactiva que tine GDP, 
La subunidad y se une al lado opuesto de la 
subunidad f, y las subunidades $ y y forman 
una unidad funcional. (B, basado en DG. 
Lombright et al., Nature 379:311-319, 

1998. Con la autorización de Macmillan 
Publishers Ltd.) 
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Las GPCR activan varias vías de señalización intracelular, incluyendo algunas que también 
están activadas por receptores acoplados a enzimas. En esta sección, sin embargo, nos centra- 
renos sobre las vías activadas por GPCR que utilizan mediadores intracelulares pequeños. 


Algunas proteínas G regulan la producción de AMP cíclico 


El AMP cíclico (CAMP: cyclic AMP) es un pequeño mediador intracelular de todas las células 
procariotas y de todos los animales en los que se ha estudiado. La concentración intracelu- 
lar normal de AMP cíclico es de alrededor de 107? M, pero una señal extracelular puede in- 
crementarla más de veinte veces en cuestión de segundos (Figura 15-33). Como hemos 
explicado antes (véase la Figura 15-11), una respuesta tan rápida como ésta requiere que la 
molécula se sintetice rápidamente y que esta alta velocidad de síntesis esté compensada por 
una rápida degradación o eliminación de ella. El AMP cíclico se sintetiza a partir de ATP mme- 
diante una enzima unida a la membrana plasmática, la adenilato ciclasa y es rápida y con- 
tinuamente destruido mediante varias fosfodiesterasas de AMP cíclico, que hidrolizan el 
AMP cíclico a adenosina 5"-monofosfato (5"-AMP) (Figura 15-34). 

Muchas moléculas señalizadoras extracelulares actúan controlando la concentración de 
AMP cíclico mediante el aumento de la actividad de la adenilato ciclasa sin variar la actividad 
de la fosfodiesterasa. La adenilato cíclasa es una gran proteína transmembrana multipaso con 
el dominio catalítico en la cara citosólica de la membrana plasmática. En marníferos al menos 
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Figura 15-32 Activación de una proteína G 
mediante un GPCR activado. La unión de 
una señal extracelular a un GPCR cambia la 
conformación del receptor, lo que a su vez 
altera la conformación de la proteína G. 

La alteración de la subunidad a de la 
proteína G permite que intercambie su GDP 
por un GTP activando tanto la subunidad a, 
como el complejo By, y ambos puedan 
regular la actividad de proteínas diana en 

la membrana plasmática. El receptor— 
permanece activo mientras la molécula señal 
externa se mantenga unida a él, de forma 
que puede catalizar la activación de muchas 
moléculas de proteínas G, que una vez 
activadas se disocian del receptor (ná 
mostrado aquí). En algunos casos, cuando 

la proteína G está activada, la subunidad a y 
el complejo By se disocian una de otra. 


Figura 15-33 Aumento de AMP cíclico 

en respuesta a tina señal extracelular, 

Esta célula nerviosa en cultivo responde a la 
unión del neurotransmisor serotonina a un 
GPCR, aumentando los niveles intracelulares 
de AMP cídico, El nivel de AMP cíclico 
intracelular fue registrado mediante la 
administración a la célula de una proteína 
fluorescente cuya fluorescencia varía cuando 
se une a AMP cíclico, El color azul indica 
niveles bajos de AMP cíclico; el amarillo 
niveles intermedios, y el rojo, niveles altos. 
(A) En la célula en reposo, el nivel de AMP 
cídico es de 5x 10% M, (B) Veinte segundos 
después de la adición de serotonina al medio 
de cultivo, el nivel intracelular de AMP clcico 
en algunas zonas relevantes de la célula ha 
aumentado a más de 10% MA, un amero de 
más de veinte veces, (De Brian 4, Bacskoi 
etal, Science 150:2-228, 1993, Con ta 
autorización de AAAS.) 
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hay ocho isoformas, muchas de las cuales están reguladas tanto por proteínas G como por 
Ca?*. Los GPCR que actúan aumentando el AMP cíclico están acoplados a una proteína G es- 
timuladora (Gy: stimulatory G protein), que activa la adenilato ciclasa con lo que aumenta la 
concentración de AMP cíclico. Otra proteína S, denominada proteína G inhibidora (G;: inhi- 
bitory G protein), intibe la adenilato ciclasa, pero actúa sobre todo regulando de forma direc- 
ta canales iónicos (como descríbiremos posteriormente). 

Tanto Gs como G; son diana de diversas toxinas bacterianas de importancia médica. La 
toxina colérica, producida por la bacteria que causa el cólera, es una enzima que cataliza la 
transferencia de ADP-ribosa procedente de NAD* intracelular a la subunidad a de Gs. Esta 
ADP-ribosilación altera la subunidad a de G; haciendo que pierda la capacidad de hidrolizar 
el GTP que tiene unido. Las moléculas de adenilato ciclasa activadas por estas subunidades 
o alteradas permanecen activas indefinidamente. La elevación prolongada de la concentra- 
ción de AMP cíclico en las células epiteliales intestinales provoca un gran eflujo de CH y de 
agua en el intestino que es responsable de la grave diarrea característica del cólera. La 
toxina pertussis, sintetizada por la bacteria que causa la tos ferina, cataliza la ADP-ribosila- 
ción de la subunidad a de G; impidiendo que la proteína pueda interaccionar con los recep- 
tores; como resultado de ello, la proteína G retiene el GDP que lleva unido y pierde la 
capacidad de regular sus proteínas diana. Ambas toxinas son herramientas muy utilizadas 
experimentalmente para determinar si una respuesta celular a una señal dependiente de 
GPCR de una célula está mediada por Gs o por G;. 

En la Tabla 15-1 se listan algunas de las respuestas mediadas por un incremento de la 
concentración de AMP cíclico estimulado por Gs. Como muestra la tabla, diferentes células 
diana responden de forma muy diferente a un incremento de la concentración de AMP ci- 
clico. Sin embargo, generalmente cada tipo determinado de célula diana siempre responde 
de la misma manera a este incremento con independencia de cuál sea la señal extracelular 
que lo cause. Por ejemplo, por lo menos cuatro hormonas activan la adenilato ciclasa en las 
células del tejido adiposo y todas ellas estimulan la degradación de tjacilglicéridos (la forma 
de almacenamiento de las grasas) hasta ácidos grasos (véase la Tabla 151) 

Los individuos que son genéticamente deficientes en una determinada subunidad oz 
de Gs presentan respuestas disminuidas a ciertas hormonas. Como consecuencia de ello, 
estas personas presentan trastornos metabólicos y en el desarrollo de los huesos y retraso 
mental. 


La proteína quinasa dependiente de AMP cíclico (PKA) 
media la mayoría de los efectos del AMP cíclico 


En la mayoría de las células animales, el AMP ejerce sus efectos principalmente activando la 
enzima proteína quinasa dependiente de AMP cíclico (PKA). Esta quinasa fosforila serinas 
o treoninas de determinadas proteínas diana, incluyendo proteínas señalizadoras intracelu- 
lares y proteínas efectoras, regulando así su actividad. 


Tabla 15-1 Algunas respuestas celulares inducidas por hormonas, que son mediadas 
por AMP cíclico 


Glándula tiroides hormona estimuladora sintesis y secreción de 


de la tiroides (TSH) hormonas tiroideas 
Corteza adrenal hormona adrenocorticotropa secreción de cortisol 
(ACTH) a 
Ovario “hormona luteinizante (LH) secreción de progesterona 
Músculo adrenalina degradación de alucógeno 
Hueso parathormona resorción del hueso 
Corazón adrenalina incremento de la frecuencia 
cardíaca y de la fuerza de 
contracción del corazón 
Hígado alucagón degradación de glucógeno 
Riñón : vasopresina reabsorción de agua 


Tejido adiposo adrenalina, ACTH, glucagón, TSH degradación de triacilglicéridos 


NH) 
N Ss, 
¡O 
0) 0) 0) 
1 NÓ yá 
o-P-0-f-0-$-0-cH o 
07,07 <Q 
Anc OH OH 
adenilato 
Y dlasa ' NH 
E ss ES 
E 
PP y 
N 
PA O, il 
O ! o 
Xx e) CAMP 
Ly EAN 
P O OH 
Y 
ol 
A ele H30 
rostodieaierass NH, 
0 delAMP clclico”:: Ñ 


Figura 15-34 Síntesis y degradación del 
AMP cíclico. En la reacción catalizada por 

la adenilato ciclasa, el AMP cíclico (CAMP) 

se sintetiza a partir de ATP mediante una 
reacción de ciclación que elimina dos grupos 
fosfato en forma de pirofosfato (1-6). 

Una pirofosfatasa hidroliza el pirofosfato 

que se libera en esta reacción (no se muestra) 
haciendo que la síntesis de AMP cíclico sea 
un proceso irreversible. Como se indica en 

la figura, el AMP cíclico es una molécula de 
vida corta (inestable) en la célula porque es 
hidrotizado por fosfodiesterasas especificas 
formando 5-AMP. 
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Las proteinas diana de la PKA son diferentes en diversos tipos celulares, lo cual explica 
por qué los efectos del AMP cíclico varían de forma tan marcada en función de las células 
diana de que se trate (véase Tabla 151. 

En su estado inactivo, la PKA es un complejo formado por dos subunidades catalíticas y 
dos subunidades reguladoras. La unión de AMP cíclico a las subunidades reguladoras altera 
su conformación, haciendo que se disocien del complejo. Las subunidades catalíticas 
liberadas resultan activas para fosforilar de forma específica moléculas proteicas diana 
(Figura 15-35). Las subunidades reguladoras de la PKA (también denominadas quinasa-A) 
tienen un papel importante en la localización intracelular de la quinasa: unas proteínas de 
anclaje de la quinasa-A (AKAP: A-kinase anchoring proteins) especiales se unen tanto a las 


subunidades reguladoras como a una membrana de un orgánulo o aun componentes del ci- . 


toesqueleto, secuestrando así al complejo enzimático en un determinado compartimiento 
celular. Algunas AKAP también se unen a otras proteínas señalizadoras formando un com- 
plejo que actúa como un módulo de señalización. Por ejermplo, una AKAP localizada alrede- 
dor del núcleo de las células musculares del corazón se une a PKA y a una fosfodiesterasa 
que hidroliza caMP En células no estimuladas, la fosfodiesterasa mantiene baja la concen- 
tración local de AMP cíclico de forma que la PKA unida es inactiva; en células estimuladas, la 
concentración de AMP cíclico aumenta rápidamente superando la actividad de la fosfodies- 
terasa y activando la PKA. Entre las proteínas diana que fosforila y activa la PKA en estas cé- 
lulas, se encuentra la fosfodiesterasa adyacente, que hace disminuir de nuevo con rapidez la 
concentración de AMP cíclico. Esta distribución transforma lo que de otra manera sería una 
respuesta suave y prolongada de PKA en un pulso breve y local de actividad PKA, 

Mientras que algunas respuestas mediadas por AMP cíclico ocurren en cuestión de se- 


gundos y no dependen de variaciones de la transcripción génica (véase la Figura 15-33), 


otras sí que dependen de variaciones de la transcripción génica y tardan horas en desarro- 
llarse plenamente. Por ejemplo, en las células que secretan la hormona peptídica somatos- 
tatina, el AMP cíclico activa la expresión del gen que codifica esta hormona. La región 
reguladora del gen de la somatostatina tiene ua corta secuencia de DNA, denominada ele- 
mento de respuesta al AMP cíclico (CRE: cyclic AMP response element), que también se en- 
cuentra en muchas otras zonas reguladoras de genes activados por AMP cíclico. Esta 


secuencia es reconocida por una proteína específica reguladora de la expresión génica de- 


nominada proteína de unión a CRE (CREB: CRE-binding protein). Cuando la PKA es 
activada por caMB fosforila CREB sobre una sola serina. Entonces, la CREB fosforilada re- 
cluta un coactivador transcripcional llamado proteína de nión a CREB (CBP: CREB-binding 
protein), que estimula la transcripción de los genes diana (Figura 15-36). Así, CREB puede 
transformar una breve señal de AMP cíclico en un cambio a largo plazo de una célula, ua 
proceso que, en el cerebro, parece que desempeña un importante papel en algunas formas 
de memoria y de aprendizaje. 

La PKA no media todos los efectos celulares del AMP cíclico. Como se explicará después, 
en las neuronas olfativas (responsables del sentido del olfato), el AMP cíclico también activa 
de forma directa canales iónicos especiales de la membrana plasmática. Además, en algunas 
otras células activa sin mediación un factor intercambiador de nucleótidos de guanina (GEF) 
que, asu vez, activa una GTPasa monomérica denominada Rapl, la cual a menudo provoca 
un incrernento de la adhesión celular a través de la activación de las integrinas de la superfi- 
cie celular (se trata en el Capítulo 19). 


AMP cíclico 
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inactiva 
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reguladoras catalíticas activas 


Figura 15-35 Activación de la proteína 
quinasa dependiente de AMP cíclico (PKA). 
La unión de AMP cíclico a las subunidades 
reguladoras del tetrámero PKA induce en. 
ellas un cambio de conformación que 

las hace disociarse de las subunidades 
catalíticas, activando así la actividad 
quinasa de dichas subunidades catalíticas. 
La liberación de las subunidades catalíticas 
requiere la unión de más de dos moléculas 
de AMP cíclico al tetrámero. Este hecho hace 
que la respuesta de la guinasa a los cambios 
en la concentración de AMP cíclico sea 
aguda, como se indicó anteriormente 
(véase la Figura 15-25). En la mayoría de las 
células de mamifero existen al menos dos 
tipos de PKA: la de tipo i se halla sobre todo 
en el citosol, mientras que la de tipo li se 
halla unida a través de sus subunidades 
reguladoras y de proteinas de anclaje 
especiales a la membrana plasmática, 

a la membrana nuclear, a la membrana 
mitocondrial externa y a los microtúbulos. 
En ámbos tipos de PKA, cuando las' 
subunidades catalíticas son liberadas y 
activadas, pueden migrar al núcleo (donde 
pueden fosforilar proteínas reguladoras 

de la expresión génica), mientras que las 
subunidades reguladoras permanecen en el 
citoplasma. La estroctura tridimensional del 
dominio proteína guinasa de la subunidad 
catalítica de la PKA se muestra en la 

Figura 3-65, 
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Una vez establecido de qué forma las proteínas G triméricas unen PGCR actívadas a la 
adenil ciclasa, se considerará a continuación de qué forma acoplan GPCR a otra enzima crí- 
tica, la fosfolipasa C. La activación de esta enzima incrementa la concentración de varios 
mediadores intracelulares pequeños, incluyendo el Ca?*, que participa en la transmisión de 


- la señal. El Ca?* es utilizado incluso más ampliamente que el AMP cíclico como mediador 


celular pequeño. 


Algunas proteínas G activan una vía de señalización 
de fosfolípidos de inositol y activan la fosfolipasa C-B 


Muchos GPCR ejercen sus efectos principalmente vía proteínas G que activan la enzima uni- 
da a membrana plasmática fosfolipasa C-B (PLCP: phospholipase C-B). En la Tabla 15-2 se 


- presentan varios ejeraplos de respuestas celulares activadas por.esta vía, La fosfolipasa actúa 


sobre un fostolípido de inostio! fosforilado (un fosfatidilinositol) denominado fosfatidilino- 
sito! 4,5-bisfosfato [P1(4,5)P2 o PIP2], que está presente en bajas cantidades en la mitad in- 
terna de la bicapa lipídica de la membrana plasmática (Pigura 15-37). Los receptores que 
activan esta mediante esta vía de señalización por fosfolípidos de inositol activan sobre to- 
do una proteína G denominada Gg, la cual a su vez activa la fosfolipasa C-B, de la misma ma- 
nera que la G, activa la adenilato ciclasa, La fosfolipasa activada rompe el PIP, generando 
dos productos: inositol 1,4,5-trisfosfato (1P a) y diacilglicerol (Figoa 15-38). En este punto, el 
proceso de señalización se bifurca en dos ramas. 


Figura 15-36 Cómo un aumento de la 
concentración de AMP cíclico intracelular 
puede alterar la transcripción de un gen. 
<AGAT> La unión de una molécula señal 
extracelular a sus GPCR provoca la activación 
de la adenilato ciclasa a través de G, y, por 
tanto, un incremento de la concentración 

de AMP cíclico en el citosol. El aumento de la 
concentración de AMP cíclico activa la PKA 

y libera las subunidades catalíticas 

de PKA que pueden migrar al núcleo y 
fosforilar la proteína reguladora de la 
expresión génica CREB. Una vez fosforilada, 
CREB recluta al coactivador CBP, estimulando 
la transcripción génica. Al menos en algunos 
casos, la proteína CREB inactiva, antes de ser 
Tosforilada, ya está unida al elemento 

de respuesta al AMP cíclico (CRE) sobre 

el DNA (no se muestra). 

Esta vía de señalización controla muchos 
procesos de la célula, desde la síntesis de 
hormonas en las células endocrinas hasta la 
producción de las proteínas necesarias para 
la mernoria a largo plazo en el cerebro. 
Veremos más adelante que algunas CREB 
también pueden ser activadas por otras vías 
de señalización, independientes de cAMP, 
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Tabla 15-2 Algunas respuestas celulares en las que GPCR activa ai 


MOLÉCULA SEÑAL. 


desidia del glucógeno 


Hígado 


vasopresina 
Páncreas acetilcolina secreción de amilasa 
Músculo liso. acetilcolina contracción muscular 
Plaquetas sanguíneas trombina 


agregación plaquetaria 


El inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) es una molécula hidrosoluble que actúa como un me- 
diador intracelular pequeño. Se libera de la membrana plasmática y difunde con rapidez por 
todo el citosol. Cuando llega al retículo endoplasmático (ER), se une y abre los canales libe- 
radores de Ca?* sensibles a 1P5 (también denominados receptores de 1P3) de la membrana 
del ER. Entonces, el Ca** que está almacenado en el ER es liberado a través de los canales 
que se acaban de abrir, aumentando rápidamente la concentración de Ca** del citosol 
(Figura 15-39). Cuando las reservas de Ca?* del ER se han vaciado, se vuelven a llenar me- 
diante la activación de canales de Ca?* sensibles a almacenamiento de la membrana plasmá- 
tica y una proteína sensora de Ca?* de la membrana del ER en regiones en las que ambas 
membranas están muy juntas. 

Después se describirá córmo el incremento de la concentración de Ca?* propaga la 
señal y afecta la actividad de proteínas intracelulares sensibles a Ca?*. Para dar por finaliza- 
da la respuesta inicial de Ca?* actúan varios mecanismos: (1) el 1P3 es rápidamente destfos- 
forilado a IP2 mediante una fosfatasa de lípidos específica; (2) el TP3 es fosforilado a IP4 
mediante une quinasa de lípidos específica (que puede actuar como otro mediador intrace- 
lular pequeño); y (3) el Ca** que entra en el citosol es rápidamente bombeado hacía el exte- 
rior, sobre todo hacia el exterior de la célula (véase Figura 15-41). 

Al mismo tiempo que el 1P3 producido por la hidrólisis del PIP2 incrementa la concen- 
tración de Ca** en el citosol, el otro producto de hidrólisis del PIP, —el diacilglicerol- ejerce 
efectos bastantes diferentes. También actúa como un mediador intracelular pequeño, pero 
permanece imbricado en la membrana plasmática, donde ejerce algunas funciones señali- 
zadoras potencieles. Puede ser degradado liberando ácido araquidónico que a su vez puede 
actuar como una señal o ser utilizado en la síntesis de otras pequeñas moléculas señal lipí- 
dicas denominadas eicosanoides. La mayoría de los tipos celulares de los vertebrados sinte- 
tízan eicosanoides, incluyendo las prostaglandinas, los cuales tienen una gran variedad de 
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Figura 15-37 Esquema de la sintesis de 
PHA,5)P2. Los fosfoinositoles PI4P y Pl4,5)P2 
se producen mediante la fosforilación del 
fosfatidilinosital (PI) y PK4)P respectivamente. 
A pesar de que los tres fosfolípidos de inositol 
pueden romperse durante el proceso de 
respuesta a una señal, la degradación 

más predominante y más crítica es la de 
PI(4,5)P2 porque genera dos mediadores 
intracelulares, como se muestra en las Figuras 
15-38 y 15-39, Sin embargo, Pl(4,5)P, es el 
menos abundante, ya que constituye menos 
del 10% del total de fosfolípidos de inositol 

y alrededor del 1% del total de lípidos en la 
mernbrana plasmática, La nurneración 
convencional de los átomos de carbono 

en el anillo inositol se muestra con 

números rojos en la molécula de PJ, 
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actividades biológicas. Por ejernplo, participan en la respuesta inflamatoria y a las lesiones; 
la inhibición de su síntesis es el mecanismo de acción, al menos en parte, de la mayoría de 
fármacos antdinflamatorios (como la aspirina, el ibuprofeno y la cortisona). 

Una segunda función del diacilglicerol consiste en activar una proteína serina/treonina 
quinasa clave, la proteína quinasa € (PKC: protein kinase O), denominada así debido a que 
es dependiente de Ca?*. El incremento inicial de la concentración citosólica de Ca** induci- 
do por IP3 altera la PKC, traslocándola desde el citosoi hasta la cara citoplasmática de la 
membrana plasmática. Alí se activa por la combinación de Ca?*, diaciglicerol y el fosfolípido 
de membrana cargado negativamente, fosfatidilserina (véase Figura 15-39). Una vez activa- 
da, la PKC fosforila proteínas diana que varían en función del tipo celular. Los principios son 
los rrismos que los expuestos anteriormente para la PKA, aunque la mayoría de las proteínas 
diana son diferentes. 

Existen diferentes clases de PKC, sólo algunas de las cuales (denominadas PCK conven- 
cionales) son activadas por Ca?* y diacilglicerol; las otras se denominan PKC arípicas. Dife- 
rentes PKC fosforilan diferentes sustratos fundamentalmente porque diferentes proteínas 
de anclaje o de armazón mantienen las distintos PKC en diferentes compartimientos de la 
célula. 
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Figura 15-38 Hidrólisis de PIH(4,5)P2 por 

la fosfolipasa C-f. La hidrólisis de PIP, 
produce de forma directa dos pequeños 
mediadores intracelulares: el inositol 1,4,5- 
viisfosfato (1P3), que difunde a través del 
citosal y provoca la liberación de Ca?* desde 
el retículo endoplasmático, y el diacilglicerol, 
que permanece en la membrana y colabora 
en la activación de la enzima proteína 
quinasa C (PKC; véase Figura 15-39). Existen 
varías clases de fosfolipasas C; entre ellas se 
encuentra la clase (3, que se activa por GPCR; 
como veremos más adelante, la clase y es 
activada por otra clase de receptores unidos 
a enzima, denominados receptores tirosina 
quinasa (RTK). 


Figura 15-39 Cómo las GPCR incrementan 
el Ca?* citosólico y activan la PKC. El GPCR 
activado estimula la fosfolipasa PLCB ligada 
ala membrana plasmática a través de una 
proteína G. Dependiendo de la isoforma de la 
PLCA, puede ser activada por la subunidad a 
de Gg como se muestra, por las subunidades 
By de otra proteína G, o por ambas. Cuando la 
PLC$ activada hidroliza P44,5)P), se producen 
dos mensajeros intracelulares pequeños, El 
inositol 1,4,5-trisfosfato (Pa) difunde a través 
del citosol y libera Ca?* del ER, al unirse y 
abrir los canales liberadores de Ca?* sensibles 
alP3 (receptores 1P3) en la membrana del ER, 
El marcado gradiente electroquímico de Ca?+ 
através de esta membrana, hace que el Cat 
escape hacia el cirosol cuando se abren 

los canales liberadores. El diacilglicerol 
permanece en la membrana plasmática y, 
junto con ta fosfatidilserina (no mostrada) 

y el Ca?*, contribuye a activar la proteína 
quinasa C (PKC), que migra desde el citosol 
hasta la cara citosólica de la mernbrana 
plasmática. De las 19 o más isoformas de 

PKC de humanos, al menos 4 se activan 

por diecilaliceral. 
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tiempo 0 segundos 10 segundos 20 segundos 40 segundos 


El Ca?* actúa como un mediador intracelular ubicuo 


Una gran variedad de señales extracelulares (no sólo las que actúan vía proteínas G) inducen 
un incremento de la concentración citosólica de Ca?*. Por ejemplo en los ovocitos después de 
la fecundación por un espermatozoide se induce una ola citosólica de Ca?* que es responsa- 
ble del inicio del desarrollo embrionario (Figura 15-40). En las fibras musculares, el Ca?* 
provoca la contracción y en muchas células secretoras, incluyendo las células nerviosas, pro- 
voca la secreción. El Ca?* puede actuar como señal de este modo porque normalmente su 
concentración en el citosol es muy baja (-107 M), mientras que su concentración en el flui- 
do extracelular (-107 M) y en el humen del ER —y del retículo sarcoplasmático (SR: sarcoplas- 
mic reticulum) del músculo—es alta. Así pues, existe un enorme gradiente de Ca** que tiende 
a empujar Ca** hacia el citosol, tanto a través de la membrana plasmática como a través de 
la membrana del ER o del SR. Cuando una señal abre transitoriamente los canales de Ca?* en 
alguna de estas membranas, el Ca?* fluye precipitadamente al citosol, incrementando de 
forma marcada la concentración local de Ca?* en 10-20 veces y activando las proteínas sen- 
sibles a Ca* de la célula, <CGTC> 

El Ca?* del exterior de la célula entra al citosol a través de varios tipos de canales de Ca?* 
de la membrana plasmática, que se abren en respuesta a la unión de un ligando, a estira- 
rúíento o a despolarización de la membrana. El Ca%* procedente del ER entra en el citosol a 
través de receptores de IP3 (véase Figura 15-39) e de receptores de rianodina (amados así 
porque son sensibles al alcaloide vegetal rianodina). Los receptores de rianodina por lo ge- 
neral son sensibles a la unión de Ca?* por lo que amplifican la señal de Ca?*. El Ca?* también 
activa los receptores de 1P3 pero sólo en presencia de 1P3; en cambio, concentraciones muy 
elevadas de Ca?* los inactivan. En el Capítulo 16 se explica cómo se libera el Ca?* desde el 1e- 
tículo sarcoplasmático generando la contracción de las células musculares. 

La concentración de Ca”* en el citosol se mantiene baja en las células en reposo me- 
diante diversos mecanismos (Figura 15-41). Todas las células eucariotas tienen en su mern- 
brana plasmática una bomba de Ca** que utiliza la energía de la hidrólisis del ATP para 

_borubear Ca?* hacia el exterior del citosol. Células tales corno las musculares y las nerviosas, 
que utilizan de forma intensa el sistema de señalización por Ca”*, disponen en su membra- 
na plasmática de otra proteína transportadora de Ca”* (un intercambiador de Ca?* dirigido 
por Na”) que acopla el eflujo de Ca”* a un influjo de Na” En la membrana del ER existe otra 
bomba de Ca?* que también desempeña un papel importante en el mantenimiento de uma 
concentración baja de Ca?* en el citosol: esta bomba de Ca** permite al ER captar grandes 
cantidades de Ca?* del citosol, en contra de gradiente de concentración, aunque los niveles 
de Ca? en el citosolsean bajos. Además, una bomba de Ca*?, de baja actividad pero de gran 
capacidad, situada en la membrana interna de la mitocondría, ene un papel importante li- 
mitando y acabando la señal de Ca?*: utiliza el gradiente electroquímico generado a través 
de esta mernbrana, durante las etapas de transferencia de electrones de la fosforilación oxÍ- 
dativa, para exbraer Ca?* del citosol importándolo a la mitocondria. Así, aumenta la concen- 
tración de Ca** en la mitocondria, lo que puede activar algunas enzimas del ciclo del ácido 
cítrico y, por tanto, aumenta la síntesis de ATB lo cual relaciona la activación celular con la 
producción de energía; sin embargo, un incremento excesivo de la concentración de Ca?* 
en la mitocondria conduce a la muerte celular, 


La frecuencia de las oscilaciones de Ca”* afecta la respuesta celular 


Los investigadores a menudo utilizan indicadores Huorescentes sensibles a Ca*”, coro la 
aecuorina o la fura-2 (se describe en el Capítulo 9), para seguir las variaciones de los niveles 


Figura 15-40 La fecundación de un oocita 
maduro por un espermatozoide provoca un 
incremento en la concentración citosólica 
de Ca?*, <AGGA> Á este oocito de estrella 
de mar, antes de ser fecundado, se le ha 
inyectado un marcador fluorescente sensible 
al Ca?*. Se ve como una ola de Ca?* citosólico 
(rojo), liberada desde el RE, recorre todo el 
oocito desde el punto de entrada del 
espermatozoide (flecha). Esta ola de Ca?+ 
provoca un cambio en la superficie celular 
del cocito, evitando la entrada de otro 
espermatozoide, e inicia el desarrollo 
embrionario (descrito en el Capítulo 21). 
Parece que el incremento inicial de Ca?+* 

está causado por una forma de PLC (PLCE) 
especifica del espermatozoide, que éste 
coloca sobre el citoplasma del oocito cuando 
se funde con el oocito; la PLCL rompe el 
P1(4,5)P2 en IP3, que libera Ca?* del ER del 
oocito. (Cortesía de Stephen A. Stricker.) 
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citosólicos de Ca?* en células individuales en las que se ha activado el proceso de señalización 
por fosfolípidos de inositol, Cuando se observan de esta manera, la señal inicial de Ca** apa- 
rece pequeña y localizada en una o más regiones discretas de la célula. Estas señales cresta, 
quarks, soplos o chispas de Ca** reflejan la apertura local de uno o pequeños grupos de ca- 
nales de Ca** enla membrana del ER, Dado que varias proteínas de unión a Ca?* actúen como 
tarapones restringiendo la difusión de Ca**, generalmente la señal permanece localizada en 
el lugar en el que el Ca?* ha entrado en el citosol, Sin embargo, si la señal extracelular es lo 
bastante fuerte y persistente, esta señal localizada de Ca?* se puede propagar a través del ci- 
tosol como una ola que se va regenerando (véase Figura 15-40), de modo parecido a como lo 
hace el potencial de acción en un axón. Por le general, esta “espiga” inicial de Ca?* viene se- 
guida por series de espigas posteriores, cada una de las cuales tarda algunos segundos en 
producirse (Figura 15-42). Estas oscilaciones de Ca** persisten mientras los receptores se 
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Figura 15-43 Principales vías de las células 
eucariotas para mantener concentraciones 
muy bajas de Ca** bre en su citosol, (A) El 
Ca?* es bormbeado de forma activa desde el 
citosoi hacia el exterior de la célula. (2) El Ca?+ 
es ktombeado desde el citosol al interior del 
ER y de la mitocoridria y varios tipos de 
moléculas en el citosol de la célula unen 

Cat fibre, 


Figura 15-42 inducción de oscilaciones 

de Ca?* por vasopresina en una célula 
hepática, La célula fue cargada con la 
proteína sensible a Ca**, la aecuorina, 

y a continuación fue expuesta 2 
concentraciones crecientes de la molécula 
péptido señal vasopresina, que activa una 
GPCR y la PLC (véase la Tabla 15-2). Nótese 


que la frecuencia de los picos de Ca%* 


aumenta a medida que aurnenta la 
concentración de vasopresina, pero que la 
amplitud de los picos no se ve afectada, 
Cada pico dura unos 7 segundos, (Adaptado 
de NM Woods, KS.A. Curhbertson y 

PH. Cobkhold, Matire 319:600-602, 1986, Con 
la autorización de Macmillan Publishers Ltd.) 
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mantengan activados en la superficie de la célula. Parece que tanto las olas como las oscila- 
ciones de Ca?* dependen, al menos en parte, de una combinación de retroalimentación po- 
sitiva y negativa por Ca?* sobre los receptores de 1P3 y los receptores de rianodína: el Ca?* 
liberado inicialmente estimula la liberación de más Ca?* por ambos receptores, un proceso 
conocido como liberación de Ca?* inducida por Ca?*; entonces, cuando su concentración es 
lo bastante elevada, el Ca?* inhibe su liberación y esta retrcalimentación negativa retrasada 
provoca las oscilaciones fvéase Figura 15-28D). 

Podemos seguir los efectos de las oscilaciones de Ca?* sobre las proteínas sensibles a 
Ca** utilizando imágenes a tiempo real de células individuales que expresen proteínas re- 
porteras fluorescentes. Se puede mostrar, por ejemplo, que cada espiga de Ca?* de una res- 
puesta inducida de este tipo recluta transitoriamente PKC hacía la membrana plasmática, 
donde de forma transitoria fosforila una proteína reportera. 

La frecuencia de las oscilaciones de Ca?* refleja la intensidad del estímulo extracelular 
(véase Figura 15-42) y esta frecuencia puede traducirse en una respuesta celular dependien- 
te de frecuencia. En algunos casos, dicha respuesta dependiente de frecuencia también es, a 
su vez, oscilatoria. Por ejemplo, en células de la pituitaria secretoras de hormona la estimu- 
lación por una molécula señal extracelular induce picos repetidos de Ca?*, cada uno de los 
cuales está asociado con un pulso de secreción de hormona. En otros casos, la respuesta de- 
pendiente de frecuencia puede ser no-oscilatoría. Por ejemplo, en algunos tipos celulares 
una frecuencia de espigas de Ca?+ activa la transcripción de un conjunto de genes, mientras 
que frecuencias más altas activan la transcripción de otro conjunto de genes. ¿De qué forma 
pueden las células captar la frecuencia de las espigas de Ca** y modificar su respuesta según 
dicha frecuencia? El mecanismo probablemente depende de proteínas sensibles a Ca** que 
cambian su actividad en función de la frecuencia de los picos de Ca**. Como se expone a 
continuación, existe una proteína quinasa que actúa como un dispositivo de memoria mo- 
lecular que parece tener esta destacable propiedad. 


En las células animales, las acciones del Ca?* se producen a través 
de proteínas quinasa dependientes de Ca**/calmodulina 
(CaM-quinasas) 


Varias proteínas que se unen a Ca** ayudan a transmitir la señal citosólica de Ca?*. La más 
importante de ellas es la calmodulina, que se encuentra en todas las células eucariotas y 
constituye aproximadamente el 1% de la masa total de proteína de la célula. La calmodulina 
actúa corno un receptor intracelular polivalente de Ca?* que gobierna muchos procesos 
regulados por Ca?*, Se trata de una cadena polipeptídica muy conservada con cuatro lugares 
de unión con alta afinidad para el Ca?* (Figura 15-434). Cuando se activa por la unión a 
Ca?+, la calmodulina sufre un importante cambio de conformación. Dado que se tienen que 
unir dos o más iones de Ca?* a la calmodulina para que ésta adopte su conformación activa, 
la proteína responde casi como un interruptor cuando se incrementa la concentración de 


Figura 15-43 Estructura del complejo 
Ca**/calmodulina, basada en estudios de 
difracción de rayos X y de NMR. <CTTC> 
(A) La molécula se parece a una “pesa de 
gimnasia”, con dos cabezas globulares . 
terminales, que pueden unirse a muchas 
proteínas diana. Las cabezas alobulares 
están conectadas mediante una larga hélice 
e: expuesta, que le permite a la proteína 
adoptar varias conformaciones muy 
diferentes según con que proteína diana 
interactúa. Cada una de las dos cabezas tiene 
dos dominios de unión al Ca**, (B) Principal 
cambio estructural del complejo 
Ca?*/calmodulina que ocurre cuando se une 
a una proteína díana (en este ejernplo, un 
péptido que contiene un dominio de unián 
para Ca**/calmodulina de una proteína 
guinasa dependiente de Ca**/calmodulina). 
Nótese que el complejo Ca?*/calmodulina 
se dobla como una "navaja de bolsillo” 
abrazando al péptido. Cuando se unen a 
otras dianas, pueden adoptar diferentes 
conformaciones. ÍA, basado en datos de 
cristalografía de rayos X de YS, Babu et al, 
Nature 315:37-40, 1985. Conta autorización 
de Macmillan Publishers Ltd; 8, basado en 
datos de cristalografía de rayos X de WE. 
Meador, AR. Means y RA. Quiocho, Science 
257:1251-1255, 1992, y en datos de NMR de 
¿A losa etal,, Science 256:632-638, 12972, 
Conta autorización de AABS) 
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Ca?* (véase Figura 15-25): un incremento de 10 veces la concentración de Ca?* genera un 
increroento de 50 veces de la activación de la calmodulina. 

La activación alostérica de la calmodulina por el Ca?* es análoga a la activación alosté- 
rica de la PKA por el AMP cíclico, con la diferencia de que la calmodulina no tiene actividad 
enzimática sino que actúa uniéndose y activando a otras proteínas, En algunos casos, la cal- 
modulina actúa como una subunidad reguladora permanente de un complejo enzimático, 
pero generalmente la unión del Ca** induce la unión de la calmodulina a varias proteínas 
diana de la célula y altera su actividad. 

Cuando el complejo Ca?*/calrmodulina activado se une a su proteína diana la calmodulina 
cambia de nuevo de conformación, la naturaleza de la cual depende de la superficie de la célu- 
la diana (Figura 15-43B). De entre la gran cantidad de proteínas diana reguladas por la calmo- 
dulina, varias de ellas son enzimas o proteínas de transporte a través de la membrana. Como 
ejemplo, el complejo Ca?*/calmodulina se une, activándola, a la bomba de Ca?* de la membra- 
na plasmática, que utiliza la hidrólisis de ATP para bombear Ca?* hacia el exterior de la célula 
(véase Figura 15-41). Así, cuando la concentración de Ca?* en el citosol aumenta, la bomba se 
activa, lo cual contribuye a que los niveles citosólicos de Ca** vuelvan a los valores de reposo. 

Sin embargo, la mayor parte de los efectos del Ca?* son más indirectos y están mediados 
por fosforilación de proteínas catalizadas por uma familia de serina/treonina proteínas quí- 
nasa denominadas quinasa dependientes de Ca?*/calmodulina (CaM-quinasas). Algunas 
CaM-quinasas fosforilan proteínas reguladoras de la expresión génica, activando o inhi- 
biendo la transcripción de determinados genes, como en el caso de la proteína CREB que 
hemos visto anteriormente (véase Figura 15-36). 

Uno de los ejemplos mejor estudiados de CaM-quinasas es la CaM-quinasa Ml, que se en- 
cuentra en la mayoría de las células animales pero sobre todo en el sistema nervioso. Consti- 
tuye más del 2% de la masa total de proteína en algunas regiones del cerebro y está muy 
concentrada en las sinapsis. La CaM-quinasa II tiene dos propiedades destacables, que están 
relacionadas entre sí. Primera, puede actuar corno un dispositivo de memoria molecular, co- 
locándose en un estado activo cuando es expuesta a Ca?*/calmodulina y permaneciendo acti- 
va incluso después de que la concentración de Ca?* haya bajado. Este hecho es debido a que la 
quinasa se fosforila a sí misma (un proceso denominado auzofosforilación) y también fostori- 
la a otras proteínas celulares cuando es activada por Ca?*/calmodulina. En su estado autofos- 


forilado, la enzima permanece activa incluso en ausencia de Ca?* y prolonga así la duración de. 


la actividad de la quinasa después de que acabe la señal inicial activadora de Ca?*, La actividad 
se mantiene hasta que las serinas/treoninas fosfatasa sobrepasan la actividad autofosforilativa 


dominio inhibidor —á 


INACTIVO 


dominio catalítico 


Pi 
z proteína 
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Figura 15-44 Pasos de la activación de la 
CaM-quinasa il La enzima es un gran 
complejo proteico de 12 subunidades, 
aunque para simplificar el esquema sólo se 
muestra una subunidad (en gris). En ausencia 
de Ca?*/calmodulina, la enzima es inactiva 
como consecuencia de una interacción entre 
un dominio inhibidor y el dominio catalítico. 
La unión de Ca?*/calmodulina altera la 
conformación de la proteína, activándola 
parcialmente, Los dominios catalíticos del 
complejo fosforilan los dorninios inhibidor 
es de subunidades vecinas, así corno otras 


proteínas de la célula (no se muestran). La 


autofosforilación del complejo enzimático 
(por fosforilación mutua de sus subunidades) 
activa por completo la enzima, Este hecho 
también prolonga la actividad de la enzima 
de dos maneras. Prímero, atrapa el complejo 
Ca**/calmodutina unido, de forma que no se 
disocia del complejo enzimático hasta que 
los niveles citosólicos de Ca?* vuelven a los 
valores basales, unos 10 segundos después 
(no se muestra). Segundo, transforma la 
enzima a una forma independiente de Ca**, 
ya que la quinasa se mantiene activa incluso 
después de que el complejo Ca**/calmodulina 
se disocie de ella. La actividad continúa 

hasta que el proceso de autofosforilación es 
contrarrestado por la acción de una proteína 
fosfatasa que sobrepasa la actividad de 
autofosforilación de la CaMi-quinasa ll. 
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e inactivan la quinasa (Figura 15-44). Así, la activación de la CaM-quinasa H puede actuar co- 
mo una memoria traza de un pulso de Ca?* anterior y al parecer participa en algunos tipos de 
aprendizaje y memoria del sistema nervioso de los vertebrados. Ratones mutantes que carecen 
de la isoforma específica del cerebro tienen defectos específicos en su capacidad de recordarla 
localización de un objeto, es decir, de aprendizaje espacial. 

La segunda propiedad destacable de la CaM-quinasa II se produce a continuación de la 
primera: la enzima puede utilizar su dispositivo de memoria intrínseca para actuar corno un 
decodificador de la frecuencia de las oscilaciones de Ca?*. Parece que esta propiedad tiene 
especial relevancia en la sinapsis de las células nerviosas, donde cambios en los niveles in- 
tracelulares de Ca?" en una célula postsináptica como resultado de la actividad neural pro- 
ducen cambios a largo plazo en la efectividad posterior de esta sinapsis (se describe en el 
Capítulo 11). Cuando la CaM-quinasa ll es inmovilizada en una superticie sólida y expuesta 
ala vez a una proteína fosfatasa y a pulsos repetitivos de Ca?*/calmodulina a diferentes fre- 
cuencias mirnetizando las observadas en células estimuladas, la actividad de la enzima se 
incrementa abruptamente en función de la frecuencia de los pulsos (Figura 15-45). Ade- 
más, la frecuencia de la respuesta de esta enzima formada por multisubunidades depende 
de la composición exacta de subunidades, de modo que una célula puede diseñar su res- 
puesta a las oscilaciones de Ca?* según sus particulares necesidades ajustando la composi- 
ción de la enzima CaM-quinasa Il que sintetiza. 


Algunas proteínas G regulan directamente canales iónicos 


Las proteínas G no sólo actúan regulando la actividad de enzimas unidas a membrana que 
alteran la concentración de AMP cíclico o de Ca?* en el citosol. Por ejemplo, la subunidad q 
de un tipo de proteína G (denominada G2), activa un factor intercambiador de nucleótidos 
de guanina (GEF) que activa una GTPasa monomérica de la familia Rho (se trata más ade- 
lante en el Capítulo 16), que regula el citoesqueleto de actina. 

En algunos otros casos, las proteínas G activan o inactivan directamente canales ió- 
micos de la membrana plasmática de la célula diana, alterando así su permeabilidad ióni- 
ca y, por lo tanto, la excitabilidad eléctrica de la membrana. Por ejemplo, la acetilcolina 
liberada por el nervio vago reduce tanto la frecuencia como la fuerza de la contracción de 
la fibra muscular del corazón (véase la Figura 15-9B). Este efecto está mediado por una 
clase especial de receptores de acetilcolina que activan la proteína G inhibidora G;, ya tra- 
tados. Una vez activada, la subunidad a de G; inhíbe la adenilato ciclasa (corno hemos 
descrito), mientras que las subunidades Py se unen a canales de K* de la membrana plas- 
mática de la fibra muscular y los abren. La apertura de estos canales de K* hace más difí- 
cil la despolarización de la célula y, por tanto, contribuye al efecto inhibidor de la 
acetilcolina sobre el corazón. (Estos receptores, que pueden ser activados por el alcaloide 
de hongos, muscarina, se denominan receptores muscarínicos de aceticolina para distin- 
guidos de otros receptores, muy diferentes a éstos, denominados receptores nicotínicos de 


Figura 15-45 La CaM-quinasa l actúa 

como un descodificador de frecuencia de las 
oscilaciones de Ca?*. (A) A bajes frecuencias 
de picos de Ca?*, la enzima se inactiva 
después de cada pico de Ca**, dado que la 
autofosforilación inducida por la unión de 
Ca? /calrmodulina no mantiene la actividad 
de la enzima durante el tiempo suficiente para 
que ésta permanezca activa hasta la llegada 
del pico siguiente de Ca?*, (8) Sin embargo, a 
altas frecuencias de picos de Ca?*, la enzima 
no se inactiva completamente entre los picos 
de Ca?*, de manera que su actividad aumenta 
con cada pico. Si la frecuencia es lo bastante 
alta, este incremento progresivo de la 
actividad enzimática continuará hasta que se 
autofosforilen todas las subunidades de la 
enzima y, por tanto, estará activada al 
máximo. Aunque no se muestra, cuando se 
han autofosforilado un número suficiente de 
subunidades, la enzima puede mantener un 
estado muy activo aunque la frecuencia de 
picos de Ca?* sea relativamente baja (una 
forma de memoria celular. 

La unión de Ca?*/calmodulína a la enzima 
se incrementa por la autofosforilación de la 
CaM-quinasa li (una forma adicional de 
retroalimentación positiva), ayudando a que 
la respuesta de la enzima a picos repetidos 
de Ca** exhiba un umbral abrupto, tal como 
se ha señalado anteriormente. (De PJ. Hanson, 
T. Meyer, L Stryer y H. Schulman, Neuron 
12:943-956, 1994, Con la autorización 
de Elsevier.) 
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acetilcolina, que son receptores acoplados a canales iónicos de las células del músculo es- 
quelético y de células nerviosas que pueden ser activados tanto por la unión de nicotina 
como de acetilcolina.) 

Otras proteínas G triméricas regulan la actividad de canales iónicos de una forma me- 
nos directa, regulando la fosforilación de canales (mediante, p. ej., la PKA, la PKC o la 
CaM-quinasa) o causando la producción o la destrucción de nucleótidos cíclicos que activan 
o inactivan directamente canales iónicos. Estos canales iónicos regulados por nucleótidos cí- 
clicos desempeñan un papel crucial en los procesos de la visión y del olfato, como se expli- 
cará a continuación. 


El olfato y la vista dependen de GPCR que regulan canales iónicos 
regulados por nucleótidos cíclicos 


Los humanos podemos distinguir rnás de 10.000 aroruas diferentes, que detectamos me- 
diante neuronas especializadas receptoras del olfato di epitelio de la nariz. Estas células uti- 
lizan GPCR especificas denominadas receptores olfativos para reconocer los olores; estos 
receptores se localizan en la superficie de cilios modificados que sobresalen de cada célula 
(Figura 15-46). Los receptores actúan a través de AMP cíclico. Cuando son estimulados por 
la unión de un aroma, activan una proteína G específica del olfato (conocida como Go que, 


a su vez, activa la adenilato ciclasa. El incremento resultante de los niveles de AMP cíclico 


abre canales catiónicos regulados por AMP cíclico, lo cual permite que se produzca un flujo 
de entrada de Na” que despolariza la neurona olfativa e inicia un impulso nervioso que viaja 
alo largo del axón hasta el cerebro. 

En el ratón hay unos 1000 receptores olfativos diferentes y en humanos unos 350, cada 
uno de los cuales está codificado por un gen diferente y reconoce un conjunto determinado 
de aromas diferentes. Cada neurona receptora de olores produce un solo tipo de receptor 
(véase p. 453); por tanto, cada neurona sólo responde a un conjunto específico de arornas en 
función del tipo determinado de receptor olfativo que expresa y cada arorna activa un grupo 
característico de neuronas receptoras de olores, Un mismo receptor también colabora diri- 
giendo la elongación del axón de cada neurona olfativa en desarrollo hacia las neuronas 
diana específicas con las que conectará en el cerebro. Existe otro conjunto de GPCR que 
actúa de manera similar mediando la respuesta a feromonas, señales químicas detectadas en 
una parte diferente de la nariz, que son utilizadas en la comunicación entre miernbros de 
una misma especie. Los humanos, sin embargo, carecemos de receptores funcionales de fe- 
rOMONAS. 

La visión en los vertebrados también utiliza un proceso de detección de la señal tan ela- 
borado y sensible. También participan canales jónicos regulados por nucleótidos cíclicos, 
pero en este caso el nucleótido que tiene un papel crucial no es el AMP cíclico sino el 
GMP cíclico (Figura 15-47). Como el AMP cíclico, las concentraciones de GMP cíclico en el 
citosol están controladas por una rápida velocidad de sintesis (por la guanilato ciciasa) y una 
rápida degradación (por la fosfodiesterasa de GMP cíclico). 

En la trausducción visual, que constituye el conjunto de respuestas mediadas por pro- 
teínas G más rápido que se conoce en vertebrados, la activación de los receptores está esti- 
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Figura 15-46 Neuronas receptoras del 
olfato, (A) Una sección del epitelio olfativo 
de la nariz. Las neuronas olfativas tienen cilios 
modificados que se proyectan desde la 
superficie del epitelio y que contienen los 
receptores olfativos y la maquinaria para la 
transducción de la señal. Cuando la célula 
es activada por un aroma, el axón, que se 
extiende desde el extremo opuesto de la 
neurona receptora, conduce las señales 
eléctricas hasta el cerebro, produciendo un 
potencial de acción. Al menos en roedores, 
las células basales actúan como células 
madre, produciendo nuevas neuronas 
receptoras a lo largo de tora la vida, que 
sustituyen las neuronas que mueren. 

(B) Electromicrografía de los cilios en la 
superficie de una neurona olfativa obtenida 
con un microscopio electrónico de barrido. 
(B, de E.E. Morrison y R.M. Costanzo, 1 Comp. 
Neurol. 297, 1-13, 1990 Con la autorización 
de Wiley-Liss,) 
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Figura 15-47 El GMP cíctico. 
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Figura 15-48 Un bastón fotorreceptor. En el segmento exterior del bastón existen 
unos 1000 discos. Las mernbranas de estos discos no están conectadas a la 
membrana plasmática. Los segmentos interior y exterior tienen zonas especializadas 
de un cilio primario (se describe en el Capítulo 16); como hernos mencionado antes, 
y analizaremos después, un cilio primario se extiende desde la superficie de algunas - 
células de vertebrados, donde actúa como un orgánulo de señalización. 


mulada por la luz y genera una disminución (en hagar de un incremento) de los niveles del 

«nucleótido cíclico. El proceso se ha estudiado especialmente bien en el caso de la respuesta 
a la luz de los fotorreceptores tipo bastón (bastones) de la retina de los vertebrados, Los 
bastones son responsables de la visión monocromática con luz tenue, mientras que los foto- 
rreceptores tipo cono (conos) son responsables de la visión cromática con luz brillante. Un 
bastón fotorreceptor es una célula altamente especializada con un segmento exterior y otro 
interior, un cuerpo celular y una región sináptica a través de la cual el bastón pasa una señal 
química a una célula nerviosa de la retina (Figura 15-48). Esta célula nerviosa transmite la 
señal a otra célula nerviosa, que a su vez la transmite al cerebro (véase Figura 23-18). 

El aparato foto transductor se halla en el segrmento exterior del bastón y está constituido 
por discos apilados, cada uno de los cuales está formado por una especie de saco de merm- 
brana en el que se hallan embebidas las moléculas fotosensibles de rodopsina, La membra- 
na plasmática que envuelve el segmento exterior contiene canales catiónicos regulados por 
GMP cíclico. Estos canales se mantienen abiertos en la oscuridad mediante la umión de mo- 
léculas de GMP cíclico al canal. Paradójicamente, la luz provoca una hiperpolarización de la 
membrana plasmática (que inhibe la señal sináptica), en lugar de una despolarización (que 
estúmularía la señalización sináptica). La hiperpolarización (es decir, el potencial de merm- 
brana adquiere valores más negativos -descrito en el Capítulo 11) se produce porque la ac- 
tivación producida por la luz de las moléculas de rodopsina en la membrana de los discos 
disminuye la concentración de GMP cíclico y cierra los canales catiónicos especiales de la 
membrana plasmática circundante (Figura 15-49). 

La rodopsina es un miembro de la familia de GPCR, pero la señal activadora extracelu- 
lar no es una molécula sino un fotón de luz. Cada molécula de rodopsina contiene un cro- 
móforo unido covalentemente, el 11-cís retinal, el cual se isomeriza de forma casi 
instantánea a todo-trans retinal cuando absorbe un solo fotón. La isomerización altera la 
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Figura 15-49 La respuesta a la huz de un 
bastón fotorreceptor Los fotones son 
captados por las moléculas de rodopsina 
situadas en los discos del segmento exterior. 
Esto cierra las canales de cationes de la 
membrana plasmática, lo que hiperpolariza 
la mernbrana y reduce la velocidad de 
liberación del neurotransmisor desde 

la región sináptica, Debido a que el 
neurotransmisor inhibe rmuchas de las 
neuronas postsinápticas de la retina, 

la iluminación bloguea dicha inhibición, 

es deck que, de hecho, las excita. 
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* Las familias se determinan por la relación entre las secuencias de aminoácidos de las subunidades a Únicamente se ACES ejernplos seleccionados. 
En humanos se han descrito unas 20 subunidades « y, al menos, 6 subunidades $ y 11 subunidades y. 


conformación del retinal, induciendo un cambio de conformación en la proteína (opsina). 
Entonces, la molécula de rodopsina activada altera la conformación de la proteína G trans- 
ducina (G), provocando que su subunidad a active una fosfodiesterasa de GMP cíclico. En- 
tonces, esta fosfodiesterasa hidroliza GMP cíclico de forma que los niveles de GMP cíclico 
del citosol disminuyen. Esta bajada en la concentración de GMP cíclico disminuye la canti- 
dad de GMP cíclico que está unido a los canales catiónicos de la membrana plasmática y 
permite que muchos de estos canales sensibles a GMP cíclico se cierren. De esta forma, la se- 
ñal pasa rápidamente de la membrana de los discos a la membrana plasmática y la señal lu- 
minosa se transforma en una señal eléctrica a través de una hiperpolarización de la 
membrana plasmática de la célula bastón. 

Los bastones utilizan varios circuitos de retroalimentación que le permiten a las células 
revertir rápidamente la situación hasta su estado de reposo, típico de la oscuridad, tras un 
flash de luz -un requerimiento necesario para percibir la corta duración del flash. Una qui- 
nasa específica de rodopsina denominada rodopsina quinasa (RK: rhodopsin kinase) fosfo- 
rila residuos serina de la cola citosólica de la rodopsina activada, inhibiendo parcialmente la 
capacidad de la rodopsina para activar la transducina. Entonces, una proteína inhibidora 
denominada arrestina se une a la rodopsina fosforilada, inhibiendo aún más su actividad. 
Tanto en humanos como en ratones en los que el gen que codifica RK se encuentra inactiva- 
do por mutación, la respuesta a la luz se prolonga mucho tiempo y los bastones finalmente 
mueren. 

Al mismo tiempo que la arrestina inactiva a la rodopsina, una proteína RGS (véase 
p. 896) se une a la transducina activada, estimulándola a hidrolizar su GTP unido a GDB con 
lo que la transducina retorna a su estado inactivo. Además, los canales catiónicos que se cie- 
rran en respuesta a la luz también son permeables tanto al Ca?* como al Na* de forma que 
cuando se cierran se intibe la entrada norrnal de calcio provocando la disminución de la 
concentración de Ca?* del citosol. Esta disminución de Ca?” estimula la guanilato ciclasa a 
sintetizar GMP cíclico recuperando rápidamente los niveles de GMP cíclico y haciendo que 
la célula recobre rápido el estado en el que estaba antes de que la luz la activara. La activa- 
ción de la guanilato ciclasa por la disminución de los niveles de Ca?* está mediada por una 
proteína especifica sensible al Ca?*, A diferencia de la calmodulina, esta proteína esínaciiva 
cuando se halla unida a Ca?* y activa cuando está libre de Ca”*, Así pues, estimula la ciclasa 
cuando los niveles de Ca** son bajos tras la respuesta a la luz. 

Los mecanismos de retroalimentación negativa no sólo retornan con rapidez el fotorre- 
ceptor a su estado de reposo tras un flash transitorio de luz, sino que ayudan a que el bastón 
se adapte, disminuyendo la intensidad de la respuesta cuando el bastón está expuesto de 
forma continua a la luz. Cormo hemos explicado, la adaptación permite que la célula recep- 
tora pueda actuar como un detector sensible a cambios en la intensidad del estímulo en un 

amplio rango de niveles basales de estirmalación. Por eso podemos ver un ash de cámara 
fotográfica en un día muy luminoso. 

En la Tabla 15-3 se resursen las principales proteínas G triméricas tratadas en este ca- 
pítulo, agrupadas en las principales familias, 
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- Los mediadores intracelulares y las cascadas enzimáticas 


amplifican las señales extracelulares 


A pesar de las diferencias en detalles moleculares, las diversas vías de señalización intracelular 
iniciadas por GPCR comparten ciertas características y obedecen a principios generales simi- 
lares, Dependen de complejas cascadas de transmisión de proteínas señalizadoras intracelu- 
lares y pequeños mensajeros intracelulares. A diferencia de lo que ocurre con sistemas de 
señalización más directos utilizados por los receptores intracelulares analizados anteriormen- 
te, estas cascadas de transmisión proporcionan numerosas oportunidades para amplificar las 
respuestas a señales extracelulares. Por ejeraplo, en la cascada de la transducción visual una 
sola molécula de rodopsina activada cataliza la activación de cientos de moléculas de trans- 
ducina a una velocidad de unas 1000 moléculas de transducina por segundo. Cada molécula 
de transducina activada activa una molécula de fosfodiesterasa de GMP cíclico, cada una de las 
cuales hidroliza unas 4000 moléculas de GMP cíclico por segundo. Esta cascada catalítica 
dura aproximadamente un segundo, produciendo la hidrólisis de más de 10% moléculas de 
GMP cíclico por cada cuanto de luz absorbida; a su vez, la disminución en la concentración 
de GMP cíclico cierra de forma transitoria centenares de canales catiónicos de la membrana 
plasmática (Figura 15-50). Como resultado, una célula bastón puede responder incluso a un 
solo fotón de luz de un modo muy reproducible tanto en tiempo como en magnitud. 

De forma similar, cuando una molécula señal extracelular se une a un receptor que 
indirectamente activa la adenilato ciclasa vía proteína Gs, cada proteína receptora puede ac- 
tivar muchas moléculas de proteína Gs, cada una de las cuales puede activar a una molécu- 
la de adenilato ciclasa. Cada ciclasa puede catalizar la conversión de un gran número de 
moléculas de ATP a AMP cíclico. Un tipo de amplificación como ésta funciona en la vía de 
señalización de los fosfolípidos de inositol. De esta forma, una variación nanemolar (10? mM) 
de la concentración de una señal extracelular induce cambios en el rango micromolar (10 M) 
en las concentraciones de mensajeros intracelulares como el AMP cíclico o el Ca?*. Dado 
que estas moléculas actúan como electores alostéricos que activan enzimas o canales jóni- 
cos específicos, una sola molécula señal extracelular puede modificar varios miles de molé- 
culas proteicas en la célula diana. 

Cualquier cascada de señales estimuladoras de este tipo requiere mecanismos de con- 
trapeso que en cada una de las etapas restauren el sistecma hasta su estado de reposo cuan- 
do cesa la estimulación. Como se ha destacado, la respuesta a la estimulación sólo puede 
ser rápida si los mecanismos de inactivación también son rápidos. Por consiguiente, las cé- 
lulas presentan mecanismos eficaces para la rápida degradación (y resíntesis) de los nu- 
cleótidos cíclicos y para el amortiguamiento y secuestro del Ca?" citosólico, así como para la 
inactivación de las enzimas y canales iónicos que responden a la señal, una vez han sido ac- 
tivados. Todo ello no sólo es esencial para frenar la respuesta, sino que también es impor- 
tante para definir el estado de reposo a partir del cual la célula responde. 

Como veremos a continuación, cada una de las proteínas de la cascada de transmisión 
de la señal constituye una diana de regulación independiente, incluyendo el receptor. 


La desensibilización de los GPCR depende de la fosforilación 
del receptor 


Cuando las células diana están expuestas a elevadas concentraciones de un ligando estimu- 
lador durante periodos prolongados de tiempo, pueden desensibilizarse o adaptarse de dife- 
rentes maneras. Un importante tipo de mecanismo de desensibilización depende de la 
alteración de la cantidad o de la condición de las propias reoléculas receptoras. 

Para el caso de las GPCR, existen tres sistemas generales de desensibilización (véase 
Figura 15-29): 0) lnactivación del recepior: los receptores resultan alterados de forma que ya 
no pueden interaccionax con las proteinas G. (2) Secuestro del receptor. los receptores son 
trasladados ternporalmente al interior de la célula (son internalizados) de forma que no pue- 
dan tener acceso a su ligando. (3) Regulación por disminución (down-regulation) del número 
de receptores. los receptores son destruidos en los lisosornas después de su internalización. 

En cada caso, la desensibilización de los GPCR depende de su fosforilación por la PKA, 
la PKC o algún miembro de la familia de las GPCB quinasa (GRX. G-protein-coupled recep- 
vor kinaoses), entre las que se encuentran la quinasa específica de rodopsina, RX, que partici 
pa en la desensibilización de los bastones fotorreceptores que se han descrito, Las GRE 
fosforilan múbiples residuos serina y beonina de los receptores, pero sólo después de que el 
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Figura 15-50 Amplificación de la cascada 
catalítica inducida por la luz, en bastones 
de vertebrados. Las flechas rojas indican 
etapas en las que se produce amplificación, 
y su anchura indica la magnitud de esta 
amplificación. 
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ligando haya activado el receptor ya que es el receptor activado el que activa alostéricamen- 
te las GRK. Como con la rodopsina, cuando el receptor ha sido fosforilado por una GRK, se 
une con gran afinidad a un miembro de la familia de las proteínas arrestinas (del inglés 
arrest: parar) (Figúra 15-51. 

La unión de la proteína arrestina contribuye al proceso de desensibilización, por lo menos 
de dos maneras. Primero, impide que el receptor activado interaccione con proteínas G. Se- 
guado, actúa como una proteína adaptadora que colabora en el acoplamiento del receptor 
a la maquinaria de endocitosis dependiente de clatrina (se describe en el Capítulo 13), 
induciendo la endocitosis del receptor. El destino de los complejos GPCR-arrestina interna- 
lizados depende de otras proteínas del complejo. En algunos casos, el receptor es destosfo- 
rilado y reciclado hacia la membrana para su reutilización, En otros, es ubiquitinizado y 
degradado en los lisosomas (se trata más adelante). 

La endocitosis del receptor no necesariamente hace que el receptor deje de transmitir la 
señal. En algunos casos, la arrestina unida recluta otras proteína señalizadoras que transmi- 
ten la señal a través de nuevas vías de señalización a partir delos GPCR internalizados. 


Resumen 


Los GPCR pueden, indirectamente a través de proteínas G, activar o inactivar enzimas unidas a la 
membrana plasmática o canales iónicos. Cuando un receptor activado estimula una proteína G, 
la proteína G sufre un cambio de conformación que activa su subunidad a y sus subunidades [Iy, las 
cuales ahora pueden regular de forma directa la actividad de proteínas diana de la membrana plas- 
mática. Algunos GPCR activan o inactivan la adenilato ciclasa, alterando así la concentración in- 
tracelular del mediador intracelular pequeño, el AMP cíclico. Otros activan una fosfolipasa C 
específica de fosfolípidos de inositol (la PLC[H), la cual hidroliza el fosfatidilinositol a,5-bisfosfato 
[P1(3,5)P2] generando dos mediadores intracelulares pequeños. Uno es el inositol 1,4,5-trisfosfato (Py), 
que libera Ca?* desde el ER e incrementa así la concentración de Ca?t en el citosol. El otro es el dia- 
cilglicerol, que permanece en la mernbrarna plasmática y colabora en la activación de la proteína qui- 
nasa C (PKC). Un incremento de los niveles de AMP cíclico o de Ca?* afecta la célula estimulando 
sobre todo la proteína quinasa A (PKA) y las proteínas quinasa dependientes de Ca?*/calmodulina 
(CaM-quinasas), respectivamente. 

La PKC, la PKA y las CaM-quinasas fosforilan proteínas diana determinadas en residuos serina 
y treonina, alterando la actividad de estas proteínas. Cada tipo celular tiene su propio conjunto ca- 
racterístico de proteínas diana que son reguladas de esta forma, lo cual permite a la célula presentar 
una respuesta propia y característica a los mediadores intracelulares pequeños, Las cascadas de se- 
ñalización intracelular activadas por GPRS armplifican en gran medida la respuesta, de manera que 
por cada molécula de ligando señal extracelular unido a su receptor, se modifican miles de molécu- 
las de proteínas diana, : Ñ 

Las diferentes respuestas mediadas por GPCR son rápidarnente desactivadas cuando el ligan- 

- do señal extracelular es eliminado. Así, la subunidad ade las proteínas G es estimulada por su pro- 

teína diana o por una RGS que la autoinactiva hidrolizando el GTP que llevan unido hasta GDP; el 
lPa es desfosforilado mediante una fosfatasa de lípidos (o fosforilado por una quinasa de lípidos); los 
nucleótidos cíclicos son hidrolizados por fosfjodiesterasas; el Ca?* es bombeado hacia fuera del cito- 
sol y las proteínas fosforiladas son desfosforiladas por proteínas fosfatasa. Los propios GPCR son fos- 
forilados por GRK, lo que hace que la arrestina se una a ellos. La unión de la arrestina desacopla los 
receptores de los proteínas G y facilita su endocitosís, provocando una desensibilización o la condi- 
nuación de la señal a través de proteínas señal reciutadas por la arrestina. 


Figura 15-53 Papeles que desempeñan las 
quinasas de GPRC (GRK) y las arrestinas en 
la desensibilización de los GRPC, Una GRK 
únicamente fosforila receptores activados, 
ya que es el GPCR activado el que activa la 
GRK. La unión de una arrestina al receptor 
fosforilado impide que el receptor se una a 
su proteína G y también puede dirigir su 
endocitosis (no se muestra en la figura). La 
importancia que tienen las arrestinas en el 
proceso de desensibilización se ihustra con el 
ejemplo de ratones que son deficientes en 
una forma de arrestina, lo cual les impide 
desensibilizar sus receptores en respuesta a la 
morfina. 
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SEÑALIZACIÓN A TRAVÉS DE RECEPTORES 
DE SUPERFICIE CELULAR ACOPLADOS A ENZIMAS 


Como los GPCR, los receptores acoplados a enzimas son proteínas transmembrana cuyo 
dorninio de unión al ligando se halla en la superficie externa de la membrana plasmática. Sia. 
embargo, en lugar de tener un dominio citosólico que se asocia a una proteína G trimérica, 
sus dominios citosólicos tienen una actividad enzimática intrínseca o están asociados di- 
rectamente a una enzima. Mientras que los GPCR tienen siete segmentos transmemóbrana, 
cada subunidad de un receptor acoplado a enzima por lo general sólo tiene uno. A menudo 
los GPCR y los receptores acoplados a enzimas activan algunas de las mismas vías de seña- 
lización y habitualmente no existen razones obvias que expliquen por qué una señal extra- 
celular determinada utiliza una y otra clase de estos receptores. 
Existen seis clases de receptores acoplados a enzimas: 


1. Los receptores tirosina quinasa, que fosforilan de forma directa determinados residuos 
de tirosina de su propia estructura o de un pequeño grupo de proteínas señalizadoras 
intracelulares 

2. Los receptores asociados a tirosinas quinasa, que no tienen actividad enzimática in- 
trínseca pero que directamente reclutan tirosinas quinasa citoplasmáticas para trans- 
mitir la señal. 


3. Los receptores serinaltreonina quinasa que realizan una fosforilación directa en serinas 
o treoninas de su propia cadena y de proteínas latentes reguladoras de la expresión de 
genes con las que están asociados. 


4. Los receptores asociados a histídinas quinasa, que activan uma vía de señalización de 
dos componentes en la cual la quinasa se autofosforila en un residuo histidina y de 
inmediato transfiere el fosfato a una segunda proteína señalizadora intracelular, 


5. Los receptores guanilato ciclasa, que catalizan directamente la producción de GMP cí- 
clico en el citosol, el cual actúa como un mediador pequeño intracelular de forma y 
semejante a como lo hace el AMP cíclico 


5 


de tirosina de determinadas proteínas señalizadorasintracelulares (se denominan “se- 
mejantes a receptores” porque sus presuntos ligandos aún no han sido identificados, 
por lo que su función receptora todavía no está comprobada). 


La exposición se centrará en las primeras cuatro clases, empezando con los receptores 
tirosina quinasa, los más numerosos de los receptores acoplados a enzimas. 


Los receptores tirosina quinasa (RTK) activados se autofosforilan 


Muchas proteínas señal extracelular que actúan a través de receptores tirosina quinasa 
(RTX: receptor tyrosine kinase). Entre los notables ejemplos que se describen en otra parte en 
este libro se incluyen el factor de crecimiento epidérmico (EGE. epidermal growth factor, el 
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF: plarelet-derived growth factor), los facto- 
res de crecimiento de fibiroblastos (EGP. fibroblast growth factors), el factor de crecimiento de 
hepatocitos (HGF: hepatocyie growth factor), la insulina, el factor de crecimiento-1 sernejante 
a insulina (GEL: insulintíke growth factor-D, el factor de crecimiento vascular endotelial 
(VEGF. vascular endothelial growth facton, el factor estimulador de la formación de colonias 
de macrófagos (MCSF. imacrophage-colony-stimulating factor), y las neurotrofinas, iaclayen- 
de el factor de crecimiento nervioso (NGF. nerve growth factor). 

Muchas proteinas señalizadoras unidas a la superficie extracelular tarmbién actúan a 
través de RTK. Las efrinas son la clase más numerosa de estos ligandos unidos a mernbrana, 
de las que se han descrito ocho en humanos. De entre sus muchas funciones, colaboran en 
la migración de células y axones a lo largo de vías específicas durante el desarrollo animal es- 
timulando respuestas que acaban en atracciones o repulsiones (se describe más adelante, en 
el Capítulo 22). Los receptores de efcinas, denominados receptores Eph (ephrins) también se 
encuentran entre los KTK más numerosos, con trece genes que los codifican en hurmnanos. 
Las efrinas y los receptores Eph son extraordinarios, dado que pueden actuar simultánea- 

do y como receptor algunas efrnas, cuando se nen al receptor Eph no 
receptor sino que también se activan a síimismas transmitiendo señales al 


inmteñor de la célula que expresa la efrina; de este rmodo se altera el comportamiento de am 


Las tirosinas fosfatasa semejantes a receptores, que eliminan grupos fosfato de residuos 
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dominio semejante Ey Fígura 15-52 Algunas subfamilias de RTK. 

> a inmunogiobulina $4 Solamente se indican uno o dos miembros 

OS ¿ ] a de cada subfamilia. Nótese que en algunas 
cistelnas A ae E subfamilias el dominio tirosina quinasa se 


halla interrumpido por una “región insertada 
en la quinasa” No se conoce el significado 
funcional de los dominios ricos en residuos 
cisteína, ni de los dominios semejantes a 


dominio semejante inmunoglobulinas, ni de los dominios 
a fibronectina-tipo lll 


semejantes a la fibronectina de tipo ll 
o membrana Algunos de los ligandos para estos 
carrosoL Plasmática receptores se describen en la Tabla 15-4, 


región 


EE dE r ES así como algunas de las respuestas 
daminio E 3 ; insertada $3 e de 
tirosina E =. ES en la : representativas que median. 


quinasa 


E Ñl z 1 . tl quinmasa 
AO | 


receptor receptor receptor receptor receptor 
de EGF de insulina, de NGF de FGF Eph 
receptor receptor receptor 
de 1GF1 de PDGF, de VEGF 
receptor 
de MCSF 


bas células. Esta señalización bidireccional entre efrinas y receptores Eph es necesaria, por 
ejernplo, para evitar que determinados grupos próximos de células se mezclen entre ellas 
durante el desarrallo. 

Existen alrededor de 60 genes que codifican RTK en humanos. Estos receptores se pue- 
den clasificar en más de 16 subfamilias estructurales, cada una de las cuales está relaciona- 
da.con su familia complementaria de proteínas ligaudo. En la Figura 15-52 se muestran 
varias de estas familias que actúan en mamíferos y en la Tabla 154 se relacionan algunos 
de sus ligandos y funciones. En todos los casos, la unión de la proteína señal al dominio de 
unión del ligando en el exterior de la célula permite que el dorminio tirosina quinasa intra- 
celular fosforile determinadas cadenas laterales de tirosina, tanto de la propia proteína re- 
ceptora como de otras proteínas de señalización intracelular, las cuales a continuación se 
unen a las tirosinas fosforiladas de los receptores. 

¿De qué forma la unión de un ligando extracelular activa el dominio quinasa que se halla 
situado al otro lado de la membrana plasmática? En los GPCR parece que la unión del ligan- 
do cambia la orientación relativa de varias hélices a. transmembrana, modificando así la po-- 
sición relativa de los bucles citosólicos entre sí. Sin embargo, resulta difícil de imaginar que 
un cambio de conformación pueda propagarse a través de la bicapa lipídica mediante una 


Tabla 15-4 a proteínas señalizadoras que actúan mediante receptores tirosina quinasa (RTK) 


Factor de crecimiento epidérmico (EGF) receptor de EGF .- 0. 0. a Arma E estimula la supervivericia, crecimiento y proliferación 


o diferenciación de varios tipos celulares; actúa cOmO. .- 
señal inductora en el desarrollo ó 


insulina o receptor de insulina 


¿o aos estimula la, utilización de carbohidratos y la sÍntesis proteica . eS 

Factores de crecimiento semejantes receptor de [GF1 a ¿estirmulan el crecimiento y la supervivencia en varios 

a la insulina (IGF1 y 1GF2) Ñ j : " tipos celulares , TN 
Factor de crecimiento nervioso (NGF) TrkA estimulzlá ¡supervivencia y el crecimiento . 

j E A o a _de algunas neuronas. , 

Factores de crecimiento derivados ' AN receptores de PDGF (a y B) Ñ “estimritla] la supervivencia, creci imiento, proliferación 

“delas plaquetas (PDGF AA, BB, AB) E qa pts Y migración de vanos tipos celulares * 
Factor estimulador de la formación receptor de MCSF O - estimula la proliferación y diferenciación 

de colonias de macrófagos (MCSP) . ; 2 de monocitos/macrófagos j 
Factores de crecirmiento de fibroblastos receptores de FGF (EGFRI, FGFRA, : : a estimulan la proliferación de varios tipos celulares; 

(FGF1 2 FGE2R4JO 0) y varias isoformas de cada Ey “20 inhibela diferenciación de algunas células precursoras; 

a o a uno de ellos) Coto acta corño señal inductora en el Aarola 

Factor de crecimiento vascular receptor de VEGF Ñ estirmula la aagogen esi 


endotelial 0/EGF) 


Efrinas ftipos Ay BJ 2, receptores Eph (tipos Ay BJ: no la angiogénesis; guían la migración de células y áxones 
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a, 
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tirosina quinasa 
quinasa normal 
RTK inactivos actividad quinasa estimulada ausencia de 
por fosforilación cruzada activación quinasa 
(A) ACTIVACIÓN NORMAL DEL RTK (B) INHIBICIÓN DOMINANTE NEGATIVA POR UN RTK MUTADO 


única hélice a transmembrana. En lugar de ello, en muchas RTK la unión del ligando hace 
que las cadenas de los receptores dimericen, juntando entre sílos dominios quinasa de dos 
receptores (un ejemplo de proximidad inducida, de la que ya hemos tratado) de forma que 
se fosforilan de forma cruzada sobre varias tirosinas, un proceso denominado transautofos- 
forilación (Figura 15-534). 

Dado que es necesaria la dimerización del receptor, resulta relativamente sencillo inac- 
tivar una RTK determinada en un intento de valorar su importancia en una respuesta celu- 
lar particular. Con este propósito, las células son transfectadas con un DNA que codifica una 
forma mutante del receptor tirosina quinasa, que dimeriza normalmente pero que tiene un 
dominio quinasa inactivo. Cuando se coexpresa a un nivel elevado con receptores normales, 
los receptores mutantes actúan de manera dominante negativa, dlabilitando los receptores 
normales al formar dírmeros inactivos con ellos (Figura 15-53B). 


Determinadas tirosinas fosforiladas de RTK actúan como lugares 
de unión de proteínas señal intracelulares 


La transfosforilación de dominios citosólicos delos RTK contribuye de dos maneras a la ac- 
tivación del receptor. Primero, la fosforilación de residuos tirosina en el dominio quinasa in- 
crementa la actividad quinasa de la enzima. Segundo, la fosforilación de residuos tirosina 
fuera del dominio quinasa genera lugares de unión de alta afinidad para determinadas pro- 
teínas señalizadoras intracelulares. Cada una de estas proteínas señalizadoras se une de for- 
ma específica a determinados lugares fosforilados de los receptores activados, ya que tienen 
dominios de unión específicos a fosfotirosinas que reconocen además determinadas carac- 
terísticas del entorno de la cadena polipeptídica. 

Cuando se han unido al RTK activado, cada proteína señalizadora puede resultar fosforila- 
das en tirosinas y así activarse. Sin embargo, en muchos casos la sola unión puede ser suficien- 
te para activar la proteína señalizadora unida induciendo cambios de conformación en la 
proteína o acercándola ala siguiente proteína de la vía de señalización. Así, la transautofosfori- 
lación actúa como 1 interruptor que desencadena el easarmblaje transitorio de un coraplejo 
señalizador intracelular, el cual puede transmútir la señal a través de varas rutas hacia varios 
destinos de la célula (Pigura 15-54). Dado que diferentes BTK se unen a distintas combinacio- 
nes de estas proteínas señalizadoras, activan diversas respuestas. 

Los receptores de insulina y de IGF1 actúan de una forma ligeramente diferente, Son 
tetrámeros (véase la Figura 15-52) y se cree que la unión del ligando induce una reordena- 
ción de las cadenas treosmenbrana de los receptores, desplazando los dos dominios quina- 
sa que quedan muy juntos, Además, la mayoría de los lugares de unión a fosfotirosinas 
generados por la unión del ligando no se localizan en el propio receptor sino en una pro- 
teína de unión especializada denominada susirato-1 del receptor de insulina (RSL: insulin 
receptor substrate-1). El receptor activado primero bransautofosforila sus dominios quinasa, 
los cuales entonces fosforilan IRS1 en varios residuos tirosina, con lo que se generan mu 
chos más lugares de unión quelos que podrían darse en el receptor (véase Figura 15-22). Al 
gunas otras RTK utilizan proteínas de unión de una forma similar para aumentar el tamaño 
del complejo de señalización, 


Figura 15-53 Activación e inactivación 

de RTK por dimerización. (A) Los receptores 
normales dimerizan en respuesta a la unión 
del ligando. Los dos dominios quinasa se 
fosforilan de forma cruzada, uno a otro, 
incrementando su actividad y activando así 
aún más el dímero de receptores al fosforilar 
otros sitios del dimero. (B) El receptor mutado 
puede dimerízar normalmente pero tiene el 
dominio quinasa inactivado, por lo que no 
puede fosforilar de forrna cruzada el receptor 
normal que forma parte del dímero. Por este 
motivo, si el receptor mutado está presente 
en exceso bloqueará la señalización por 

los receptores normales; este proceso se | 
denomina regulación dominante negativa. En 
biología celular se utiliza con frecuencia esta 
estrategia para inhibir un determinado tipo 
de RTK de una célula y poder así determinar 
su función normal. $e puede utilizar una 
aproximación similar a ésta para inhibir la 
función de otros tipos de receptores y de 
proteínas señalizadoras intracelulares que 
actúen como dimeros o como grandes 
oligómeros, 
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Los residuos tirosina fosforilados actúan como lugares de unión 
de proteínas con dominios SH2 


Una colección completa de proteínas señalizadoras intracelulares pueden unirse a las fosfo- 
tirosinas de RTK (o de proteínas de unión especiales, como IRS1) contribuyendo a transmitir 
la señal hacia adelante sobre todo a través de cadenas de interacciones proteína-proteína por 
dominios de interacción modular, como hemos descrito. Algunas de estas proteínas de unión 
son enzimas, como la fosfolipasa C-y (PLCy: phospholipase C-f, que actúa de la misma for- 
ma que la fosfolipasa C-f y activa la vía de señalización de los fosfolípidos de inositol, de la 
que hemos tratado anteriormente en relación con los GPCR (véase Figuras 15-38 y 15-39). A 
través de esta vía, los RTK pueden aumentar los niveles citosólicos de Ca?* y activar la PKC. 
Otra enzima que se une a estos receptores es la tirosina quinasa citoplasmátfica Src, que fos- 
forila tirosinas de otras proteínas señalizadoras. Otra enzima es la fosfatidil inositol 3 "-qui- 
nasa (PI3-quinasa) que no fosforila proteínas sino lípidos; como se tratará posteriormente, 
los lípidos fosforilados actúan como lugares de unión atrayendo a diferentes proteínas se- 
ñalizadoras hacia la membrana plasmática. 

Las proteínas señalizadoras intracelulares que se unen a residuos de fosfotirosina tanto 
de RTK como de proteínas de unión unidas a ellos tienen estructuras y funciones muy va- 
riadas. Sin embargo, por lo general comparten dominios de unión a fosfotirosinas altamen- 
te conservados. Estos dominios pueden ser dominios SH2 (Src homology region; región 
homóloga a Src) o, con menos frecuencia, dominios PTB (phosphotyrosine-binding; unión a 
fosfotirosinas). Tal como se señaló, estos pequeños dominios de interacción permiten a las 
proteínas que los presentan unirse a RTK activados así como a otras proteínas señalizadoras 
intracelulares que hayan sido fosforiladas de forma transitoria en residuos tirosina (Figura 
15-55). Como ya se indicó, muchas proteínas señalizadoras también tienen otros dorúnios 
de interacción que les permiten interaccionar específicamente con otras proteínas como 
parte del proceso de señalización. Entre estos dominios se encuentra el dominio 5H3, que 
une motivos ricos en residuos prolina de proteínas intracelulares (véase la Figura 15-22). 
Existen aproximadamente 115 dominios SH2 y unos 295 dominios 553 codificados en el ge- 
noma humano. 

No todas las proteínas que se unen a RTK activados a través de dominios SH2 participan 
en la transmisión de la señal. Algunas de ellas actúan disminuyendo el proceso de señaliza- 
ción y proporcionan una retroalimentación negativa. Un ejemplo de ellas es la proteína 
c-CbL, que puede unirse a ciertos receptores activados y catalizar su ubiquitinización, la adi- 
ción covalente de una molécula de ubiguitina a uno o varios lugares del receptor (denomi- 
nada monoubiquitinización para disúnguilla de la poliubiquitinización en la que se añaden 
ala proteína una o más largas cadenas de ubiquitina). La monoubiquitinización estimula la 
internalización y la degradación de los receptores en los lisosomas —un ejemplo de regula- 
ción por disnainución (down-regulation) del receptor (véase Figura 15-29). Algunas proteí- 
nas endocíticas que fienen motivos de interacción con ubiquitinas (UIM: ubiquitin- 
interaction meotifs) reconocen los RTK monoubiquitinizados y los dirigen a vesículas recu- 
biertas de clatrina y finalmente a lisosomas (se describe en el Capítulo 13). Las mutaciones 
que inactivan la regulación hacia abajo de RTK dependiente de c-Cbl generan señalizaciones 
RTX prolongadas, por lo que promueven el desarrollo de cáncer. 

Como en el caso de las GPCR, la endocitosis inducida por ligando de los RTK no sierapre 
distoimaye la señalización. En algunos casos, los RTK son endocitados con sus proteínas 
de señalización unidas, con lo cual continúan la señalización desde los endosomas o desde 


Figura 15-54 Anclaje de proteinas 
señalizadoras intracelulares a fosfotirosinas 
en un RTK activado. El receptor activado y las 
proteínas señalizadoras unidas a él forman un 
complejo de señalización, que puede difundir 
señales a varias vías de señalización. 
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otros compartimientos intracelulares. Este mecanismo, por ejemplo, permite al factor de cre- 
cimiento nervioso (NGF: nerve growth factor) unirse a su RTK específico (llamado Trka) al £i- 
nal de un largo axón de la célula nerviosa y señalizar el cuerpo celular de la misma célula, 
situado a una gran distancia del final del axón. En este caso, las vesículas endocíticas de se- 
ñalización, que contienen TrkA con NGÉ unido en la parte interior de la vesícula y proteinas 
señalizadoras unidas a la cara citosólica, son transportadas a lo largo del axón hasta el soma 
celular, donde señalizan la célula para que sobreviva. 

Algunas proteínas señalizadoras están formadas casi completamente por dominios SH2 
y SH3, y actúan como adaptadoras acoplando proteínas fosforiladas en tirosina con otras 
proteínas que no tienen sus propios dominios 5H2 (véase Figura 15-22). Las proteínas adap- 


tadoras de este tipo ayudan a acoplar los RTK activados a una importante proteína señaliza- 


dora, la proteína Ras, una GTPasa monomérica que, a su vez, puede activar varias vías 
señalizadoras corriente abajo, tal corno se describe a continuación. 


Ras forma parte de una gran superfamilia de GTPasas 
monoméricas 


La superfamilia Ras está formada por varias familias de GTPasas monorméricas pero única- 
mente las familias Ras y Rho transmiten señales a partir de receptores de superficie celular 
(Tabla 1-5). Interacruuando con diferentes proteínas señalizadoras intracelulares, un solo 
mierabro de la fernilía Ras o de la familia Rho puede difundir de forma coordinada la señal 
alo largo de varias vías de señalización y actuar como un centro de señalización. 

En humanos hay tres proteínas Ras principales, intimamente relacionadas entre sí 
(H-Ras, K-Ras y N-Ras —véase tabla 15-5). A pesar de que enen funciones sutilmente dife- 
rentes, parece que actúan de la misa forma, por lo que nos referiremos a todas ellas como 
Ras. Como muchas GTPasas monormnéricas, Ras tiene uno o varios grupos lipídicos unidos 
covalentemente que ayudan a anclar la proteína a la cara citoplasmática de la membrana, 


Figura 15-55 Unión a un receptor activado 

de PDGF de proteínas señalizadoras 

intracelulares que contienen SH2, 

(4) Esquema de un receptor de PDGF 

mostrando cinco lugares de unión de 

fosfotirosinas, tres en la región insertada 

en la quinasz y dos en el extremo carboxilo 

terminal; a estos lugares se unen las tres 

proteínas señal que se indican a su izquierda. 

Los números de la derecha indican las 

posiciones de las tirosinas en la cadena 

polipeptídica. Estos lugares de unión han 

sida identificados utilizando la tecnología del 

DONA recombinante para mutar determinados 

residuos tirosina del receptor: por ejemplo, la 

mutación de las tirosinas 1009 y 1021 impide 

la unión y la activación de PLCy, de forma 

que la activación del receptor no estimula 

el proceso de señalización de fosfolípidos 

de inositol. 5e indica la localización de los i 
dominios SH2 (en rojo) y 5453 (en azul) en 

las tres proteínas señalizadoras. (Existen 
otros lugares de unión de fosfotirosinas al 
receptor, que no se indican en el esquema, 
incluyendo los que unen la tirosina 

quinasa citoplasmática Src y dos proteínas 
adaptadoras.) No se sabe cuántas 

proteínas señalizadoras se pueden 

unir de forma simultánea a una sola RTK. 

(8) Estructura tridimensional de un dorninio 
SH2, determinada mediante cristalografía de 
rayos X. En amarillo a la derecha, se muestra 
el sitio de unión, para la fosfotirosina y en 
amaritlo a la izquierda se muestra un sitio de 
unión específico a una cadena lateral de un 
armmnoácido (en este caso, isoleucina) (véase 
también la Figura 3-39). (0) El dominio SH2 
es un módulo “enchufe” compacto que puede 
ser insertado en casi cualquier sitio de una 
proteína sin alterar ni el plegamiento ni la 
función de dicha proteina (explicado en el 
Capítulo 3). Debido a que cada dominio tiene 
diferentes lugares de unión que reconocen 
fosfotirosinas y determinadas cadenas 
laterales de aminoácidos, los diferentes 
dominios $H2 reconocen fostotirosinas en 
el contexto de diferentes secuencias de 
aminoácidos fangueantes. (8, basado en 
datos de G. Waksman et al, Cell T2779-790, 
1993. Con la autorización de Elsevier) 


SEÑALIZACIÓN ATRAVÉS DE RECEPTORES DE SUPERFICIE CELULAR ACOPLADOS A ENZIMAS ñ 927 


Tabla 15-5 La familia Ras de G as monoméricas 


Ras H-Ras, (Ras, N-Ras transmite señales desde los RTK 

Rheb activa mTOR que estimula el crecimiento celular 

Rep1 j activado por GEF dependiente de AMP-cíclico; influye en la adhesión celular 

mediante la activación de integrinas 

Rho* Rho, Rac, Cdc42 transmite señales desde los receptores de membrana al citoesqueleto y a otros lugares 
ARE* ARFI-ARFG regula el ensamblaje de proteínas de recubrimiento en vesículas intracelulares 
Rab* Rab1-60 regula el tráfico intracelular de vesículas 
Ran* Ban regula el ensamblaje del huso mitótico y el transporte nuclear de RNA y proteínas 


*La familia Rho se trata en el Capítulo 16, las proteínas ARF y Rab en el Capítulo 13, y la proteína Ran en los Capítulos 12 y 17, En la Figura 3-72 se muestra la 
estructura tridimensional de Ras. 


donde actúa la proteína, que sobre todo es en la membrana plasmática desde donde libera 
señales a otras partes de la célula. Por ejemplo, Ras es requerida a menudo cuando RTK se- 
ñaliza al núcleo para estimular la proliferación o la diferenciación, procesos que requieren 
cambios en la expresión de genes. Si se inhibe la función de Ras mediante la microinyección 
de anticuerpos neutralizantes anti-Ras o formas mutantes dominantes negativas de Ras, las 
respuestas de proliferación o de diferenciación que por lo general inducen RTK activados, no 
se producen. Por el contrario, el 30% de los tumores humanos tienen formas mutantes 
hiperactivas de Ras, que contribuyen en gran medida a la proliferación descontrolada de las 
células cancerosas. 

Igual que otras proteínas de unión a GTB Ras actúa como un interruptor molecular, al- 
ternando entre dos estados conformacionales diferentes: activo cuando une GTP e inactivo 
cuando une GDP (véase la Figura 15-18B). <GAAC> Tal como hemos descrito para el caso 
de las GTPasas monoméricas en general, dos clases de proteínas señalizadoras regulan la 
actividad de Ras influenciando su transición entre el estado activo y el inactivo (véase 
Figura 15-19). Los factores intercambiadores de nucleótidos de guanina de Ras (Ras-GEF: 
Ras guanine nucleotide exchange factors), estimulan la disociación de GDP y la posterior 
captación de GTP del citosol, activando así a Ras. Las proteínas activadoras de GTPasas de 
Ras (Ras-GAP: Ras GTPase-activating proteins) incrementan la velocidad de hidrólisis cata- 
lizada por Ras del GTP que tienen unido, de forma que inactivan Ras. Las formas mutantes 
hiperactivas de Ras son resistentes a la estimulación de la actividad GTPasa mediada por . 
GAR de modo que quedan fijadas de forma permanente en su estado activo unido a GTB 
por lo que estimulan el desarrollo de cáncer. 

Sin embargo, ¿de qué manera los RTK activan normalmente Ras? En principio pueden 
activar una Ras-GEF o inhibir una Ras-GAP Aunque algunas GAP se unen de forma directa (a 
través de sus dominios $H2) a RTK activados (véase Figura 15-554), por lo general sólo las 
GEF se unen indirectamente a ellos; es el acoplamiento indirecto del receptor Ras-GEF lo 
que conduce a la proteína Ras a su estado activo. De hecho, la pérdida de función de una 
Ras-GEF tiene un efecto similar al de la pérdida de función de esta Ras. La activación de otra 
superfamilia Ras, incluyendo los cormponentes de la familia Rho, también se produce a fxa- 
vés de la activación de GEE El GEF particular determina en qué membrana se ha activado la 
GTPasa y, actuando sobre un armazón, que proteínas cordente abajo activa la GTPasa. 

Las proteínas Ras y las proteínas que las regulan han sido muy conservadas durante la 
evolución. Estudios genéticos realizados en Drosophila y en C. elegans proporcionan las pri- 
meras pistas sobre cómo los RTK activan a Ras. Estudios genéticos del desarrollo de las célu- 
las fotorreceptoras en el ojo de Drosophila han resultado en particular informativos. 


Los RTK activan Ras a través de adaptadores y GEF: 
evidencias a partir del desarrollo del ojo de Drosophila 


Figura 15-56 Electrormicrografía de un ajo 
compuesto de Orosophila. El ojo está 
compuesto de unas 800 unidades idénticas 
(omatidios) cada ino dedos cuales úene un 
cistalino que enfoca la luz sobre ocho células 
fotorreceptoras en su base. (Cortesía de Kevín 
diante series de interacciones céólhala-cóluda, Empezando con el desarrollo del lotorreceptor Moses.) 


El ojo compuesto de Drosophila está formado por unas 800 unidades idénticas llamadas 
ornatidios, cadeino compuesto por 8 células fotorreceptoras (R1-R8) y 12 céhulas accesorías 
(Figuera 15-56). El ojo se desarrolla a partir de una sola lármina epitelial y las células que for- 


man cada omatidio son reclutadas de la lámina Eee siguiendo una secuenel 
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R3 cada célula en diferenciación induce a sus vecinas inmediatas no comprometidas a 
adoptar un destino específico y ensamblarse en el omatidio en desarrollo (Figura 15-57). 

El desarrollo del fotorreceptor R7, necesario para la detección de la luz ultravioleta, se 
ha estudiado más a fondo, empezando con la descripción de una mosca mutante llamada 
Sevenless (de “sin el siete”) (Sep), en la que el único defecto observado es una deficiencia de R7. 
Estos mutantes son fáciles de detectar sobre la base de su ceguera a la luz ultravioleta. Se ob- 
servó que el gen Sev normal codifica una RTK que se expresa en las células precursoras de 
R7. Análisis genéticos posteriores de mutantes en los que el desarrollo de R7 es bloqueado 
pero no se afecta la proteína Sev, condujeron a la identificación del gen Bride-of-sevenless 
(de “novia de sevenless”) (Boss) que codifica el ligando para RTK Sev. Boss es una proteína de 
siete pasos transmembrana que sólo se expresa en la superficie de la célula R8 adyacente y 
que cuando se une, y activa, a Sev, induce la célula precursora de R7 a que se diferencie a fo- 
torreceptor R7. La proteína Sev tarnbién se expresa en otras varias células precursoras del 
omatidio en desarrollo, pero ninguna de ellas entra en contacto con R, por lo que la proteí- 
na Sev no se activa y estas células no se diferencian a fotorreceptores R7. 

Los componentes de las vías de señalización intracelular activadas por Sev en las célm- 
las precursoras de R7 han sido más difíciles de identificar que el receptor o el ligando, ya que 
las mutaciones que los inactivan son letales. El problema se solucionó desarrollando un es- 
tudio genético de moscas que presentaban una proteina Sev parcialmente inactiva. Uno de 
los genes identificados codifica una proteína Ras. Las moscas en las que se inacivan por mu- 
tación ambas copias del gen Ras, mueren, mientras que las moscas en las que sólo se inactí- 
va uno de ambos genes, sobrevive. Pero cuando una mosca tiene una proteína Sev 
parcialmente inactiva en sus ojos en desarrollo, una mutación inactivante en una copia del 
gen Ras provoca la pérdida de R7. Aún más, siuno de los genes Ras 31: sobreactiva mediante 
mutación, R7 se desarrolla incluso en los mutantes en los que tanto 5ev como Boss son inac- 
tivos. Estos hechos indican que Ras actúa corriente abajo de Sev y que su activación en las 
células precursoras de R7 es necesaria y suficiente para inducir la diferenciación de R7. 

Un segundo gen identificado en este estudio genético se denominó Son-of-sevenless (de 
“hijo de sevenless”) (Sos). Codifica una GEF-Ras necesaria para que Sev RTK active a Ras. Un 
tercer gen (Marmado Drk) codifica una proteína adaptadora que acopla el receptor Sev a la 
proteína Sos; el dominio SH2 de la proteína adaptadora Drk se une, activando a Sev, mien- 
tras que sus dos dominios SH3 se unen a Sos (Figura 15-58). Este tipo de estudio genético, 
en los que se utilizan organismos con algún componente parcialmente incapacitado para 
identificar genes que codifican otras proteínas de la vía, se ha utilizado con éxito en muchos 
ánrnbitos., 

. Estudios bioquímicos y de biología celular han mostrado que este acoplamiento de RTK 
a Ras se produce por un mecanismo similar en las células de mamífero, en las que la proteína 
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Figura 15-57 Ensamblaje de las células 

de un fotorreceptor en un omatidio de 
Drosopbhila en desarrollo. Las células son 
reclutadas de forma secuencial para 
transformarse en fotorreceptoras, 
empezando con R8 y acabando con R7, que 
es la última célula fotorreceptora en 
desarrollarse. 


Figura 15-58 De qué forma Sev RTK activa 
Ras en el ojo de la mosca. La activación de 
Sev sobre la superficie de la célula precursora 
de R7 por la proteina Boss de la superficie de 
R8 activa Ras-GEF Sos a través de la proteína 
adaptadora Drk, Drk reconoce de forma 
específica una tirosina fosforilada de la 
proteina Sev mediante un dominio SH2 e 
interactúa con Sos mediante dos dominios 
5H3. 505 estimula la proteína Ras inactiva 
seemplazando el GDP que ésta Heva unido 
por GTP lo cual activa a Ras a transmoitirla 
señal corriente abajo, induciendo a la célula 
precursora de R7 a diferenciarse a una célula 
fctormeceptora sensible a UV. 
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adaptadora se denomina Grb2 y la GEF-Ras también se denomina Sos (ver Figura 15-22). Es 
interesante que cuando Sos de mamífero activa a Ras, Ras actúa hacia atrás simulando de 
nuevo Sos, formando un circuito de retroalimentación positivo sencillo. 

Los RTK no son los únicos que conducen a la activación de Ras. Por ejemplo, el Ca?* y el 
diacilglicerol activan GEF-Ras que se halla principalmente en el cerebro; esta GEF-Ras pue- 
de acoplar GPCR a la activación de Ras con independencia de Sos. 

Una vez activada, Ras activa otras varias proteínas señalizadoras que transmiten la señal 
corriente abajo, como se describe a continuación. 


Ras activa una molécula señalizadora MAP-quinasa 


Tanto las fosforilaciones en tirosina como la activación de Ras estimuladas por RTK activa- 
dos suelen tener una vida muy corta (Figura 15-59). Las proteínas fosfatasa específicas de 
firosinas xevierten rápidamente las fosforilaciones y las GAP inducen que Ras activada se 
inactíve a sí misma hidrolizando el GTP que tiene unido hasta GDP Para estimular las célu- 
las a proliferar o a diferenciarse, estos cortos eventos señal deben convertirse en eventos más 
duraderos que puedan mantener la señal y transmitirla corriente abajo hacia el núcleo para 
modificar la expresión pénica. Uno de los mecanismos utilizados en este sentido es un siste- 
ma de proteínas denorinado módulo proteína quinasa activada por mitógeno (módulo 
MAP-quinasa) (Figura 15-60). En su conjunto, los tes componentes de este sistema forman 
un módulo de señalización funcional que ha sido muy conservado, desde las levaduras has- 
talos humanos y que actúa, con algunas variaciones, en muchos contextos de señalización 
diferentes, 

Los tres componentes son proteínas quinasa. La quinasa final de la serie se denornina 
simplemente MAP quinasa (MAPK, de kinase). La anterior a ésta es la MAP-quinasa-quina- 
sa (MAPKE): fosforila, activándola, a la MAP-quinasa. La anterior a ésta, que recibe la señal 
activadora directamente de Ras, es la MAP-quinasa-quinasa-quinasa (MAPKIJO: fosforila, 
activándola, ala MAPKK En la vía de señalización de las MAP-quinasas RAS de los marní- 
feros estas tres quinasas se denominan mediante nombres más cortos: Raf (=MAPXIGO, Mak 
EMAPKO y Exk (=MAPXO. 

Una vez activada, la MAP transmite la señal coniente abajo fosforilando varias proteí- 
nas celulares, incluyendo otras proteínas quinasa y proteínas reguladoras de la expresión gé- 
nica [véase la Figura 15-60). Por ejemplo, Erk MAP-quinasa entra en el núcleo donde 
fosforila uno o más componentes de un complejo regulador de la expresión génica. Ello ac- 
tiva la transcripción de un conjunto de genes tempranos inmediatos, denominados así por- 
que se activan pocos minutos después de que un RTK reciba una señal extracelular, incluso 
aunque la síntesis proteica esté blogueada experimentalmente con fármacos. Algunos de 
estos genes codifican otras proteínas reguladoras de la expresión génica que activan a Ouos 
genes, un proceso que requiere síntesis proteica y más tiempo. (Esta relación entre los genes 
inmediatos y los genes más tardíos es similar a la relación existente entre las respuestas pri- 
maría y secundaria de la expresión génica producida por los receptores nucleares, que se ha 
explicado previamente véase Figura 15-15.) 

De este modo, la vía de señalización Ras-MAP-quinasa transmite señales desde la su- 
perficie celular hasta el núcleo, donde modula el patrón de expresión génica. Entre los genes 
activados por dicha vía se encuentran algunos que estírmulan la proliferación celular, como 
por ejemplo los genes que codifican las ciclinas G; ise describe en el Capitido 17). 

Normalmente las señales extracelulares activan MAP-quinasas sólo de manera transi- 
toría y durante el periodo de tiempo en el que se mantienen activas influencian profunda- 
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Figura 15-59 Activación transitoria de Ras 
puesta de manifiesto por transferencia de 
energía resonante fluorescente (FRET) 

de una sola molécula. (A) llustración 
esquemática de la estrategia experimental. 
Células de una línea celular de un cáncer 
humano se modificaron genéticamente para 
expresar una proteína Ras que estaba unida 
covalentemente a la proteína fluorescente 
amarilla (YFP: yellow fiuorescent protein). Se 
microinyectó en el soma de estas células GTP 
que estaba unido a un colorante fluorescente 
rojo. Entonces, las células se estimularon con la 
proteína señalizadora extracelutar factor de 
crecimiento epidérmico (EGF: epidermal 
growth factor), y se siguieron las moléculas 
fluorescente Ras-YFP en la superficie interna 
de la membrana plasmática mediante 
microscopía de videofluorescencia en cada una 
de las células individualmente. Cuando una 
molécula fuorescente Ras-YFP se activa, 
cambia su GBP no marcado por GTP marcado; 
ahora, la luz arnarillo-verdosa emitida por YFP 
activa la GTP fuorescente a emitir luz roja, 

Así, se puede seguir la activación de una sola 
molécula Ras.mediante la emisión de luz 


fivorescente roja a partir de una mancha previa 


de luz arnarillowverdosa en la mernbrana 
plasmática. Como se muestra en (B), las 
moléculas de Ras activadas se pueden detectar 
tras unos 30 segundos de la estimulación con 
EGE, La señal roja alcanza el máxirno a los 

3-4 minutos y después diminuye hasta el valor 
basal a los 6 minutos. Se sabe que Ras-GAP 

es reclutada en la misma zona de la 

membrana plasmática que Ras, por lo que 
probablemente tiene un papel importante 

en la rápida disminución de la señal de Ras. 
(Modificado de H. Murakoshi et al., Proc, Nat 
Acad. 5d USA 101:7317-7322, 2004. Con la 
autorización de la National Acadernry of 
Sciences) 
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mente la respuesta. Por ejemplo, cuando EGF activa sus receptores en una célula precurso- 
ra neuronal, la actividad Erk MAP-quinasa es máxima a los cinco minutos y decae con rapi- 
dez; el resultado es que las células después siguen dividiéndose. Por el contrario, cuando 
NGF activa sus receptores en estas mismas células, la actividad Erk se mantiene elevada du- 
rante muchas horas y las células paran su proliferación y se diferencian a neuronas. Muchos 
factores pueden influenciar la duración de la respuesta señalizadora, incluyendo ciclos de 
retroalimentación positiva o negativa (véase Figura 15-28). 

Las MAP-quinasas participan en ciclos de realimentación tanto positivos como negati- 
vos, que se pueden combinar generando respuestas que pueden ser graduales o sernejantes 
a un interruptor y tanto breves como prolongadas. En un ejemplo ilustrado antes, en la Figu- 
ra 15-24, una MAK quinasa activa un complejo ciclo de retroalimentación positiva produ- 
ciendo una respuesta irreversible de todo o nada cuando los ovocitos de rana son estimulados 
amadurar mediante una breve exposición a la progesterona como molécula señalizadora ex- 
tracelular. Ea muchas células, las MAK-quinasas activan un ciclo de retroalimentación nega- 
tiva aumentando la concentración de una proteína fosfatasa de especificidad dual que elimina 
el fosfato tanto de tirosinas como de treoninas inactivando las MAP-quinasas (que está fosfo- 
rilada en tirosinas y treoninas por la MAXI. El aumento de la fosfatasa se produce tanto de- 
bido a un incremento de la transcripción del gen de la fosfatasa como a la estabilización de la 
enzima ante la degradación. En la vía MAP-quinasa-Bas que se muestra en la Figura 15-61, 
Erk también fosforila e inactiva a Raf, proporcionando otro circuito de retroalimentación ne- 
gativa que contribuye a mhibir el módulo de las MAP-quinasas. 


Algunas proteínas de armazón ayudan a impedir 
el entrecruzamiento de señales entre módulos 
paralelos de MAP-quinasa 


En todas las céhulas eucariotas actúan módwos de señalización MAP-quinasa de tres conm- 
ponentes con diferentes módulos que median dMerentes respuestas en una misma célula. 
Por ejemplo, en la levadura en gernación uno de estos módulos media la respuesta a la fe- 
romona de acoplamiento, otro la respuesta al ayuno y otro la respuesta a estrés osmmótico. 
Algunos de estos módulos MAP-quinasa nulizan una o varias quinasas comunes, a pesar de 
lo cual se las arreglan para activar diferentes proteínas efectoras y, por lo tanto, respuestas 
celulares diferentes, Como se ha indicado, uma de las rmaneras mediante las cuales las célu- 
las evitan los cruces entre las diferentes vías de señalización paralelas y aseguran la especiól- 
cidad de cada respuesta consiste en utilizar proteínas de armazón (scaffold proteins) (véase 
Figura 15-214). En las células de levadura, estas proteínas armazón unen algunas o todas 
las quinasas de cada módulo MAP-quinasa formando 110 complejo, contbuyendo asía ase- 
gurar la especificidad de la respuesta (Figura 15-61). 


Figura 15-60 El módulo de fosforilación 
serina/treonina de MAP-quinasa activado 
por Ras. El módulo de tres componentes 
empieza con una MAP-quinasa-quinasa- 
quinasa denominada Raf. Ras rechita Raf a la 
mernibrana plasmática y ayuda a activarla. Raf 
entonces activa la MAP-quinasa-quinasa Mek, 
la cual activa la MAP-quinasa Erk. Erk a su vez 
fosforila una gran variedad de proteinas 
corriente abajo, que incluyen otras proteínas 
quinasa, así corno proteínas reguladoras de la 
expresión génica en el núcleo. Los cambios 
resultantes de expresión génica y actividad 
proteica causan cambios complejos en el 
comportamiento celular. 
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Las células de mamífero también utilizan esta estrategia de las proteínas de armazón 
para evitar los cruces entre los diferentes módulos MAP-quinasa. En una célula de mamife- 
ro, pueden actuar en paralelo 5 módulos MAP-quinasa. Estos módulos utilizan al menos 12 
MAP-quinasas, 7 MAP-quinasa quinasas y 7 MAP-quinasa quinasa quinasas. Dos de estos 
módulos (que acaban en MAP-quinasas JNK y p38) se activan por diferentes tipos de estrés 
celular, como la radiación UY, el estrés térmico y el estrés osmótico, así corno por la estimu- 
lación por citoquinas inflamatonas; otros median respuestas a señales de otras células. 

A pesar de que la estrategia de las proteínas de armazón proporciona precisión y evita cru- 
ces entre vías, reduce las oportunidades de amplificación y propagación de la señal a diferentes 
partes de la célula, que requiere que al menos alguno de los componentes pueda difundir (véase 
Figura 15-17). No está claro hasta que punto los componentes individuales de los módulos MAP- 
quinasa pueden disociarse de las proteínas de armazón durante el proceso de activación para 
permitir la amplificación, que es por lo que se denominan módulos y no cascadas. 


Las GTPasas de la familia Rho se acoplan funcionalmente 
a receptores de superficie celular con el citoesqueleto 


Además de las proteínas Ras, la otra clase de GTPasas de la superfarnilia Ras, que transmiten 
señales desde receptores de la superficie celular, es la gran familia Rho (véase Tabla 15-5). 
Las GTPasas monoméricas de la familia Rho regulan los citoesqueletos tanto de actina como 
de microtúbulos, controlando la forma de la célula, la polaridad, la motilidad y la adhesión 
(se describe en el Capítulo 6). También regulan la progresión a través del ciclo celular, la 
transcripción de genes y el transporte a través de la membrana, y desempeñan un papelim- 
portante enla conducción de la migración celular y el crecimiento de los axones, mediando 
respuestas del cltoesqueleto a la activación de receptores guía especiales. Á continuación, 
se analizará este aspecto de la función de la familia Rho, 

Los tres miembros de la familia Rho mejor caracterizados son el propio Rho, Bac y 
Cdc42, cada uno de los cuales afecta a varias proteínas diana corriente abajo. Como en el 


caso de Ras, GEF activan y GAP inactivan las GTPasas de la familia Rho; en humanos existen. 


más de 60 GEF-Rho y más de 70 GAP-Rho, Algunos de los GEF y de los GAP son específicos de 
algún miembro de la familia, mientras que otros son menos específicos. A diferencia de Ras, 
que está asociado a la membrana incluso cuando está inactivo (unido a GDP), las GTPasas de 
la farnilía Rho cuando están inactivas suelen estar unidas a inhibidores de la disociación de 
nucleótidos de guanina (GDE guanine mucleotide dissociation inhibitors) en el citosol, lo cual 
impide que las GTPasas interaccioneo con sus GERF-Rho en la membrana plasmática, 

A pesar de que los receptores de superficie cehular activen las GTPasas Kho activando 
GEFP-Rho, en muchos casos no se conoce de qué forma un receptor activa su GEE Una de las 
excepciones es un RTK Eph (véase Figura 15-52) de la superficie de neuronas motoras que 
ayuda a guiarla migración de la punta del axón (denominado cono de crecimiento) hasta su 
músculo diana. La unión de una proteína efrína de superbeie celular activa el receptor Eph, 
determinando que el cono de crecimiento se colapse haciendo que descarte regiones no 


Figura 15-61-Organización mediante 
proteínas armazón de dos módulos 
MAP-quinasa en la levadura en gemación. 
Las levaduras en gemación tienen al menos 
6 módulos de tres componentes MAP- 
quinasa, que están implicados en Una gran 
variedad de procesos biológicos, que 
incluyen las dos respuestas mostradas: la 
respuesta al acoplamiento y la respuesta 

a una osmolanidad elevada. (A) La respuesta 
al acoplamiento se desencadena cuando un 
factor de acoplamiento secretado por una 
levadura con un tipo de acoplamiento 
contrario se une a un GPCR, Éste activa a. 
una proteína G, que libera su complejo By 

y activa de forma indirectamente una 
MAP-quinasa-quinasa-quinasa (quinasa A), 
que transmite la señal corriente abajo. Una 
vez activada, la MAP-quinasa (quinasa €) 

se fosforila y así activa varias proteínas que 
median la respuesta de acoplamiento, en 
que la célula de levadura para de dividirse 

y se prepara para la fusión. Las tres quinasas 
de este módulo están unidas a una proteína 
de armazón 1. (B) En una segunda respuesta, 
una célula de levadura expuesta a un 
ambiente de alta osmolaridad es inducida a 
sintetizar glicerol aumentando su 
osmolaridad interna. Esta respuesta está 


. mediada por una proteína receptora 


transmembrana, sensible a la osmoltaridad, y 
por un módulo de diferentes MAP-quinasas 
unidas a otra proteína de armazón (armazón 
2). (Es importante que el dominio quinasa 
que pertenece a la proteína de armazón Z 
proporcione la actividad MAP-quinasa- 
quinasa de este módulo.) Aunque ambas vías 
utilizan la misma MAP-quinasa-quinasa- 
quinasa (quinasa A, en verde), no hay cruces 
entre ellas porque en cada módulo las 
quinasas están muy unidas a diferentes 
proteínas de armazón y el receptor sensor de 
osmolaridad también está unido a la misma 
proteína de armazón a la cual se unen la 
quinasa específica que activa, 

Es destacable que la proteína de armazón 1 
es capaz de actuar incluso si está despojada 
(mediante ingeniería genética) de st 
capacidad de alinear o regular de forma 
alostérica sus tres quinasas inidas. Parece ser 
que el papel que desempeña consiste 
únicamente en tinidias quinasas 
y mantenerlas cerca unas de otras, 
incrementando así la velocidad alas que 
se encuentran, como es de esperar a partir 
de aceleraciones de las velocidades de 
reacción causadas por unión de proteínas 
(véase la Figura 3200. 
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apropiadas y manteniéndolo en la búsqueda. La respuesta depende de una GEF Rho deno- 
minada efexina que está asociada de forma estable con la cola citosólica del receptor Eph. 
Cuando la unión de efrina activa el receptor Eph, el receptor activa una tirosina quinasa 
coplaesmática que fosforila a efexina sobre una tírosina e incrementa la capacidad de la efe- 
xiva de activar la proteína Rho, ERhoA. La proteína BhoA activada (RboA-GTP) regula varias 
proteínas diana coniiente abajo, incluyendo algunas proteínas efectoras que controlan el ci- 
toesqueleto de actina haciendo que el cono de crecimiento se colapse (Figura 15-62). 

Las efrinas son unas de las proteínas guía extracelulares mejor caracterizadas y que 
tienen muchas fanciones tanto en el sistema nervioso como fuera de él. Uno de sus papeles, 
por ejenaplo, consiste en dirigir la forma en la que los axones nerviosos crecen desde el ojo 


hasta el tecmon óptico, generando en el cerebro un “mapa” neuronal del campo visual (se - 


describe en el Capítido 22). Pero la guía del crecimiento exterior de un exón es una cuestión 
compleja, en la que también participan otros fipos de receptores guía, corno se examána en 
el Capítulo 22. Sin embargo, parece que todos estos receptores guían el rmovipniento cebular 
infuenciando el esqueleto y do hacen a través de mienabros de la farailla Rho, 


Figura 15-82 Esquerna del colapso del 
cono de crecimiento mediante GTPasas de 
la familia Rha, (A) La unión de las proteínas 
efrína Al transmembrana sobre una célula 
adyacente, activa RTK Epha4 del cono de 
crecimiento de un axón, mediante el 
mecanismo ilustrado en la Figura 15-53A. 
Unas fosfotirosinas de los receptores Eph 
activados reclutan y activan una tirosina 
quinasa citoplasmática que fosforila sobres. 
una íroxina a la Rho-GEF asociada al 
receptor, efexina, Este hecho aumenta la 
capacidad de la efexina de activar las 
GTPasas de la familia Rho, RhoA. Entonces, 
RhoA induce el cono de crecimiento a 
colapsarse al estimular la contracción 
dependiente de miosina del citoesqueleto de 
actina. (B) Cuando la efrina AT no está unida 
al receptor EphA4, la efexina activa tres 
miembros diferentes de la familia Rho 
(Cdc42, Rac y RhoA) aproximadamente 

lo mismo facilitando el avance del cono de 
crecimiento. (C) La unión de efrina Al a 
EphA4 altera la actividad de la efexina, la cual 
ahora activará a RhoA, haciendo que el cono 
de crecimiento se colapse. 
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Después de considerar de qué forma los RTK utilizan GEF y GTPasas monoméricas 
para transmitir señales al interior de la célula, se analizará una segunda estrategia mayor 
que utiliza RTK, que depende de mecanismos de transmisión intracelular bastante dife- 
rentes. 


La Pl 3-quinasa produce fosfolípidos de inositol que actúan 
como sitios de unión en la membrana plasmática 


Coro hemos mencionado, una de las proteínas que se unen a la cola intracelular de las rmo- 
Jéculas RTK es la enzima unida a membrana plasmática fosfoinositol 3-quinasa (Pi 3-kinase: 
phosphoinositide 3-kanase). Esta quinasa no fosforila proteínas sino principalmente fosfo- 
lípidos de inositol y tanto los RTK como Jos GPCR la pueden activar. Tiene un papel central 
promoviendo la supervivencia y el crecimiento celulares. 

El fosfaridilinositol (PL: phosphatidylinositoD es el único de los lípidos de membrana 
que puede ser fosforilado de forma reversible en varios lugares sobre su grupo cabeza de 
inositol, lo que genera una gran variedad de PI fosforilados denominados fosfoinositoles 
(véase Figura 15-37). Cuando se activa, la PI 3-quinasa cataliza la fosforilación en la posi- 
ción 3 del anillo de inositol generando varios fosfoinositoles (Figura 15-63). La producción 
de PI(3,4,5)P3 es la más importante, ya que puede actuar como un sitio de unión para varias 
proteínas señalizadoras intracelulares, que se ensamblan formando complejos de señaliza- 
ción que transmiten la señal desde la cara citosólica de la membrana plasmática hacia el in- 
terior de las células (véase Figura 15-210). 

Hay que distinguir entre esta utilización de los fosfoinositoles de la utilización descrita 
enla que P1(4,5)P, es cortado por PLC-$ (en el caso de GPCR) o por PLC-y (en el caso de RTIO 
generando 1P3 soluble y diacilglicerol unido a la membrana (véase las Figuras 15-38 y 15-39). 
Por el contrario PI(3,4,5)P3 no es cortado por PLC. Se sintetiza a partir de PI(4,5)Pz y luego 
permanece en la membrana plasmática hasta que unas fosfatasas de fosfoinositoles especifi- 
cas lo desfosforilan. De entre todas ellas, hay que destacar la fosfatasa PTEN, que desfosfori- 
la Ja posición 3 del anillo de inositol. En muchos cánceres se han encontrado mutaciones de 
PTEN: al prolongar la señalización por PI 3-quinasa promocionan el crecimiento celular 
descontrolado, 

Existen varios tipos de PI 3-quinasas. Los que se activan por RTK y por GPCR pertene- 
cen ala clase l. Son heterodímeros con una subunidad catalítica y varias subunidades regu- 
ladoras. Los receptores RTK activan las PI 3-quinasas de clase la, en las cuales la subunidad 
reguladora es una proteína adaptadora que se une a dos fosfotirosinas de los RTK activados 
mediante sus dominios SH2 (Figura 15-554). Los receptores GPCR activan las PI 3-quinasas 


P P P diacilglicerol 
¡YET F PLC a 
1 AY A ——, 
La 7 
le 1 


P 1Pa 
fosfatidilinositol Pl 4-fosfato P1 4,5-bisfosfato. 
(PD IPxaj?] [PX4,5)P] 


A A X 


CATALIZADO POR LA Pi 3-QUINASA 
Figura 15-63 Generación de lugares de 
Y, Y E unión a fosfoinositales por la P] 3-quinasa, 
a aa La Pl 3-quinasa fosforila el anillo de inositol 
A e A en el átomo de carbono 3 y genera los 


: La E E IA fosfoinositoles que se muestran en la parte 
P. inferior de la figura (desviándolos de las vías 
p ES P P 1 que conducen a ¡Pa y diacilglicerol). La 
: 8 fosforilación más importante (indicada en 
50% o eE rojo) es la PU4,5)P, a P3,4,5)P2, que puede 
E pa P p senár corno hugar de unión a proteínas señal 
j : A . con dominios de unión a PiPa, PH. Otras 
Pi 3-fosfato PI 3,4-bistostato Pl 3,4 5-tristosfato quinasas de fosfolípidos de inositol catalizan 
PIP] 1P43,9P4] iPH3,45P4I la fosforilación indicada por flechas verdes, 
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de clase Ib, las cuales tienen una subunidad reguladora que se une al complejo By de una 
proteína G trimérica activada cuando los GPCR son activados por sus ligandos extracelu- 
lares. La unión directa de Ras activada también puede activar la subunidad catalítica de la 
clase. 

Las proteínas señalizadoras intracelulares se unen a PI(3,4,5)P3, producidos por la PI 3- 
quinasa activada a través de un dominio de interacción específica, como es el dominio de 
homología a la plecstrina (PH: pleckstrin homology), que ya hemos tratado, y que fue iden- 
tiicado por primera vez en la proteína plecstrina de las plaquetas. Los dominios PH actúan 
principalmente como dominios de interacción proteína-proteína y sólo un pequeña sub- 
conjunto de ellos se unen a PIP3; al menos algunos de ellos reconocen tanto a una proteína 
específica unida a membrana como a PIP3, lo cual aumenta en gran medida la especifici- 
dad de la unión y ayuda a explicar por qué no todas las proteínas señalizadoras con doxmi- 
nios PH de unión a PIP3 se unen a todos los lugares P1(3,4,5)P3. Los dominios PH se 
presentan en unas 200 proteínas humanas, incluyendo los Sos GEF Ras descritos anterior- 
mente (véase Figura 15-22). 

Una proteína que tiene dominios PH en especial importantes es la serina/treonina pro- 
teína quinasa, 4kt. La vía de señalización PI 3-quinasa-Akt es la vía principal.que es activa- 
da por la hormona insulina. También desempeña un papel importante promocionando la 
supervivencia y el crecimiento de muchos tipos celulares tanto en invertebrados corno en 
vertebrados, como se expondrá a continuación. 


La vía de señalización Pl 3-quinasa-AKT estimula 
el crecimiento y la supervivencia de las células animales 


Para que un organismo pluricelular crezca, sus células tienen que crecer (acumular masa y 
aumentar de tamaño). Si las células simplemente se dividieran sin crecer, se harían progre- 
sivarente más pequeñas y el organismo, como un todo, se mantendría del mismo tamaño. 
Como se ha indicado antes, habitualmente se necesitan señales extracelulares para que las 
células crezcan y se dividan, y también para que sobrevivan (véase Figura 15-8). Por ejemplo, 
los miembros de la familia de factores de crecimiento semejantes a insulina (IGF: insulin-like 
growth factor) estimulan el crecimiento y la supervivencia de muchos tipos de células 
animales. Se unen a RTK específicos (véase Figura 15-22) que activan PI 3-quinasa 
a producir PI(3,1,5)P3. Este PIP3 recluta dos proteínas quinasa de la membrana plasmática 
a través de sus dominios PH: Akt (también denominada proteína quíinasa B, o PKB) y la pro- 
teína quinasa 1 dependiente de fosfoinositoles (PDK1: phosphoinositide-dependent protein 
kinase 1), lo cual conduce a la activación de Akt (Figura 15-64). Una vez activada, Ákt fosfo- 
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Figura 15-64 Una de las maneras a 
través de las cuales la señalización vía 
P13-quinasa estimula la supervivencia 
celular. Una señal extracelular de 
supervivencia activa un RTK, que recluta 
y activa la Pl 3-quinasa. La Pl 3-quinasa 


produce P((3,4,5)P3 que actúa como sitio de 
unión para dos serinas/treoninas quinasa con 
dominios PH: Akt y la quinasa dependiente 
de fosfoinositoles. PDK1, que se colocan cerca 
una de otra en la membrana plasmática. Akt 


tercera quinasa (por lo general mTOR) que 
altera la conformación de Akt de forma que 


ahora puede ser fosforilada sobre una 


treonina por PDKI1, lo cual activa a Akt. La Akt 


activada se disocia de la membrana 


plasmática y fosforila varias proteínas diana, 
entre ellas, la proteína Bad. 
Cuando no está fosforilada, Bad mantiene 


en estado inactivo a una o más proteinas 
inhibidoras de apoptosis (de la familia 


Bc12; se explica en el Capítulo 18), Cuando 


BAD es fosforilada, libera las proteínas 
inhibidoras, que bloquean la apoptosis, y 


estimula así la supervivencia celular. Como 
se muestra, una vez fosforilada, Bad se une a 
una proteína citosólica ubicua denominada 


14-3-3, que mantiene Bad no funcional. 
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(A) SIN FACTOR (B) CON FACTOR 
DE INICIACIÓN DE CRECIMIENTO 
Pl 3-quinasa activa 
Akt activa 
Tsc2 activa Tsc2 inactiva 


de 


Rheb inactiva (Rheb-GDP) 


Rheb activa (Rheb-GTP) 


MmTOR activa 
(en el complejo 1) 


mTOR inactiva 
(en el complejo 1) 


NO HAY CRECIMIENTO CELULAR 


rila varias proteínas diana en la membrana plasmática, el citosol y el núcleo. El efecto sobre 
la mayoría de las dianas conocidas consiste en su inactivación; pero las dianas son de tal na- 
turaleza que todas estas acciones de Akt cooperan para aumentar la supervivencia y el cre- 
cimiento celulares. 

Por ejemplo, un efecto de Alt es fosforilar una proteína citosólica llamada Bad, que en 
su estado no-fosforilado promueve la muerte celular por apoptosis (se describe en el Capí- 
tulo 18). La fosforilación de Bad por Akt genera sitios fosfoserina de unión a una proteína de 
armazón denominada 14-3-3, que secuestra la proteína Bad fosforilada inhibiendo su 
acción y facilita asíla supervivencia celular (véase Figura 15-64). 

La vía P13-quinasa-Ala induce a la célula a crecer a través de un mecanismo más com- 
plejo que depende de una gran serina/treonina proteína quinasa denominada TOR (deno- 
minada como la diana de la rapamicina, uma toxina bacteriana que inactiva esta quinasa y 
que se utiliza clínicamente como fármaco inmunosupresor y anticancerígeno). TOR fue 
identificada originalmente en levaduras, en un cribado genético para resistencia a rapari- 
cina; en células de mamífero se denomina mTOR. En las células, TOR se halla en dos com- 
plejos multiproteicos con funciones distintas, En células de mamiífero, el complejo mTOR 1 
contiene la proteína raptor, este complejo es sensible a la rapamicina y estimula el creci- 
miento celular -oromocionando la producción de ribosomas y la síntesis de proteínas por 
un lado, e inhibiendo la degradación de proteínas por otro. El complejo 1 también estimula 
el crecimiento celular y la supervivencia celular estimulando la captación de nutrientes y el 
metabolismo. El complejo mTOR 2 contiene la proteína rictor y es insensible a la rapamicina; 
colabora en la activación de Ala (véase Figura 15-64) y regula el citoesqueleto de actina a tra- 
s de la familia Rho. a 


El complejo mTOR 1 integra señales de varias procedencias, incluyendo proteínas se- 
ñalizadoras extracelulares denominadas factores de crecimiento y nutrientes como aminoá- 
cidos; ambas señales ayudan a activar mTOR y estimular el crecimiento. Los factores de 
crecimiento activan mTOR sobre todo a través de la vía PI 3-quinasa-Akt. Akt activa mTOR 
del complejo 1 indirectamente, fosforilando y, por tanto, inhibieudo, una GAP denominada 
Tsc2. Tsc2 actúa sobre una GTPasa relacionada con Ras monomérica, denominada Rheb 
(véase Tabla 15-5, p. 926). En su forma activa, la forma Rheb (Rheb-GTP) activa mTOR. EL re- 
sultado neto es que Akt activa mTOR y por tanto estimula el crecimiento celular 
(Figura 15-65), En el Capítulo 17 explicamos de qué forma mTOR estimula la producción de 
ribosomas y la síntesis de proteínas (véase la Figura 17-65). 


Las vías de señalización corriente abajo activadas por RTK 
y por GPCR se solapan 


Como ya hemos mencionado, los RTK y los GPCR activan algunas de las mismas vías de se- 
Ralización intracelular. Por ejemplo, ambos pueden activar la vía de fosfolípidos de inositol 
desencadenada por la fosfolipasa €. Además, inchuso cuando activan diferentes pasos, estos 
diferentes pasos pueden converger sobre las mismas proteínas diana. En la Figura 15-68 se 


Figura 15-465 Activación de mTOR por 

la vía de señalización PI-3-quinasa-Akt. . 
(A) En ausencia de factores de crecimiento 
extracelulares, Ts (una Rheb-GAP) 
mantiene a'Rheb inactiva; mTOR en el 
complejo | es inactiva y no se produce: 
crecimiento celular. (8) En presencia de 
factores de crecimiento, Akt activada fosforila 
e inhibe Tse2, facilitando así la activación de 
Rheb. Rheb acúvada (Rheb-GTP) colabora 
en la activación de mTOR en el complejo 1, 
que a su vez estimula el crecimiento. En la 
Figura 15-64 se muestra de qué forma los 
factores de crecimiento (o las señales de 
supervivencia) activan Akt. 

La MAP-quinasa Erk (véase Figura 15-60) 
también puede fosforilar, e inhibir, a Tsc2 
y, por tanto, activar mTOR. Así pues, las 
vías de señalización Pl-3-quinasa-Akt y 
Ras-MAP-quinasa convergen en mTOR en 
el complejo 1 y estimulan el crecimiento 
celular. 

Tsc2 es la abreviatura de “proteína de 
esclerosis tuberosa” 2 (tuberous sclerosis 
protein 2) y es un componente de un 
heterodimero compuesto por Tscl y Tsc2 
(no se muestra); estas proteínas se 
deneminan así porque mutaciones en 
los genes que las codifican causan la 
enfermedad de la esclerosis tuberosa, 
asociada con tumores benignos en el 
cerebro y en las zonas donde haya células 
demasiado grandes. 
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ilustran estos dos tipos de señalizaciones que se solapan: resume cinco vías paralelas de 
señalización intracelular tratadas, una de ellas desencadenada por GPCR, dos desencade- 
nadas por RTK y dos desencadenadas por ambos tipos de receptores. 


La actividad de los receptores asociados a tirosinas quinasa 
depende de proteínas tirosina quinasa citoplasmáticas 


Muchos de los receptores de la superficie cehalar dependen de la fosforilación de tirosinas 
para su actividad, aunque carecen de un dominio tirosina quinasa. Estos receptores actúan 
a través de tirosinas quinasa citoplasmáticas, que están asociadas al receptor y fosforilan 
diversas proteínas diana, incluyendo con frecuencia el propio receptor, cuando los recepto- 
res unen a sus ligandos. Así pues, estos receptores asociados a tirosina quinasa actúan de 
modo parecido a los RTK, excepto en que su dominio quinasa está codificado por un gen 
diferente y está asociado de forma no-covalente con la cadena polipeptídica del receptor. 
Pertenecen 2 esta categoría varias clases de receptores, incluyendo los receptores para los 
antígenos y las interleucinas de los linfocitos (se describe en el Capítulo 25), las integrinas (se 
describe en el Capítulo 19) y receptores para varias citoquinas y para alguoas hormonas, Coro 
ocurre con los RTK, muchos de estos receptores son dírmeros preformados (Figura 15-67) o 
dimerizan cuando se une el ligando. 

Algunos de estos receptores dependen de miembros de la mayor familia de proteínas ti- 
rosina quinasa citosólicas, la familia Soc (véase las Figuras 3-10 y 3-69), que inchaye: Src, Yes, 
Egr. Fyn, Lek, Lyn, Hekoy Blk. Todas estas proteínas quinasa Henen dorinios SHZ y SH3 y se 
hallan localizados en la cara citoplasmética de la membrana plasmática, unidos a ella en 
parte a través de su interacción con proteínas recepteras bansmensbrana, y en parte por su 
unión covalente a cadenas lipídicas. Varios miembros de la farailla se hallan asociados con 
diferentes receptores y fosforilan de forma solapada distintos conjuntos de proteínas diana, 
Por ejeraplo, tento Lyn, como Fyn y Lek se hallan asociados a diferentes juegos de receptores 
en los linfocitos (se trata en el Capítulo 25), En cada caso, la quinasa se activa cuando un H- 
gando extracelular se une a una proteína receptora adecuada. El propio Sre, al igual que 
tos rojemibros de la faccólia, también puede unirse a BUXK activados; en estos casos, tanto el 


Figura 15-66 Cinco vías de señalización 
intracelular activadas por GPCR, RTK o 
ambos. En este ejemplo hipotético, las cinco 
quinasas len amarillo) al final de cada via 
fosforilan proteínas diana len rojo), algunas 
de las cuales pueden ser fostoriladas por 
más de una quinasa. La fosfolipasa € que es 
activada por los dos tipos de receptor es 
diferente: los GPCR activan la PLCB mientras 
que los RKT activan la PLOy (no mostrado). 
Aunque no se muestran, algunos GPCR 
también pueden activar a Ras, pero lo hacen 
de forma independiente de Grb2, mediante 
una vía una Ras-GEF que es activada por 
Ca?* y diacilglicerol. 


Figura 15-67 Estructura indimensional de 
la hormona de crecimiento humana unida 
asu receptor <CGCP> El receptor es un 
homodimero y la hormona (rojo) se une a 
cada una de las dos subunidades idénticas 
(una mostrada en vende y la otra en azul), que 
reconocen diferentes zonas de la hormona 
monomérica. Parece que la unión de la 
hormona provoca tana reorganización de las 
subunidades que activa una rosina quinasa 
citoplasmática esvechomente unida a las 
colas citosólicas de los receptores (no 
sermnuestra). La estructura mostrada fue 
determinada por estudios de cristalografía 
derayos X de complejos formados entre 

la hormona y dorninios extracelulares del 
receptor producidos por tecnología del DNA 
recombinante. (De ARM deVíos, MUltsch y 
AA. Kosslakofí, Science 255:306-312, 1992. 
Con la autorización de la ARAS) 
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receptor como la quinasa citoplasmática se estimulan mutuamente, cada uno la actividad 
catalítica del otro, reforzando y prolongando así la señal (véase Figura 15-82). Incluso existen 
algunas proteínas G (Gs y Gj que pueden activar Src, que es una vía a través de la que la ac- 
tivación de GPCR puede fosforilar tirosinas de proteínas señalizadoras intracelulares y pro- 
teínas efectoras. - 

Otro tipo de tirosinas quinasa citoplesmáticas se asocian con las integrinas, los princi- 
pales receptores que utilizan las células para unirse ala matriz extracelular (tratado en el Ca- 
pítudo 19). La unión de componentes de la matriz a las integrinas activa vías de señalización 
intracelular que modifican el comportamiento de la célula. Cuando las integrinas se agru- 
pan en los sitios de contacto con la matriz, participan en desencadenar el ensamblaje de 
uniones célula-mattiz denominadas adhesiones focales. Entre las muchas proteínas recluta- 
das en estas uniones, se encuentra la rosina quinasa citosólica Hamada quinasa de adhe- 
sión focal (FAK: focal adhesion kinase), que se une a la cola citoplasmática de una de las 
subunidades de integrina con la ayuda de otras proteinas. El conjunto de moléculas de FAK 
se fosforila de manera cruzada unas a otras, generando lugares de unión a los que puede 
unirse la quinasa Src. Entonces, Src y FAK se fosforilan una a la otra y a otras proteínas que se 
ensamblan en la adhesión focal, inchiyendo muchas de las proteínas señalizadoras utilizadas 
por los RTK. De este modo, las dos tirosinas quinasa señalizan a la célula que se ha adherido 
a un sustrato apropiado, donde la cétula puede sobrevivix, crecer, dividirse, migrar, ete. 

La clase de receptor más amplia y heterogénea, que se basa en tirosinas quinasa citosó- 
licas para transmitir señales en el interior de las células, es la clase de receptores de citoqui- 
nas, que vamos a tratar a continuación. 


Las receptores de citoquinas activan la vía de señalización 
JAK-STAT, proporcionando un camino rápido hacia el núcleo : 


La gran familia de receptores de citoquinas incluye receptores de la mayoría de tipos de me- 
diadores locales (denominados de manera colectiva citoquinas), así como receptores de 
algunas hormonas como por ejemplo la hormona de crecimiento (Figura 15-67) y la prolac- 
tina. Estos receptores están asociados de forma estable a tirosinas quinasa citoplasmáticas 
denominadas quinasas Janus GAK: Janus kinase, pox el nombre del dios romano de dos ca- 
ras), que fosforilan, y activan, proteínas reguladoras de la expresión génica llamadas STAT 
(signal transducers and activators of transcription, transductores de señal y activadores de 
transcripción). Las proteínas STAT están localizadas en el citosol y se denominan proteínas 
latentes reguladoras de genes porque sólo migran al múcleo y regulan la transcripción génica 
después de ser activadas. 

Aunque muchas vías de señalización intracelular conducen desde los receptores de 
superficie celular hasta el núcieo, donde modifican la transcripción génica (véase la Figura 
15-66), la vía de señalización JAK-STAT constiturye la vías más directa de ellas. Los recepto- 
res de citoquinas son dímeros o trímeros y están asociados de forma estable con uno o dos 
de los J3K conocidos (JAK1, JAK2, JAK3 y Tyk2). La unión de la citoquina altera la distribu- 
ción de forma que dos JAK quedan muy juntosde forma que se transfosforilan y aumentan 
asíla actividad de sus dominios tirosina quinasa. Entonces, JAK fosforila tirosinas del recep- 
tor de citoquina generando fosfotirosinas que actúan como lugares de unión para las STAT 
(Figura 15-68). Algunas proteínas adaptedoras también pueden unirse a algunos de estos si- 
tios y acoplar el receptor de tirosinas a la vía de señalización Ras-MAP quinasas de la que 
hemos tratado. 

En maniferos existen al menos seis STAT. Cada una de ellas tiene un dominio SH2 que 
realiza dos funciones. Primero, facilita la unión de la proteína STAT a un sitio de unión fos- 
fotirosina en un receptor de citoquina activado. Una vez unida, la JAK fosforila las.STAT en 
residuos tirosina y provoca que STAT se disocie del receptor Segundo, el dominio SH2 de la 
proteína STAT liberada media ahora su unión a una fosfotirosina de otra proteína STAT, for- 
mando un hornodímero STAT o un heterodímero. Entonces, el dímero de STAT se transloca 
hacia el núcleo donde, en combinación con otras proteínas reguladoras de la expresión géni- 
Ca, seune a elementos de respuesta de DINA específicos en varios genes, estimulando su trans- 
cripción véase Figura 15-68). Por ejeraplo, en respuesta a la hormona prolactina, que estiírmala 
la producción de leche en las céhules de la glándula mamaria, la STATS activada activa la trans- 
cripción de los genes que codifican las proteínas de la leche. En la Tabla 15-65 se recogen algu- 
nas de las más de 30 citoquinas y hormonas que activan la vía JAK-STAT mediante la unión a 
receptores de citoguinas; también muestra los JAK y STAT específicos que participan. 
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receptores de citoquinas citoquina 
1 


DEA a 


STATI : 
LA UNIÓN DE CITOQUINAS LAS JAK ACTIVADAS Es 
DIMERIZA LOS RECEPTORES FOSFORILAN E 
ADYACENTES Y LAS JAK SE LOS RECEPTORES 

FOSFORILAN DE FORMA CRUZADA EN TIROSINAS DESPUÉS QUE LAS STAT 

ENTRE ELLAS SOBRE TIROSINAS SE UNAN A FOSFOTIROSINAS 
ESPECÍFICAS EN EL RECEPTOR, - 
LAS JAK LAS FOSFORILAN > 


LAS STAT SE DISOCIAN E 
DEL RECEPTOR 

Y DIMERIZAN A TRAVÉS 

DE SUS DOMINIOS SHZ 


LAS STAT MIGRAN HACIA 
EL NUCLEO, SE UNENADNAY A 
OTRAS PROTEÍMAS REGULADORAS 
DE LA EXPRESIÓN GENÍCA 


otras proteínas reguladoras 
de la expresión génica 


elemento de respuesta a 
citoquinas en un gen diana 


Algunos STAT también tienen dominios SH2 que les permiten unirse a fosfotirosinas es- Figura 15-68 La via de señalización 
pecíficas de algunos RTK activados. Estos receptores pueden activar de forma directa los JAK-STAT activada por citoquinas, 
STAT unidos con independencia de JAK. El nemátodo €. elegans utiliza STAT para señalizar La unión de citoquinas provoca que las dos 
pero no sintetiza ningún JAX ni ningún receptor de citoquina, lo cual sugiere que los STAT eo Pepe pIoraBa 


están separadas (como se muestra) dimerizen 
o reorienta las cadenas de receptor en un 
dímero preformado. En arnbos casos, las 


evolucionaron antes que los JAK y que los receptores de citoquina. 
Las respuestas mediadas por la vía JAK-STAT están reguladas por circuitos de retroali- 


mentación negativa, Además de activar genes que codifican proteínas mediante la respues- JAK asociadas se aproximan de modo que 
ta inducida por citoquina, los dímeros de STAT también activan genes que codifican pueden fosforilarse entre ellas en residuos 
proteínas inhibidoras que ayudan a inhibir la respuesta. Algunas de estas proteínas se unen, tirosina, empezando el proceso de 

e inactivan, a JAK fosforiladas y a sus receptores fosforilados asociados; otras se unen a dí- señalización mostrado. En algunos casos, 
meros STAT fosforilados impidiendo que se unan a sus DNA diana. Sin embargo, estos me- PRO PEDIDA 


a dr É A y a de un dimera. 
canismos de retroalimentación negativa no son suficientes por sí soles para inhibir la 


respuesta. La inactivación de JAK y de STAT activados requiere la desfosforilación de sus fos- 
fotirosinas. 


Las proteínas tirosina fosfatasa revierten las fosforilaciones 
en tirosinas 


-En todas las vías de señalización que utilizan fosforilación en tirosinas, esta fosforilación se 
revierte por una desfosforilación que llevan a cabo las proteínas tirosina fosfatasa. Estas 
fosfarasas son tan importantes en el proceso de señalización como lo son las proteínas dro- 
sina quinasa, que añaden los fosfatos. Mientras que sólo algunos tipos de subunidades cata- 
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Tabla 15-6 Algunas proteínas extracelulares señalizadoras que actúan mediante receptores de citoquinas y la vía de 
señalización JAK-STAT 


j 
? 


“pinterferón JAKI y JAK2 STATI activa los macrófagos 
¿ crinterferón Tyk2 y JAKQ STAT1 y STAT2 incrementa la resistencia celular a infecciones víricas 
Eritropoyetina JAK2 STATS estimula la producción de eritrocitos 
Prolactina JAKI y JAK2 STATS estimula la producción de leche 
Hormona del crecimiento JAKZ STAT1 y STATS estimula el crecimiento induciendo 
la producción de IGF1 
GMCSF JAK2 STATS . estimula la producción de granulocitos 


y de macrófagos 


líticas de proteína serina/treonina fosfatasas son responsables de eliminar los grupos fosfato 
de las serinas y las treoninas fosforiladas de las proteínas; en el genoma humano existen más 
¿ de 100 proteínas tirosina fosfatasa codificadas, incluyendo alguna fosfatasa de especificidad 
dual que también desfosforilan en serinas y treoninas. 

Como sucede con las tirosinas quinasa, hay formas citosólicas y forrnas transmembra- 
na de tirosinas fosfatasa, pero ninguna de ellas está relacionada estructuralmente con las 
proteínas serina/treonina fosfatasa. Parece que algunas de las formas transmembrana 
actúan como receptores de superficie celular pero, dado que todavía no se ha establecido, de 
forma general se denominan tirosinas fosfatasa semejantes a receptores 

A diferencia de las proteína serinas/breoninas fosfatasa, que en general tienen una es- 
pecificidad muy laxa, la mayoría de proteína tirosinas fosfatasa presentan una especificidad 
exquisita por sus sustratos, eliminando grupos fosfato sólo de determinados subgrupos de 
proteínas. En conjunto, estas fosfatasas aseguran que las fosforilaciones en tirosinas tienen 
una vida media corta y que el nivel de fosforilaciones en tirosina en las células en reposo es 
muy bajo. Sin embargo, las proteínas tirosinas fosfatasa no actúan simplemente revertiendo 
de forma continua el efecto de las proteínas tirosina quinasa; a menudo están reguladas pa- 
ra actuar en el momento apropiado en una respuesta de señalización o en el ciclo de división 
celular (se describe en el Capítulo 17). 

Tras la explicación del papel crucial de la fosforilación y desfosforilación en tirosinas en 
las vías de señalización intracelular activadas por muchos receptores acoplados a enzimas, 
ahora volvemos a una clase de receptores acoplados a enzimas que sólo transrniten la infor- 
mación a través de fosforilaciones en serinas o treoninas. Estos receptores serinalireonina 
quinasa activan una vía de señalización al núcleo todavía más directa que la vía JAK-STAT, 
Fosforilan ditectamente proteínas latentes reguladoras de genes denominadas £mads, que 
luego son translocadas al interior del núcleo y activan la transcripción génica. 


Las proteínas señalizadoras de la superfamilia TGFB actúan 
mediante receptores serina/treonina quinasa y Smads 


Los factores H transformantes del crecimiento CPGEFP: transforming growth factors-f2) cons- 
Utuyen una grao familia (en humanos, ente 30 y 40) de proteínas diméricas de secreción 
con gran similitud estructural Actúan como hormonas, o más comúnmente, como media- 
dores locales que regulan un amplio rango de funciones biológicas en todos los animales. 
Durante el desarrollo, regulan la formación del patrón e influyen sobre varios comporta- 
inientos celulares, incluyendo la proliferación, la especificación y la diferenciación, la pro- 
ducción de matriz extracelular y la muerte celular En adultos, están implicados en la 
reparación tisular y en la regulación de la respuesta ionaune, así coro en muchos otros pro- 
cesos. La superfamilia está formada por la familia de TGF-Plactivinas y la gran Tarailia de 
proteínas de morfogénesis del hueso (BMP: bone morphogenetic proteins). 

Todas estas proteinas actúan a través de receptores acoplados a enzimas que atravie- 
san ma sola vez la membrana y con dominios serina/treonina quinasa sobre la cara cito- 
Sólica de la membrana plasmática. Existen dos clases de 


€ 


stos receptores serina/treonina 


quinasa tipo ly tipo ll queson estucturalrnente horsodímer lares. Cada amuerabro 


de la superfamilia TGF) se une a una combinación característica de receptores diméri- 
cos de tipo-Í y de tipo-I, juntando los dominios quinasa de forma que el receptor de tipo 1 
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puede fosforilar y activar el receptor de tipo 1, formando de esta manera un complejo re- 
ceptor tetramérico, : 

Una vez activado, el complejo receptor utiliza una estrategia para transmitir la señal 
rápidamente al núcleo que es similar a la vía JAK-STAT utilizada por los receptores de cito- 
quinas. El receptor de tipo-Í se une de forma directamente y fosforila uma proteína regula- 
dora de la expresión génica en estado latente de la familia Smad (denominada así por los 


. dos primeros componentes identificados: Sma en C. elegans y Mad en Drosophila). Los re- 


ceptores de TGFB/activina activados fosforilan Smad2 o Srmad3, nuentras que los receptores 
de BMP fosforilan Smadl, Smad5 o Smad8. Cuando una de estas Smad activadas por recep- 
tor(R-Smad) ha sido fosforilada, se disocia del receptor y se une a Smad4 llamada co-Smad), 
la cual puede formar un complejo con cualquiera de las cinco R-Smad. Entonces, el corn- 
plejo Smad se transloca al núcleo, donde se asocia con otras proteínas reguladoras de la ex- 
presión génica y regula la transcripción de genes diana específicos (Figura 15-69). Dado que 
las proteínas del núcleo que acompañan la respuesta varían según el tipo celular y el estado 
de la célula, los genes que resultan afectados son muy variados. 

Los receptores TGFB activados y el ligando que se halla unido a ellos son endocitados a 
través de dos rutas diferentes, una que conduce a la posterior activación y la otra a la inactiva- 
ción. La ruta de activación depende de vesículas recubiertas de clatrina y conduce alos endo- 
sormas tempranos (se describe en el Capítulo 13), donde se produce la activación de la mayoría 
de los Smad. Unas proteínas de anclaje denominadas SARA (Smad anchor for receptor activa- 
tion; anclajes de Smad para la activación del receptor) tienen un importante papel en este pro- 
ceso; se hallan concentradas en los endosomas tempranos y se une a receptores TGFB 
activados y a Smad activados aumentando la eficiencia de la fosforilación de Smad mediada 
por receptor. La ruta de inactivación depende de las caveolas (se describen en el Capítulo 
13) y conducen a la ubiquitinización del receptor y a su degradación en proteosomas. 

Algunos miembros de la familia TGF-P actúan como morfógenos en gradiente durante 
el desarrollo e inducen diferentes respuestas en una célula en desarrollo en función de la 
concentración del morfógeno (véase Figura 15-10, y tratado en el Capítulo 22). A menudo 
sus concentraciones extracelulares efectivas están reguladas por proteínas inhibidoras 


TGFB 


receptor 
TGFA 4 Smad2o 
tipo-11 el ¿ld Smad3 
dorninio 4% 5 3 
serinal E receptor EA EL RECEPTOR DE . 
treonina E —TGFP y TIPO-1 FOSFORILADO 
quinasa tipo-| RECLUTA Y 
FOSFORILA 
LA UMIÓN DE TGFB A UN RECEPTOR SMADZ O SMAD3 
DE TIPO-1| PROVOCA QUE El. 
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FOSFORILADO 
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COM SMADA 
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Figura 15-69 Vía de señalización 
dependiente de Smad activada por TGF-£, 
TGP-B es un dimero y las Srnad al ser 
fosforiladas se abren y exponen una 
superficie de dimerización, Para simnplificar, se 
han omitido diversas características de la vía, 
incluyendo las siguientes: (1) Las proteínas 
receptoras de tipo-l y de tipo-Í se cree que 
son dírneros. (2) Normalmente los receptores 
tipo están acoplados a una proteína 
inhibidora, que se disocia cuando el receptor 
tipo- es fosforilado por el receptor poll (3) 
Parece que cada Smad es un trirnero. (4) Una 
proteína de anclaje denominada SAR, 
parócipa en el reclutamiento de Smad2 y 
Smad3 por el receptor tipo-] activado, 
prandpalmente en endosomnas, como se 
explica en elteda. 
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secretadas que se unen directamente a las moléculas señal impidiendo que activen sus re- 
ceptores sobre las células diana. Por ejemplo, noggin y chordin inhiben los BMP y la follista- 
tina imbhibe las activinas. Algunos de estos inhibidores, así como la mayoría de los miernbros 
de la familia de TGFB son secretados como precursores inactivos y son activados por rotura 
proteolítica extracelular, 

Durante la respuesta de señalización, los Smad viajan continuamente entre el cito- 
plasma y el núcleo: son desfosforilados en el núcleo y se exportan al citoplasma donde pue- 
den ser refosforilados por receptores activados. De esta forma, el efecto ejercido sobre los 
| genes diana refleja tanto la concentración de la señal extracelular como el tiempo durante 
| el que esta señal continúa actuando sobre los receptores de superficie celular (a menudo, * 
| 
1 


j 
h 
i 
i 
h 
| 


varias horas). Las células expuestas a un morfógeno, a una elevada concentración o duran- 
te mucho tiempo, activarán un conjunto de genes mientras que las células que reciben una 
menor concentración o durante exposiciones más transitorias, activarán otro conjunto de 
genes, : 

Tal como pasa con la vía JAK-STAT, la vía Smad también se regula por lo general me- 
diante retroalimentación negativa. Entre los genes diana activados por los complejos Smad 
! se encuentran aquellos que codifican las Smad inhibidoras, que incluyen Smad6 y Smad?. 
Smad? (y posiblemente también Smad6) se unen al receptor activado inhibiendo su capaci- 
| dad de señalización al menos de tres maneras: (1) compiten con los R-Smad por los sitios de 
unión sobre el receptor, disminuyendo la fosforilación de R-Smad; (2) reclutan una ubiqui- 
tina ligasa llamada Smurf que ubiquitiniza el receptor, produciendo la internalización del 
receptor y su degradación (este fenómeno es debido a que Smurf también ubiquitiniza y es- 
: timula la degradación de los Smad, que se denominan factores reguladores de la ubiquitini- 
zación de los Smad o Smurf: Smad ubiquitylation regulatory factors); y (3) reclutan una 
proteína fosfatasa que desfosforila, e inactiva, al receptor. Además, los Smad inhibidores se 
unen a la co-Smad, Smad4, inhibiéndola e impidiendo que se una a los R-Smad y facilitan- 
do su ubiquitinización y degradación. 

A pesar de que los receptores serina/treonina quinasa actúan sobre todo a través de la 
vía Smad que acabamos de describir, también pueden afectar otras vías de señalización in- 
tracelular. A la inversa, algunas proteínas señalizadoras de otras vías pueden fosforilar las 
Smad, afectando asi la señalización a lo largo de la vía de los Smad. 


Las proteínas serina/treonina quinasa y las proteínas tirosina 
quinasa están relacionadas estructuralmente 


Todas las vías de señalización activadas por receptores GPCR y receptores acoplados a enzi- 
mas tratados dependen de proteínas quinasa específicas de serina o treonina, de proteínas 
tirosina quinasa o de ambas. Estas quinasas están relacionadas estructuralmente como se 
resume en la Figura 15-70, 

| La extraordinaria complejidad de múltiples vías reguladoras que se regulan de forma 
entrecruzada y los circuitos de retroalimentación no es un embrollo casual sino un siste- 
ma muy evolucionado para el procesamiento y la interpretación de una gran cantidad de 
señales que reciben las células animales. En su conjunto, la red de control molecular que 
va desde los receptores de la superficie celular hasta los genes en el núcleo se puede cora- 
parara uno de los componentes de un ordenador; y, como otro de los componentes, el ce- 
rebro, presenta uno de los problemas más difíciles de la biología. Podemos identificar los 
componentes y descubrir cómo trabajan individualmente y entender de qué forma tra- 
bajan pequeños subconjuntos de componentes como módulos reguladores. Pero enten- 
der cómo funciona el sistema en conjunto, corno un todo, resulta una tarea mucho más 
dificil Y ello no sólo debido a la complejidad del sistema sino también porque la manera 
en la que trabaja depende de una gran cantidad de detalles de las interacciones molecu- 
lares y, para el caso de la mayoría de las células animales, sólo disponemos de pequeñas 
cantidades de información sobre el sistema. 

En las células bacterianas, las vías de señalización son más sencillas y resulta más fácil 
obtener información cuantitativa de forma precisa. Por tanto, resulta posible obtener una 
relación detallada sobre cómo funciona un sistema de señalización completo, al menos para 
el comportamiento de una determinada bacteria y las señales que lo controlan. A continua- 
ción se analizará un ejemplo en el que la bactería responde a señales del entorno transmiti- - 
das a través de receptores acoplados a enzimas que, de nuevo, son quinasas, pero de un tipo 
no relacionado con las descritas hasta ahora. 
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La quimiotaxis bacteriana depende de una vía de señalización 
de dos componentes activada por receptores asociados 
a histidina quinasa 


Como hemos indicado, muchos de los mecanismos que participan en la señalización quí- 
mica entre células en los animales pluricelulares han evolucionado a partir de mecanismos 
utilizados por organismos unicelulares para responder a cambios químicos de su entorno. 
De hecho, ambos tipos de organismos utilizan algunos mediadores intracelulares communes, 
como los nucleótidos cíclicos y el Cat, Entre las reacciones mejor estudiadas de los orga- 
nísmos unicelulares rente a señales extracelulares, se encuentran las respuestas quimiotác- 
ticas, enldas cuales el desplazamiento celular se dirige hacia o escapa de una fuente de algún 
compuesto químico del medio, Concluimos esta sección sobre los receptores acoplados a 
enzimas con una breve descripción de la quirmiotaxis bacteriana, que depende de una vía 
de señalización de dos componentes, que proporciona un ejemplo parúcilarmente bien es- 
tudiado sobre el papel crucial de la adaptación en respuesta a señales químicas. La respues- 
ta quíniiotáctica está mediada por receptores asociados a histidinas quinasa que activan 
una vía de señalización de dos componentes que tarabién es utilizada por levaduras y por las 
plantas, aunque aparentermente no por los auimales. 

Las bacterias móviles corno £. colitienen que nadar hacia los hagares donde haya eleva- 
das concentraciones de nuvdentes (atrayentes), conao azúcares, eaxpinoácidos y pequeños 
péptidos, y alejarse de lugares donde haya elevadas concentraciones de productos químicos 
nocivos irepelentes). Las bacterias nadan gracias a los Bagelos, entre cuatro y seis, cada uno 


COOH 


SERINA/TREONINA, QUINASA 


Figura 15-70 Algunas de las proteínas 
quinasa descritas en este capítulo. 

Se muestra el tamaño y la localización de 
sus dominios catalíticos len verde escuro). 

En cada caso, el dominio catalítico está 
formado porunos 250 residuos de 
amincácidos. Todos estos dorninios tienen 
una secuencia similar, lo que sugiere que 
todos ellos han evolucionado a partir de una 
quinasa orimordial cormón (véase también 
la Figura 2-66), Obsérvese que todas las 
tirosinas quinasa mostradas se hallan unidas 
ala menbrana plasmática las JAK están 
unidas por su asociación con los receprores 
de citoquinas; véase la Figura 15-48), 
mientras que la mayoría de las 
serinas/treoninas quinasa se hallan 

en el itosol. 
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de los cuales está unido por su base, gracias a un corto codo flexible, a un pequeño disco 
proteico localizado en la membrana de la bacteria. Este disco forma parte de un diminuto 
motor que utiliza la energía almacenada en el gradiente transmembrana de H* para girar rá- 
pidamente y mover el Hagelo helicoidal (Figura 15-71). Dado que los flagelos de la superfi- 
cie bacteriana tienen una “orientación” intrínseca, diferentes direcciones de rotación enen 


efectos distintos sobre el movimiento. Los flagelos están casi siempre rotando en sentido 


contrario al de las agujas del reloj lo que hace que los flagelos se unan formando.un haz, con 
lo que la bacteria nada de forma uniforme en una dirección. En ausencia de estímulos arn- 
bientales, segundo a segundo uno o más de uno de los motores cambia de forma transitoria 
la dirección de giro, de forma que el flagelo que está unido rompe el haz con lo que la bacte- 
ría se mueve de forma caótica sia desplazarse hacia delante (Figura 15-72). Esta secuencia 
produce un patrón característico de movimiento en el que la natación suave en línea recta se 
alterna con cambios bruscos de dirección al azar. 

Este patrón normal de natación de la bacteria se modifica por atrayentes o por repelen- 
tes quimiotácticos, los cuales se unen a proteínas receptoras específicas afectando la fre- 
cuencia de cambios de dirección, incrementando o disminuyendo la duración de los 
intervalos de tiempo entre los cambios sucesivos de dirección de giro de los flagelos. Cuan- 
do las bacterias están nadando en una dirección favorable (hacía concentraciones elevadas 
de un atrayente o huyendo de concentraciones elevadas de un repelente), cambian de di- 
rección menos tecuentemente que cuando están nadando en una dirección desfavorable (o 
cuando no existe ningún gradiente). Dado que los periodos de natación suave son más lar- 
gos cuando la bacteria se desplaza en una dirección favorable, gradualmente progresará en 
esta dirección, ya sea hacia un atrayente o apartándose de un repelente. 

Estas respuestas están mediadas por receptores quimiotácticos asociados a histidinas 
quinasa, que típicarnente son proteínas transmembrana diméricas que unen atrayentes y 
repelentes específicos en el exterior de la mernbrana plasmática. Los dominios citosólicos de 
estos receptores están asociados de manera estable a una histidina quinasa CheA (Chemo- 
taxis, quimiotaxis) a través de una proteína adaptadora CheW (Figura 15-73). La unión de 
un repelente a un receptor quimiotáctico incrementa la actividad del receptor, mientras que 
la unión de un atrayente la inactiva. Un mismo receptor puede unir ambos tipos de molécu- 
las, con consecuencias opuestas. La unión de un repelente al receptor activa CheA, la cual se 
autofosforila en un residuo histidina y casi inmediatamente transfiere el gnapo fosforilo a un 
residuo de aspartato en la proteína reguladora de la respuesta CheY. La proteína CheY fosfo- 
Milada se disocia del receptor, difunde a través del citosol, se une al motor flagelar y genera 
una rotación del motor en el sentido de las agujas del reloj, de modo que la bacteria se des- 
plaza de forma caótica. CheY tiene actividad fosfatasa intrínseca, con lo que se desfosforila a 
sí znisma, en un proceso que la proteína CheZ acelera en gran medida (Figura 15-73). 


Figura 15-71 Motor del flagelo bacteriano. 
(A) Dibujo esquemático de la estructura. 

El flagelo está unido a un codo flexible. 

£l codo está unido a varios anillos de 
proteínas (mostrados en naranja) que se 
hallan integrados en las membranas exterior 
e interna (plasmática). Los anillos forman 

un rotor, que gira con el flagelo cerca de 

100 revoluciones por segundo. La rotación 
está dirigida por un flujo de protones a través 
de un anillo exterior de proteínas, el estativo 
(azul, que está embebido en el interior 

de la membrana y anclado a la capa de 
peptidoglucana, El estativo también contiene 
las proteínas responsables de cambiar el 
sentido de giro. (8) Motor del flagelo 
reconstruido a partir de muchas imágenes de 
microscopio electrónico. (A, basado en datos 
de T.Kubor et al, 4, Mol Biol 226:433-446,1997, 
con la autorización de Academic Press, 

y NR. Francis et al, Proc. Natl Acad. 5c 1. U.S,A. 
89:6304-6308, 1992, con la autorización de 
National Acaderny of Sciences; B, de D.Thomas, 
D.G. Morgan y DJ. DeRosier, . Bacteriol. 
183:5404-6412, 2001. Con la autorización de 
American Society for Microbiology.) 
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Figura 15-72 Posiciones de los flagelos 

de £, coli durante la natación. (A) Cuando los 
flagelos giran en sentida opuesto al de las 
agujas del reloj (mirando hacia adentro de la 
célula desde el flagelo) quedan unidos en un 
solo haz que actúa como una hélice, dando 
lugar a una natación suave, (B) Cuando uno 
o más motores invierten el sentido de sy 
movimiento, los flagelos a los que están 
unidos se separan del haz provocando un 
meovirmento caótico de la bacteria. 
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La metilación del receptor es la responsable de la adaptación 
en la quimiotaxis bacteriana 


El cambio en la frecuencia de desplazamientos caóticos en respuesta a un incremento en la 
concentración de un atrayente o de un repelente ocurre en menos de un segundo pero es só- 
lo transitoria. Aunque se mantenga un alto nivel de ligando, en cuestión de minutos la bac- 
teria se adapta (desensibiliza) al estímulo aumentado. La adaptación es una parte crucial de la 
respuesta, ya que le permite a la bacteria comparar su ambiente actual con el ambiente de 
su pasado reciente y, por tanto, responder a cambios de concentración de ligando en lugar 
de responder a sus niveles estacionarios. 

La adaptación está mediada por la metilación covalente (catalizada por una metil trans- 
ferasa) o por la desmetilación (catalizada por una metilasa) de los receptores quimiotácticos, 
que cambian su respuesta a la unión de ligando como consecuencia de su modificación co- 
valente. Cuando un atrayente se une por ejemplo a un receptor quimiotáctico ejerce dos 
efectos: (1) disminuye la capacidad del receptor de activar CheA resultando una disminu- 
ción de la velocidad de movimientos caóticos. (2) Altera lentamente (durante minutos) el 
receptor, de forma que ahora puede ser metilado por la metil transferasa, lo cual le hace re- 
cuperar su capacidad de activar CheA. Así, el receptor no metilado sin ningún ligando unido 
tiene la misma actividad que el receptor metilado con un ligando unido por lo que la fre- 
cuencia de movimientos caóticos es la misma en ambos casos. 

Cada dírmero de receptor tiene ocho lugares de metilación; el número de lugares metila- 
dos aumenta cuando se incrementa la concentración del atrayente (ya que cuanto mayor es la 
concentración, más tiempo se mántiene el receptor unido a su ligando). Cuando se elimina el 
atrayente, la metilasa desmetila el receptor. Á pesar de que la metilación del receptor cambia 
durante una respuesta quirmiotáctica, permanece constante mientras la bacteria se adapta, ya 
que se consigue un equilibrio exacto entre las velocidades de meúlación y de desmetilación. 
Ua modelo sencillo sobre cómo pueden actuar la unión del ligando y la metilación sobre la 
quimiotexis bacteriana propone que tanto la metilación del receptor como la unión al repe- 
lente empaqí:2tan las subunidades que forman el receptor y las proteínas de señalización aso- 
ciadas, incrementando así la señalización y los movimientos caóticos; por el contrario, la 
desmetilación del receptor y la unión al atrayente relajan la esvrucnara del complejo disminu- 
yendo así la señalización y los movimientos caóticos. Parece que la sensibilidad de esta res- 
puesta se incrementa por efectos cooperativos que se producen por la reunión de las colas 
citoplasrnáticas de receptores adyacentes en la membrana (Figura 15-74). 

Todos los genes y todas las proteínas que participan en la quimiotaxdis bacteriana se han 
identificado y se han medido sus interacciones. Por ello, parece que será el primer sistema de 
señalización celular que será comprendido por completo en términos moleculares. Sin em- 
bargo, aunque es un proceso de señalización bastante sencillo, se necesitarán simulaciones 
informáticas para comprender de qué forma actúa el proceso de señalización como una red 
integrada. Las vías de señalización proporcionarán un área de investigación especialmente 
rica para nuevas generaciones de biólogos informáticos, ya que las propiedades de estas 
vías no podrán entenderse sin potentes herramientas informáticas. 

Como hemos raeencionado, existen algunos receptores de superficie celular que ro en- 
cajan en ninguna de las tres clases principales tratadas: acoplados a canales iónicos, a pro- 
teínas G y a enzimas. En la siguiente sección, se consideran los receptores de superficie 
celular que activan vías de señalización dependientes de proteolisis para regular la activi- 
dad de proteínas latentes de regulación génica. Estas vías desermpeñan un papel importan- 
te en los procesos que determinan el desarrollo animal y en la renovación y la reparación de 
los tejidos. 


Resumen 


Existen varias clases de receptores acoplados a enzimas, incluyendo los receptores tirosina quinasa 
(RTEO, los receptores asociados a tirosina guinasa, los receptores serinaltreonina quinasa y los recep- 
tores asociados a histidina quinasa, Los dos primeros tipos de receptores son, con diferencia, los más 
numerosos en mamiferos. 

La unión del ligando a RTK induce a los receptores a la fosforilación cruzada en varios residuos 
tirosina de sus dorninios citoplasmáticos. Esta transautofosforlación activa las quinases y produce 
sr conjunto de fosfotirosinas que actúan como lugar de unión para 4n conjunto de proteinas de se- 
ñalización intracelulares, las cuales seunen mediante dominios SH2 (o PTE). Una de estas proteínas 


EOI receptor de 


quimiotaxis 


motor 
del flagelo 


giro en el sentido 
de Jas agujas 
del reloj 


Figura 15-73 Vía de señalización de dos 
componentes que permite a los receptores 
quimiotácticos controlar el motor del 
flagelo durante la quimiotaxis bacteriana. 
La histidina quinasa CheA está unida de 
forma estable al receptor mediante la 
proteina adaptadora CheW. Todos los 
receptores y sus proteínas asociadas están 


_agrupados en un extremo de la célula (véase 


la Figura 15-74) La unión de un repelente 
incrementa la actividad del receptor, que 
estimula así a CheA a que se autofosforile 
sobre una histidina. Rápidamente CheA 
transfiere el grupo fosfato que tiene unido de 
forma covalente a través de un enlace de alta 
energía, directamente al regulador de 
respuesta CheY generando CheY-fosfato, que 
se une al motor del flagelo haciéndolo girar 
en el sentido de las agujas del reloj, lo cual 
hace que la bacteria entre en in movimiento 
caótico, con constantes cambios de sentida. 
La unión de un atrayente ene los efectos 
contrarios: disminuye la actividad del 
receptor con lo que produce una 
disminución del grado de fosforilación de 
CheA y de Che, lo cual hace que el motor 
flagelar gire en sentido opuesto al de las 
agujas del reloj y, por lo tanto, que la bacteria 
nade con un movimiento suave y continuo. 
CheZ acelera la desfosforilación de 
CheYAosfato y lo inactiva. Cada uno de estos 
intermediarios fosforilados se desfosforila 
con una vida media de segundos, lo que le 
permite a la bacteria responder de tuna forma 
muy rápida a cambios de su entorno 

(véase Figura 15-11) 
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SEÑALIZACIÓN ATRAVÉS DE RECEPTORES DE SUPERFICIE CELULAR ACOPLADOS A ENZIMAS j 945 


ligando unido 


de CITOSOL 
membrana plasmática 


de señalización actúa de adaptador acoplando algunos receptores activados a Ras-EGF (Sos), que ac- 
tiva la GTPasa Ras rmonomérica. A su vez, Ras activa al módulo de señalización de la MAP-quinasa 
de tres componentes, que transmite la señal al núcleo al fosforilar alli varias proteínas reguladoras de 
la expresión génica. Otra importante proteína de señalización que puede unirse a RTK activados es la 
PI3-quinasa, que fosforila especificamente fosfoinositoles y produce lugares lipídicos de unión en la 
membrana plasmática para proteínas señalizadoras con dominios PH, incluyendo la serinalireonina 
proteína quinasa Akt (PKB) que tiene un papel clave en el control de la supervivencia y el crecimien- 
to celulares. Muchas clases de receptores, incluyendo algunos RTK, activan GTPasas monoméricas de 
la familia Rho, que acoplan funcionalmente los receptores al citoesqueleto, 

Los receptores asociados a tirosinas quirasa dependen para su acción de varias tirosinas qui- 
nasa citoplasruáticas. Estas quinasas inchiyen miernbros de la família Src, que se asocian a muchos 
tipos de receptores, y la quinasa de adhesión focal (FAX), que se asocia a las integrinas en las adhe- 
siones focales, Las tirosinas quinasa civoplasmáticas fosforilan una gran variedad de proteínas de 
señolización que transmiten la señal corriente abajo. La familia de receptores más arnplia de esta 
clase es la familia de receptores de citoquinas. Cuando se estimulan por la unión del ligando, estos 
receptores activan tirosinas guinasa chtoplasmáticas JAK, que fosforilan las STAT Entonces las STAT 
dimerizan, se translocan al núcleo y activan la transcripción de determinados genes. Los receptores 
serinaltreonina quinasa, que se activan por proteinas señalizadoras de la superfamilia de TGEB, ac- 
túan de formasimilar: directamente fosforilan y activan algunas Smad, que entonces oligomerizan 
con otra Simad, se translocan al núcleo y activan la transcripción génica. 

La quimiotaxis bacteriana está regulada por una vía de señalización que se conoce excepcio- 
nalmente bien. Está gobernada por receptores de quimiotaxis asociados a histidinas quinasa, que 
activan una vía de señalización de dos componentes. Cuando se activan por un repelente, los recejo- 
tores de quiimiotaxis estimulan su histidina quinasa asociada a autofosforilarse en histidina y a 
transferir el grupo fosforilo a una proteína reguladora de resppuesta, que transmite lo señal a un mo- 
tor flagelar modificando el comportamiento natatorio de la bacteria. Los atrayentes causan el efec- 
io opuesto en esta quinasa y, por tanto, en la natación. Estas respuestas dependen de forma cocial 
de la adaptación del receptor, que está mediada por mentación reversible del receptor. 


receptor de quimiotaxis 


Figura 15-74 Modelo estructural de la 
asociación de receptores de quimiotaxis 
en la membrana plasmática de la bacteria, 
Se muestran dos receptores asociados entre 
sí. Cada uno de ellos es un homodímero y la 
larga cola citoplasmática de hélice a de cada 
una de las dos subunidades se pliega de 
nuevo sobre sí misma. Ási, cada subunidad 
contribuye con dos hélices al haz de cuatro 
hélices. Las distancias entre los dominios 
proteicos, determinadas por una célula 
conocida mediante resonancia de espín 
electrónico pulsátil, se han integrado con la 
estructura tridimensional conocida de las 
proteinas generando el modelo que se 
souestra. La agrupación de los complejos 
receptor-CheA-CheW en series de este tipo 


- permite interacciones de cooperatividad 


entre complejos adyacentes, incrementando 
en gran medida la sensibilidad del proceso 
de señalización. (A) Vista de la estructura 
situada justo por debajo de la mernbrana 
plasmática de la bacteria. El dominio 
extracelular del receptor se representa de 
forma esquernática. (8) Vista de esta misma 
estructura mirando desde la membrana 
plasmática hacia el interior (Adaptado de 
SY, Park et al, Mar, Svuct. Bjal 13:400-407, 
2006. Con la autorización de Macmillan 
Publishers Lid) 
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VÍAS DE SEÑALIZACIÓN DEPENDIENTES 
DE PROTEOLISIS REGULADA POR PROTEÍNAS 
LATENTES REGULADORAS DE GENES 


La necesidad de señalización entre células es muy importante en el desarrollo animal. Ca- 
da célula del embrión debe ser guiada a lo largo de una u otra vía de desarrollo según su 
historia, su posición y las características de sus células vecinas. En cada paso de la vía, la 
célula tiene que intercambiar señales con sus vecinas para coordinar su comportamiento 
con ellas, asegurando que sea correcto tanto el número como el patrón de los diferentes ti- 
pos celulares en cada tejido u órgano. La mayoría de las vías de señalización que hemos 
descrito se utilizan de forma amplia durante estos procesos de desarrollo, controlando la 
supervivencia celular, su crecimiento, proliferación, adhesión, especificación, diferencia- 
ción y migración. 

Sin embargo, también existen otras vías de señalización que son como mínimo tan im- 
portantes como éstas en el control de los procesos de desarrollo, pero que transmiten las 
señales entre los receptores de superficie celular y el interior de la célula de maneras dife- 
rentes. Algunas de estas vías dependen de proteolisis regulada para controlar la actividad y 
la localización de proteínas latentes reguladoras de la expresión génica, que entran en el nú- 
cleo y activan la transcripción de determinados genes diana sólo después de haber sido ac- 
tivadas por una señal. A pesar de que las proteínas STAT y Smad, tratadas antes, también 
son proteínas latentes reguladoras de genes, se activan por fosforilación en respuesta a se- 
ñales extracelulares y no por degradación proteica selectiva. Las vías de señalización que 
utilizan proteínas latentes de la expresión génica proporcionan, como función principal, 
una vía lineal relativamente directa a través de la cual las señales extracelulares controlan la 
expresión génica; esta es la causa por la que probablemente se utilizan tanto durante el de- 
sarrollo y en especial para controlar las decisiones del destino de las células. 

A pesar de que la mayoría de las vías que se analizan en esta sección fueron descubier- 
tas en estudios genéticos en Drosophila, se han conservado durante la evolución, y, por tan- 
to, se utilizan habitualmente durante el desarrollo animal. Como se expone en el Capítulo 
23, también resultan cruciales en muchos procesos de desarrollo que continúan en los teji- 
dos y en los órganos de los animales adultos. 

En esta sección describiremos cuatro de estas vías de señalización: la mediada por la 
proteína receptora Notch, la activada por proteínas secretadas Wi1, la activada por proteínas 
secretadas Hedgehog, y la que depende de la activación de la proteína latente reguladora de 
genes NExB. Todas estas vías desempeñan papeles cruciales en el desarrollo animal. En el 
Capítulo 22 se describe con detalle el papel central de Notch, Wnt y Hedgehog en la señali- 
zación del desarrollo animal. 


La proteína receptora Notch es una proteína latente 
reguladora de genes 


La señalización a través de la proteína receptora Notch puede ser la vía de señalización más 
utilizada a lo largo del desarrollo animal. Como se expone en el Capítulo 22, desempeña un 
papel general controlando la elección del destino celular y regulando los patrones de forma- 
ción durante el desarrollo de la mayor parte de tejidos, así como en la renovación continua 
de tejidos como es el caso de la pared interna del intestino. Sin embargo, es más conocida 
por su papel en la producción de células nerviosas en Drosophila, que por lo general apare- 
cen como células individuales aisladas dentro de una capa epitelial de células precursoras. 
Durante este proceso, cuando na célula precursora se compromete a transformarse en una 
célula nerviosa, señaliza a sus vecinas más cercanas a que no hagan lo mismo; las células im- 
hibidas se desarrollan como células epiteliales. Este proceso, conocido como inhibición la- 
teral, depende de un mecanisimo de señalización dependiente de contacto que está activado 
por una proteína señal transmembrana de paso único llamada Delta, que se presenta en la 
superficie de la futura célula nerviosa. Uniéndose a la proteína receptora Notch de una célu- 
la vecina, Delta le indica que no se transforme en célula nerviosa (Figura 15-75). Cuando 
este proceso de señalización es defectuoso, las células vecinas de las células nerviosas tana- 
bién se desarrollan corno células nerviosas y producen un exceso enorme de neuronas a ex- 
pensas de las células epiteliales, lo cual es letal. 


O) 


E 


VÍAS DE SEÑALIZACIÓN DEPENDIENTES DE PROTEOLISiS REGULADA POR PROTEÍNAS 


proteína señal proteina 
inhibidara unida receptora 
a la membrana (Delta) (batch) 


célula nerviosa 


. al desarrollada a partir P Ñ 20 
células epiteliales de una célula epitelial célula epitelial 
no especificadas inhibida 


La señalización entre células adyacentes vía Notch y Delta (o de ligandos parecidos a 
Delta) regula la elección de destino celular en muchos tejidos de muchas especies de ani- 
males. A menudo media la inhibición lateral controlando la formación de mezclas de tipos 
celulares diferenciados en un tejido, coma en el sistema nervioso de la masca. Pero en otros 
casos facilita, en lugar de inhibir, un destino celular determinado y dirige a las células veci- 
nas a que se comporten de modo similar. Es difícil encontrar algún comportamiento de de- 
sarrollo celular que no esté regulado por Notch en uno u otra tejido, 

Notch es una proteína con un solo dominio transmembrana que para poder actuar re- 
quiere un procesamiento proteolítico. Actúa como una proteína latente reguladora de ge- 
nes y proporciona la vía de señalización más sencilla y directa de las conocidas que va desde 
un receptor asociado a la membrana plasmática hasta el núcleo. Cuando se activa por la 
unión de Delta de otra célula, una proteasa unida a la membrana plasmática corta la cola ci- 
toplasmática de Notch, el fragmento liberado se transloca al núcleo y activa la transcripción 
de un grupo de genes de respuesta a Notch. El fragmento de la cola Notch actúa uniéndose 
a una proteína de unión a DNA transformándola de represora transcripcional a activadora 
transcripcional. Las vías de señalización de Wnt y de Hedgehog utilizan esta misma estrate- 
gia para regular el destino celular mediante el cambio de un represor de la transcripción 
transformándolo en activador de la transcripción. El conjunto de genes regulados por la se- 
ñalización de Notch varía dependiendo del tejido y de las circunstancias, a pesar de que en 
la mayoría de las células las dianas primarias son miembros de una familia génica conocida 
(en mamiferos) corno genes Hes, los cuales codifican proteínas inhibidoras de la regulación 
de la expresión génica. Por ejemplo, en el sistema nervioso los productos de los genes Hes 
bloquean la expresión de genes necesarios para la diferenciación neuronal. 

El receptor Notch sufre tres cortes proteolíticos sucesivos, pera sólo los dos últimos de- 
penden de la unión de Delta. Como parte de su proceso de biosíntesis normal, es cortado en. 
el cornplejo de Golgi formando un heterodímero que entonces es transportado a la superfi- 
cie celular como an receptor maduro. La unión de Delta a Notch induce un segundo corte en 
el dominio extracebular, mediado por una proteasa extracelular diferente. El corte final se da 
en seguida liberando la cola citoplasmática del receptor activado (Figura 15-76). A diferen- 
cia dela mayoría de receptores, la activación de Notrch es irreversible; una vez activado porla 
unión de un ligando, la proteína ya no se puede volver a utilizar, 

El corte final de la cola de Notch sucede justo en el segrnento transmembrana: y está 
mediado por un complejo proteasa denominado ysecretasa, que también es responsable 
de la rotura intramernabranar de otras proteínas. Una de sus subunidades esenciales es la 
Presenilina, denorninada así porque las mutaciones en el gen que la codifica son causa fre- 
cuente de la aparición prematura de la enfermedad farailiar de Alzheimer, una fonma de de- 
mencia presenil. Parece que el complejo proteasa contribuye a ésta y a otras formas de la 
enfermedad de Alzheimer generando fragmentos peptídicos a partir de una proteína neura- 
nal transmerbrana; estos fragmentos se acumulan en cantidades excesivas y forman agre- 
gados de proteínas mal plegadas denominadas placas amiloides que pueden dañar las 
células nerviosas y contribuir a su degeneración y pérdida, 

Tanto Notch como Delta son ghacoproteínas y su interacción está regulada por la gluco- 
slación de Notch. La familia Fringe de ghacosil-transferasas, en particular, añade azúcares 
extra al olgosacárido unido por O (se describe en el Capítulo 13) a Notch, el cual modifica la 
especificidad de Notch por sus ligandos. Este hecho constituye el primer ejemplo de moda- 
lación de una señalización Úgando-receptor por ghucosilación diferencial del receptor 
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Figura 15-75 Inhibición lateral mediada por 
Notch y Delta durante el desarrollo de una 
célula nerviosa en Drosophila. Cuando en el 
epitelio hay células que empiezan a 
desarrollarse como células neuronales, éstas 
señalan a sus vecinas que no deben hacer lo 
mismo. Esta señalización, dependiente de 
contacto de tipo inhibidor, está mediada por 
el ligando Delta, que aparece en la superficie 
de la futura céluta nerviosa y que se une a 
proteínas receptoras de Notch de las células 
vecinas. En muchos tejidos, las células de un 
conjunto expresan inicialmente Delta y 
Notch. Se produce una competencia, de la 
que emerge una célula ganadora, que 
expresa Delta fuertemente e inhibe a las 
células vecinas para que no hagan lo mismo 
(véase la Figura 22-60). En otros casos, hay 
otros factores adicionales que interaccionan 
con Delta y Notch, haciendo más susceptibles 
ala inhibición lateral a algunas células 
mientras que a otras las hacen insensibles. 
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del procesamiento proteolítico ocurre en el 
trans Golgi generando la forma madura 
heterodimérica del receptor Notch que 


locales y como morfógenos, controlando diversos aspectos del desarrollo de todos aquellos 
animales en los que se ba estudiado. Se descubrieron de manera independiente en moscas 


yenratones: en Drosophila, el gen Wingless (Wg) se descubrió originariamente por su papel después estará presente en la superficie 
como morfógeno en el desarrollo del ala (se trata en el Capíndo 22), mientras que en ratón, celular. La unión de Delta, que se encuentra 
el gen Int] se encontró porque estimula el desarrollo de tumores de mama cuando se activa en tuna célula vecina, desencadena los dos 
por la integración de un virus en una zona próxima a él. Ambos genes codifican proteínas P350s proteolíticos siguientes: el complejo 


de delta con la subunidad Norch a la que 
está unido, es endocitado por la célula que 
expresa Delta, exponiendo el sitio de la 
rotura extracelular en la subunidad Notch 
transmembrana. Obsérvese que Notch y 


Wat. Las proteínas Wax son proteínas de secreción especiales ya que están unidas covalen- 
temente en su N-terminal a una cadena de ácido graso, lo cual incrementa su unión a las 
superficies celulares. En humanos hay 19 proteínas Want, cada una de las cuales tiene fun- 
ciones diferentes aunque aveces se solapan. + E RA i 


Las proteínas Wni pueden activar al menos tres tipos de vías de señalización intracelu- Delta interaccionan a través de sus dominios 
lar (0) la vía de Wni/B-catenina (también conocida como la vía canónica de Winb, que se cen- repetidos Upo EGF. O 
tra en la proteína latente reguladora de la expresión génica, la f-catenina; (2) la vía de ha cola incida de Noble euclós 


donde se une ala proteina Rbpsuh y la 
transforma de represora a activadora 
de la transcripción. 


polaridad plana que coordina la polarización de las células en el plano de un epitelio en de- 
sarrollo (se describe en los Capítulos 19 y 22) y depende de GTPasas de la farailia Rho, y (3) La 
vía Wnt/Ca?* que genera un incremento del Ca** intracelular, con las consecuencias que he- 
mos descrito antes para el caso de otras vías. Las tres vías exmpiezan con la unión de protel- 
nas Wat a receptores de superficie de la familia de Frizzled, proteínas de siete dominios 


| 
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traosmembrana cuya estructura es parecida a la de los GPCR. En humanos hay siete de estos 
receptores. Cuando se activan por la unión de Wnt, las proteínas Frizzled reclutan la proteí- 
na armazón Dishevelled que es necesaria para transmitir la señal corriente abajo de las tres 
vías de señalización. La exposición se centrará en la primera vía. 

La vía Wnt/P-catenina actía regulando la proteolisis de la proteína multifuncional deno- 
minada f-catenina (o Armadillo en moscas). La f-catenina actúa en la adhesión célula-célula 
(se trata en el Capítulo 19) y en la regulación de la expresión génica. En esta vía (pero no en las 
otras vías de Wnt) Wnt actúa uniéndose tanto a la proteína Frizzled como a una proteína co- 
rreceptora que está relacionada con la proteína receptora de las lipoproteínas de baja densidad 
(LDL) (se describe en el Capítulo 13) por lo que se le denomina proteína receptora relaciona- 
da con el receptor de LDL (LRP: LDL-receptor-related protein). En las células epiteliales la ma- 
yor parte de la P-catenina de la célula está localizada en las uniones adherentes célula-céhuila 
donde se encuentra asociada a proteínas transmembrana de adhesión denominadas cadheri- 
nas que son proteínas transmembrana de adhesión célula-célula. Corno se indica en el Capí- 


"tulo 19, en estas uniones la fM-catenina ayuda a unir las cadherinas al citoesqueleto de actina. 


Tanto en las células epiteliales corno también en las no epiteliales la P-catenina que no está 
asociada a cadherinas es degradada rápidamente en el citoplasma. 

La degradación de la f-catenina citoplasmática depende de un gran complejo proteico 
de degradación que se une a B-catenina y la mantiene fuera del núcleo facilitando su degra- 
dación. El complejo contiene al menos otras cuatro proteínas: una serina/treonina quinasa 
denominada caseína quinasa 1 (CKl: casein kinase 1) que fosforila la proteína P-catenina en 
una serina, marcándola así para su posterior fosforilación por otra serina/treonina qui- 
nasa denominada glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK3: glicogen synthase kinase 3); esta fos- 
forilación final marca la proteínas para su ubiquitinización y rápida degradación en los 
proteosomas. Dos proteína de armazón llamadas axina y coli poliposis adenomatosa (APC: 
adenomatous polyposis coli) mantienen unido el complejo proteico (Figura 15-774). La pro- 
teína APC se denominada así porque el gen que la codifica se encuentra mutado con tre- 
cuencía en un tumor benigno (adenoma) de colon. El tumor se proyecta hacia el lumen 
corno un pólipo y, con ei tiempo, puede convertirse en maligno -esta proteína APC no debe 
confundirse con el complejo activador de la anafase (APC: anaphase promoting complex), 
que desempeña un papel central en la degradación selectiva «Je proteínas durante el ciclo ce- 
lular; véase la Figura 17-204. 
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Figura 15-77 La vía de señalización Wnt/P- 
catenina. (A) En ausencia de señal Wnt, la 
B-catenina que no está unida a la cola 
citosólica de proteínas cadherina (no se 
muestra) es captada por un complejo de 
degradación que contiene APC, axina, GSK3, 
y CK1. En este complejo, la f-catenina es 
fosforilada por CK1 y después por GSK3, 
disparando su ubiquitinización y posterior 
degradación en proteosomas. Los genes que 
responden a Wnt se mantienen inactivos por 
la proteína correpresora Groucho unida ala 
proteína reguladora de genes LEFWTCF (B) La 
unión de Wínt a Frizdded y a LRP une ambos 
tipos de receptores, lo cual provoca el 
reclutamiento del complejo de degradación a 
la membrana plasmática y la fosforilación de 
la cola citosólica de LRP por GSK3 y después * 
por CK+W7. La axina se une a LRP fosforilado y 
es inactivada y/o degradada. El complejo de 
degradación, al quedarse sin axina, se 
inactiva bloqueando así la fosforilación y la 
ubiquitinización de la f-catenina, lo cual 
permite que la P-catenina no fosforilada se 
acumule y se transloque al núcleo, Para que 
la vía de señalización actúe son necesarias 
Dishevelled y probablemente una proteína G; 
ambas se unen a Frizzaled y Dishevelled 
resulta fosforilada (no se muestra), pero sus 
papeles funcionales son desconocidos, 

Una vez en el núdeo, la P-catenina se 
une a LEFYTCE, desplazando al correpresor 
Groucho, y actúa como un coactivador 
estirmilando la transerñpción de los genes 
diana de Wint. 
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La unión de una proteína Wnt tanto a Frizzled como al receptor LRP une ambos recep- 
tores formando un complejo. Mediante un proceso muy poco conocido, ambas clases de 
proteínas quinasa, GSK3 y después CKly, fosforilan la cola citosólica del receptor LRB per- 
mitiendo que esta cola de LRP reclute e inactive a la axina, desmontando así la degradación 
dei complejo en el citoplasma. De esta forma se inhibe la fosforilación y la degradación de 
la B-catenina, permitiendo que la B-catenina no fosforilada se acumule gradualmente y 
transloque al núcleo, donde altera el patrón de transcripción génica (Figura 15-77B). 

En ausencia de la señalización de Wnt, los genes que responden a Wnt se mantienen 
silentes mediante un complejo inhibidor de proteínas reguladoras de genes. El complejo in- 
cluye proteínas de la familia LEF1/TCF unidas a una proteína correpresora de la familia Grou- 
cho (véase Figura 15-774). En respuesta a una señal Wnt, la f-catenina entra en el núcleo y se 
une a las proteínas LEFI/TCF desplazando a Groucho. Ahora, la B-catenina actúa como un 
coactivador e induce la transcripción de los genes diana de Wnt (véase Figura 17-778B). Así, 
como en el caso de la señalización por Notch, la señalización de Wnt/f-catenina cambia un 
interruptor desde represión de la transcripción hasta activación de la transcripción. 

Entre los genes activados por B-catenina se encuentra c-Myc, que codifica una proteína 
(c-Myc) que es un potente estimulador de la proliferación y crecimiento celulares (expuesto 
en el Capítulo 17). En el 80% de cánceres de colon humanos se encuentran mutaciones en el 
gen Apc (se trata en el Capítulo 20). Dichas mutaciones inhiben la capacidad de la proteína 
de unir fP-catenina, de manera que la B-catenina se acumula en el núcleo de la célula donde 
activa la transcripción de c-Myc y otros genes diana de Want, incluso en ausencia de señaliza- 
ción Wnt. El crecimiento y la proliferación celulares descontrolados resultantes estimulan el 
desarrollo de cáncer. 

Varias proteínas inhibidoras secretadas regulan la señalización de Wnt durante el desa- 
rrollo. Algunas de ellas se unen a los receptores LRP facilitando su regulación hacia abajo 
(down-regulation) mientras que otras compiten con los receptores Frizzled por las Wntse- 
cretadas. Al menos en Drosophila, Wnt activa circuitos de retroalimentación negativa en los 
que los genes diana de Wnt codifican proteínas que colaboran en la inhibición de la res- 
puesta; algunas de estas proteínas inhiben Dishevelled y otras son inhibidores secretados, 


Las proteínas Hedgehog se unen a Patched y eliminan 
su efecto inhibidor sobre Smoothened 


Las proteínas Wnt y las proteínas Hedgehog actúan de forma similar. Ambas son moléculas 
señal de secreción que actúan como mediadores locales y como morfógenos en mucho de 
procesos de desarrollo en invertebrados y en vertebrados. Ambas se modifican mediante la 
unión covalente de lípidos y para su acción dependen de proteoglucanos de heparán sulfa- 
to secretados o unidos a la superficie celular (se describe en el Capítulo 19) y activan proteí- 
nas latentes reguladoras de genes inhibiendo su proteolisis. Ambas cambian un interruptor 
de represión transcripcional a activación transcripcional y una excesiva señalización a través 
de una de ambas vías en las células adultas conduce al cáncer. inchuiso utilizan les mismas 
proteínas de señalización intracelular y a veces colaboran para mediar en una respuesta. 

Las proteinas Hedgehog se descubrieron en Drosophila, donde esta familia de protel- 
nas sólo tiene tn miembro. Una mutación en el gen que la codifica a Hedgehog produce una 
larva recubierta de prolongaciones espinosas (dentículos) parecida a un erizo (hedgehog). 
En vertebrados al menos existen tres genes que codifican proteínas Hedgehog: Sonic, Desert 
e Indian hedgehog. Las formas activas de todas las proteínas Hedgehog están acopladas co- 
valenternente al colesterol y a una cadena de ácido graso. La adición de colesterol se produ- 
ce mediante un proceso poco habitual en el que un precursor de la proteína se corta a sí 
misma produciendo una proteína señalizadora más pequeña que contiene colesterol. Sin 
embargo, casi todo lo que sabemos sobre las vías de señalización corriente abajo activadas 
por Smoothened procede de estudios genéticos en moscas, porlo que a continuación se re- 
sumirá la vía encontrada en la mosca, 

Las respuestas a las proteínas Hedgehog están mediadas por tres proteínas bansmem- 
brana: Patched, Smobothened e iHoh. Patched se puede predecir que cruza la membrana 
plasmática doce veces y, a pesar de que la mayor parte de ella se encuentra en vesículas 
intracelulares, se une a la proteína Hedgehog. Las proteínas ¡Hog tienen cuatro o cinco do- 
mánios semejantes a innunoglobulk ; dos o tres dominios semejantes a fibronectina de 
tipo TIL; se encuentean sobre la superíic arece que actúan como receptores de las 
proteínas Hedgehog, probablernente aciuando como correceptores con Patched. Srmoothe- 
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ned es una proteína transmembrana de 7 pasos con una estructura muy similar a la de Frizz- 
led. En ausencia de una señal Hedgehog, Patched a través de un mecanismo desconocido 
mantene a Srooothened secuestrada e inactiva en vesículas intracelulares. La unión de Hed- 
gehbog a iHog y a Patched inhibe la actividad de Patched e induce su endocitosis y degrada- 
ción. El resultado de ello es que Smoothened se fosforila, se transloca a la superficie celular 
y transmite la señal corriente abajo. 

Los efectos corriente abajo están mediados por una proteína latente reguladora de ge- 
nes denominada Cubitus interruptus (Ci). En ausencia de una señal Hedgehog, Cies ubi- 
quitinizada y cortada proteolíticamente en los proteosormas. Pero en vez de degradarse por 
corapleto, se procesa formando una proteína más pequeña que se acumula en el núcleo, 
donde actúa como un represor transcripcional y facilita el silenciamiento de algunos genes 
diana de Hedgehog. El procesado proteolítico de la proteína Ci depende de su fosforilación. 
por tres proteínas serina/ treonina quinasa: PKA y dos quinasas también utilizadas en la vía 
Wnt, denominadas GSK3 y CK1. Como en la vía Want, el procesamiento proteolítico ocurre en 
un complejo multiproteico que incluye una serina/treonina quinasa (denominada Fused) y 
una proteína de armazón (amada Costal?) que se asocia de forma estable con Ci, recluta - 
las otras tres quinasas y se ue al complejo alos microtúbulos, manteniendo así a Ci fuera del 
núcleo (Figura 15-784). 

Cuando la vía Hedgehog está activada y, por tanto, Smoothened está liberada de la 
membrana plasmática, recluta los complejos proteicos que contienen Ci, Fused y Costal2. 
Costal2 ya no es capaz de unir a las otras tres quinasas de forma que Ci ya no es fragmenta- 
da. Ahora, la proteína Ci no procesada puede entrar en el núcleo y activar la transcripción de 
genes diana de Hedgehog (Figura 15-78B). Entre los genes activados por Ci se encuentra el 
propio Patched; el incremento resultante de la proteína Patched en la superficie celular 
inhibe cualquier nueva señalización de Hedgehog lo cual constituye un nuevo ejemplo de 
retroalimentación negativa. 

Aún quedan por determinar muchos de los pasos de la vía de señalización de Hedgehog. 
Por ejemplo, no se conoce cómo Patched mantiene inactiva e intracelularmente a Smoothe- 
ned. Dado que la estructura de Patched parece la de una proteína transportadora trans- 
membrana, se ha propuesto que puede transportar una pequeña molécula al interior de la 
célula que mantenga a Smoothened secuestrada en vesículas. 

Menos aún se conoce sobre la vía de señalización de Hedgehog en células de vertebra- 
dos. Adernás de existir al menos tres tipos de proteínas Hedgehog en vertebrados, hay tres 
proteínas reguladoras de genes semejantes a Ci (G/i1, Gl2 y Gl3) corriente abajo de Smoot- 
hened. Únicamente se ha demostrado que Gli3 sufre un procesamiento proteolítico seme- 
jante al de Ci y que actúa como un represor transcripcional o como un activador 
transcripcional. Parece que tanto Glil como Gli2 sólo actúan como activadores transcriip- 
cionales, Además, en vertebrados cuando Smoothened está activada se localiza en un lugar 
muy específico de la mernbrana plasmática: la superficie del cilio primario que se proyecta 
desde la superficie de la mayor parte de tipos celulares de vertebrados (corno se describe en 
el Capitulo 16). El cilio primario actúa corno un centro de señalización de Hedgehog y las 
proteínas Gl tarobién se concentran allí. Esta distribución probablemente incrementa la ve- 
locidad y la eficiencia del proceso de señalización. 

La señalización de Hedgehog puede promover la proliferación celular y una señaliza- 
ción excesiva de Hedgebog puede conducir a un cáncer. Por ejernaplo, las mutaciones que 
inactivan uno de los dos genes Perched en humanos, lo cual produce una señalización exce- 
siva de Hedgehog, se presentan con frecuencia en carcinoma de células basales de la piel, la 
forma de cáncer más común en los caucasianos. Una pequeña molécula llamada ciclopa- 
mina, sintetizada por un lirio de las praderas, se wtiliza para tratar cánceres asociados con 
una señalización excesiva de Hedgehog. Bloquea la señalización de Hedgehog uniéndose 
con fuerza a £moothened e inhibiendo su actividad. Se identificó originalmente porque cau- 
sa defectos graves en el desarrollo de la progeoie de la oveja de las praderas, como ln único 
ojo central hana condición denominada ciclopia), que tacabién se encuentra en las ratas que 
son deficientes en señalización de Hedgehog. 


Muchos estímulos de estrés e inflamatorios actúan 
mediante una vía de señalización dependiente de NFxB 


Las proteínas NEFxB son proteínas reguladoras de la expresión génica en estado latente, que 
$e presentan en la mayoría de células animales y son clave en la mayoría de respuestas infla- 
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Figura 15-78 Señalización de Hedgehog en Drosophila. (A) En ausencia de As 
Hedgehog, Patched mantiene a Smoothened inactiva y secuestrada en vesiculas 
intracelulares, La proteína Ci está unida a un complejo proteico de degradación 
en el citoplasma que incluye a la serinaftreonina quinasa, Fused y la proteína 
armazón Costal2. Costal2 recluta otras tres proteínas quinasa (PKA, GSK3 y CK1), 
TRANSLOCACIÓN AL NÚCLEO que fosforilan a CL Ci fosforilada es ubiquitinizada y degradada en proteosomas 
DE UN FRAGMENTO DE Ci íno se muestra) y un fragmento de ella forma un represor transeripcional que se 
acumula en el núcleo para mantener inactivos a los genes diana de Hedgehog. 
correpresor el fraamento de Ci forma un (B) Heduehog se une a iHog y a Patched y ésta deja de inhibir a Smoothened. 
“cornplejo con el correpresor Smoothened es fosforilada por PKA y por CK1 y se transloca a la membrana 
: plasmática, donde recluta a Fused y a Costal2. Costal2 libera a las otras tres 
guinasas y a Ci no procesada. Ahora, Ci completa (no fragmentada) se acumula 
en el núcleo y activa la transcripción de los genes diana de Hedgehog. En los 
GENES DIANA DE rramiferos, las proteínas ¡Hog se denominan BOC y CDO. Muchos de los detalles 
HEDGEHOG INACTIVOS del proceso todavía se desconocen, incluyendo el papel de Fused, 


matorias y de inmunidad innata. Estas respuestas ocurren como reacción a infecciones 0 le- 
siones y ayudan a proteger a los organismos pluricelulares estresados y a sus células (se tra- 
ta en el Capítulo 24). Una respuesta inflamatoria excesiva o inapropiada en animales puede 
también dañar el tejido y causar un intenso dolor, y una inflamación crónica puede condu- 
ciraun cáncer, como en el caso de las señalizaciones de Wnt y de Hedgehog en varios cán- 
ceres humanos se presentan. Las proteínas NFxB también tienen papeles importantes 
durante el desarrollo normal en vertebrados. Por ejemplo, el miembro Dorsal de la familia 
NE de Drosophila desempeña un papel crucial en la especificación del eje dorso-ventral 
en el desarrollo del embrión de la mosca (se describe en el Capítulo 22). 
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Varios receptores de superficie celular activan la vía de señalización de NFxB, Los 
receptores Toll en Drosophila y los receptores semejantes a Toll en vertebrados, por ejemplo, 
reconocen patógenos y activan esta vía disparando respuestas inmunitarias innatas (se dis- 
cute en el Capítulo 24). Los receptores para el factor de necrosis tumoral a (TNFo tumor 
necrosis factor 0) y para la interleuguina-1 (LD, que son citoquinas de vertebrados espe- 
cialmente importantes en la inducción de respuestas inflamatorias, también activan esta 
vía. Los receptores Toll, semejantes a Toll e IL1 pertenecen a la misma familia de proteínas, 
mientras que los receptores TNF pertenecen a otra familia diferente; sin embargo, todos ac- 
túan de forma similar activando NExB. Cuando están activados, inician una cascada de ubi- 
quitinización multiproteica y fosforilación que libera NFxB de un complejo proteico 
inhibidor, de forma que ahora se puede translocar hasta el núcleo y activar la transcripción 
de centenares de genes que participan en las respuestas inflamatoria e inmunitaria innata. 

En mamíferos, hay cinco proteínas NFxB (Rela, RelB, c-Rel, NFxB1 y NExB2), que for- 
man una gran variedad de homodímeros y heterodímeros, cada uno de los cuales activa un 
conjunto característico de genes, Las proteínas inhibidoras denominadas hcB se unen fuer- 
temente a los dímeros manteniéndolos en un estado inactivo en el citoplasma de las células 
no estimuladas, En mamiferos hay tres IxB principales (IxBo, f y €) y las señales que liberan 
los dímeros de NFxB inician una vía de señalización que conduce a la fosforilación, ubiqui- 
tinización y degradación de las proteínas IxB. La fosforilación de IB está mediada por una 
IxB quinasa UKIC IB kinase), que es un complejo multiproteico que contiene dos proteína 
serina/treonina quinasa ([KKa e IKKB) y una proteína reguladora denominada NEMO (NFxB 
essential modifier, modificador esencial de NFxB) o [KKy (Figura 15-79). 

Entre los genes activados por NFxB cuando se ha liberado, está el gen que codifica IxBa, 
una de las tres isoformas de IxB que mantienen a NExB inactivo en el citosol de las células en 
reposo. Esta activación conduce a la resíntesis de la proteína IxBa, que se une a NFxB nac- 
tivándolo y genera un circuito de retroalimentación negativa (Figura 15-804). Experimentos 
con respuestas inducidas con TNFa así como estudios de modelaje de respuestas por orde- 
nador indican que la retroalimentación negativa produce dos tipos de respuestas de NFxB, 
dependiendo de la duración del estímulo de TNFa. Las exposiciones cortas (de duración 
menor a una hora) a TNF« producen un corto periodo de activación de NFxB que es inde- 
pendiente de la duración del estímulo de TNFa; la retroalimentación negativa a través de 
IxBa inhibe la respuesta pasada aproximadamente una hora. Por el contrario, la exposición 
prolongada produce ligeras oscilaciones de activación de NFxB, en las que cada activación 
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Figura 15-79 Actbración de la vía MEIB 

por TNFo. Tanto TNFa como sus receptores, 
son trímeros. La unión de TNFa provoca la 
reorganización de las fracciones citosólicas 
de los receptores, agrupadas, que entonces 
pueden reclutar diversas proteínas 
intracelulares de señalización, lo cual 
produce la activación de una proteína 
serina/treorána quinasa, que fostorila y activa 
la hicB quinasa (IKKO. IKK es un heterotrímero 
formado por dos subunidades quinasa Kio: 
e KX$) y una subunidad reguladora llarnada 
NEMO, Entonces, IXKP fosforila a hB en dos 
residuos serina, lo que marca a la protelna 
para sutibiquitinización y degradación en 
proteosomas. El NFxB liberado migra al 
núcleo donde, en colaboración con proteinas 
coactivadoras, estiroula la transcripción 

de sus genes diana, 
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va seguida por una inactivación mediada por IxBa, seguida por la destrucción de hxBa y la 
reactivación de NFxB, y así sucesivamente, las oscilaciones pueden persistir durante varias 
horas antes de desvanecerse, incluso aunque se mantenga el estímulo. Resulta importante 
que los dos tipos de respuestas inducen patrones diferentes de expresión génica, como que 
algunos genes diana de NFxB sólo se activan en respuesta a la acuvación oscilatoria prolon- 
gada de NFxB (Figura 15-80B, C y D). La retroalimentación negativa a través de HhxBa es ne- 
cesaría en ambos tipos de respuestas: en células deficientes en IxBa, incluso las 
exposiciones más cortas a TNFa inducen una activación mantenida de NFxB, sin oscilacio- 
nes, y se activan todos los genes sensibles a NFxB, 

Hasta aquí se ha descrito la señalización celular principalmente en animales, con algu- 
nos comentarios sobre levaduras y bacterias. Pero, corno se indica a continuación, la señali- 
zación intracelular es tan importante en animales como en plantas, aunque la mayoría de 
los mecanismos y de las moléculas implicadas sean diferentes. 


Resumen 


Algunas vías de señalización, importantes durante el desarrollo en animales, dependen de procesos 
proteolíticos para controlar la actividad y la localización de proteínas latentes reguladoras de genes, 
Los receptores Notch son una de estas proteínas latentes reguladoras de genes que se activan por cor- 
te cuando Delta (o un ligando relacionado) siniado en otra célula se unen a ellos; el fragmento pro- 
teolítico de la cola de Norch situado en el citosol migra hasta el núcleo donde estimula la transerip- 
ción de genes que responden a Motck. Por el contrario, en la vía de señalización por WntB-catenina, 
se inhibe la proteolisis de la proteína latente reguladora de la expresión génica, B-catenina, cuando 
una proteina Wintsecretada se une a las proteínas receptoras Prizcled y LRP; como resultado de ello, la 
Becatenina se aciómula en el núcleo y activa la transcripción de genes diana de Wii. 

La señalización por Hedgehog en moscas actúa de manera similar a la señalización por Wnt. 
Enausencia de señal, la proteína citoplasmática reguladora de genes bifancional Ci es fragrnentada 
proteoliticamente formando un represor transcripcional que silencia los genes diana de Hedgehog, 
La unión de Hedgehog a sus receptores (Patched e iHog) inhibe el procesamiento proteolítico de Ci; 
la formaa no-procesada de Ci se acumula en el núcleo donde activa la transcripción de los genes dia- 
na de Hedgehog. En las señalizaciones por Notch, Wni y Hedgehog, la señal extracelular dispara un 
interruptor que pasa de represión transcripcional a activación transoripcional 

La señalización a través de la proteína latente reguladora de la expresión NFxB también de- 
pende de proteolisis. Por lo general, las proteínas NFxB se mantienen en un estado inactivo me- 
diante las proteínas IxB inhibidoras en el citoplasma. Una gran variedad de estímulos 
extracebelares, incluyendo citoquinas proinflamnatorias, desencadena la fosforilación y ubiquiltiniza- 
ción de DB, lo que la marca para su degradación; este fenómeno permite que NFXB entre en el nácleo 
donde accva la transcripción de sus genes diana, NFxB también activa la transcripción del gen que 
codifica IxBa, generando un circuito de rerroalimentación negativa que puede producir oscilaciones 
prolongadas de la acividad de NExB si la señal extracelular se mantiene. 
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Figura 15-80 La retroalimentación 
negativa en la señalización de NFxB induce 
oscilaciones en la activación de NFKB, 

(A) Dibujo en el que se muestra que la NFx8 
activada estimula la transcripción de ixBa, 
proteína que actúa corriente arriba y 
secuestra en el citoplasma a NFxB; 

si el estímulo es persistente la nueva lxBo: : 
acabada de sintetizar será ubiquitinizada y 

degradada, liberando de nuevo NFxB activa 

que puede volver al núcleo y activar la 

transcripción (véase Figura 15-79). (B) Una 

corta exposición a TNFa: produce un único ¡ 
pulso corto de activación de NFxB, que 
empieza en cuestión de minutos y acaba 
altededor de una hora más tarde. Esta 
respuesta activa la transcripción del gen A 
pero no la del gen B, (C) Una exposición 
mantenida a TNFa durante 6 horas produce 
oscilaciones en la activación de NFxB que se 
van debilitando con el tiempo. Esta respuesta 
activa la transcripción de ambos genes; el 
gen B se activa únicamente tras varias horas, 
lo cual indica que la transcipción del gen 8 j 
requiere la activación prolongada de NFxB, 

por razones que todavía se desconocen. 

(0) Micrografías con elemnicroscopio de 

fluorescencia confocal tomadas a intervalos 

de tiempo de un estudio diferente de ; 
estimulación con TNFa que rauestran las 
oscilaciones de NFxB en una célula en cultivo, 
como indica el desplazamiento periódico 

al núdeo (MM) de una proteína de fusión 
compuesta por NAxB unida a una proteína 
roja fuorescente, En la célula situada en la 
parte superior de las micrografías, FB 

está activa y en el interior del núcleo a los 

6, 60, 210, 380 y 480 minutos, pero está 
exclusivamente en el citoplasma a los 

0, 129,300, 410 y 510 minutos. (4-C, h 
basado en datos de A. Hoffmann et al, 
£cience 298:1241-1245, 2002, y adaptado de 
AY Tiog y D. Endy, Salence 298:1189-11%0, 
2002; D, de D.E, Nelson et al, 5cience 306:704- 
708, 2004. Todo con da autorización de la 
ARAS) 
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SEÑALIZACIÓN EN PLANTAS 


SEÑALIZACIÓN EN PLANTAS 


En las plantas, como en los animales, las células están en constante comunicación entre 
ellas. Las células de las plantas se comunican coordinando sus actividades en respuesta a 
los cambios en las condiciones de luz, oscuridad y temperatura, que guían el ciclo de creci- 
miento, floración y fructificación de las plantas. Las células de las plantas también se comu- 
nican coordinando las actividades de sus raíces, troricos y hojas. En esta sección final, se 
procederá a considerar cómo las células de las plantas se comunican entre ellas mediante 
señales, y cómo responden a la luz. Se conoce poco sobre los receptores y los mecanismos de 
señalización intracelulares implicados en la comunicación celular en plantas, todo lo cual se 
conoce mucho mejor en animales; la explicación se centrará principalmente en las diferen- 
cias que hay entre plantas y animales respecto a los receptores y sus mecanismos, Se descri- 
ben algunos de los detalles y mecanismos del desarrollo de las plantas en el Capítulo 22. 


La pluricelularidad y la comunicación celular evolucionaron 
independientemente en plantas y animales 


Tanto las plantas como los animales son seres eucariotas, pero evolucionaron de forma se- 
parada durante más de mil millones de años. Parece que su último antepasado común fue 
un organismo eucariota unicelular que tenía mitocondrias pero no cloroplastos; el linaje de 
las plantas adquirió los cloroplastos después de la divergencia de animales y plantas. Los fó- 
siles más antiguos de animales y plantas pluricelulares datan de hace al menos 600 millones 
de años. Así, parece que la pluriceluaridad de animales y plantas evolucionó de forma inde- 
pendiente, empezando cada cual a partir de un organismo eucariota unicelular diferente, 
hace entre 1600 y 600 millones de años (Figura 15-81). 

Sila pluricelularidad evolucionó independiente en plantas y animales, las moléculas y 
los mecanismos utilizados para la comunicación celular tienen que haber evolucionado se- 
paradamente y debería esperarse que fuesen diferentes. Sin embargo, se espera que exista 
algún grado de parecido puesto que los genes de plantas y animales han divergido a partir 
del mismo conjunto de genes del último antepasado común unicelular. Así, mientras que 
tanto plantas como animales utilizan para transmitir señales el óxido nítrico, el GMP cíclico, 
el Ca?t y las GTPasas de la familia Rho, en el genoma de Arabidopsis thaliana—una pequeña 
planta con flores-, no existen homólogos de los receptores nucleares de las familias Ras, JAK, 
STAT, TGFP, Notch, Wnit o Hedgehog. De manera similar, parece que las plantas no utilizan el 
AMP cíclico en la señalización intracelular. 

La mayor parte de lo que se conoce sobre los mecanismos moleculares implicados en 
señalización en plantas procede de los estudios genéticos llevados a cabo en Arabidopsis. 
Aunque por lo general las moléculas específicas utilizadas en comunicación celular en plan- 
tas son diferentes de las utilizadas en animales, las estrategias generales suelen ser muy si- 
milares. Por ejemplo, ambos utilizan receptores de superficie celular acoplados a enzimas, 
corno se describirá a continuación. 
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Figura 15-81 Divergencia propuesta de 

los linajes de plantas y animales desde un 
antepasado eucariota unicelular común. 

El linaje de las plantas adquirió los 
cloroplastos después de que los dos linajes 
hubieran divergido. Los dos linajes originaron 
de manera independiente organismos 
pluricelulares: plantas y animales. (Dibujos 
por cortesía de John Innes Foundation.) 
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Los receptores serina/treonina quinasa actúan como receptores 
de superficie celular en plantas 


Mientras que en animales la mayoría de receptores de superficie celular están acoplados a 
proteínas G (GPCR), la mayoría de receptores de las plantas están asociados a enzimas. 
Además, mientras que en los marmníferos la mayor clase de receptores asociados a enzimas 
son receptores de la clase tirosina quinasa (RTK), en las plantas este tipo de receptor es muy 
poco habitual. Sin embargo, las plantas tienen muchas tirosinas quinasa citosólicas, y la 
fosforilación y desfosforilación de tirosinas desempeña un papel importante en la señali- 
zación en células vegetales. En lugar de RTX, las plantas tienen una gran diversidad de re- 
ceptores serinaltreonina quinasa transmerabrana. Aunque son muy diferentes en muchos 
aspectos a los correspondientes de las células animales, se parecen a ellos en que tienen 
unos dominios serina/treonina quinasa citoplasmático y de unión al ligando extracelular. 
Los tipos más abundantes de estos receptores presentan una disposición en tándem de 
secuencias repetidas ricas en leucinas extracelulares (Figura 15-82), por lo que se denomi- 
nan receptores quinasa con secuencias repetidas ricas en leucina (LRR: leucine-rich re- 
peab. 

En el genoma de Arabidopsis existen codificados cerca de 175 receptores quinasa LRR. 
Uno de los mejor caracterizados es el complejo receptor Clavatal/Clavata2 (Clv1/Clu2). Las 
mutaciones que inactivan alguno de estos dos receptores causan la producción de flores con 
órganos florales extra y con un crecimiento progresivo tanto de los brotes como de los me- 
ristemos florales, que son grupos de células madre que se autorrenuevan y generan las célu- 
las que darán lugar a ramas, hojas y flores (descrito en el Capítulo 22). Se cree que la 
molécula señal extracelular que se une al receptor es una pequeña proteína denominada 
Civ3, que es segregada por células vecinas. La unión de Clv3 al receptor Clv1/Clv2, suprime 
el crecimiento de los meristemos, ya sea inhibiendo la división celular o, más probablemen- 
te, estimulando la diferenciación celular (Figura 15-834). 

La vía de señalización intracelular que va desde el receptor Clv1/Clv2 hasta la respues- 
ta celular no se conoce apenas, pero sabemos que incluye una proteína serina/treonina fos- 
fatasa que inhibe la señalización, Otras proteínas de la vía de señalización incluyen GTPasas 
de la familia Rho y una proteína reguladora de la expresión génica que está lejanamente re- 
lacionada con las proteínas homeodominio de los animales. Las mutaciones que inactivan 
esta proteína reguladora de la expresión génica tienen el efecto opuesto al de las mutaciones 
que inactivan el receptor Clv1/Clv2: la división celular está rouy disreinuida en los meriste- 
mos de los brotes y la planta produce flores con muy pocos órganos, Ásí pues, parece que la 
vía de señalización intracelular activada por el receptor Clv1/Clv2 estimula la diferenciación 
celular inhibiendo la proteína reguladora de la expresión génica que normalmente inhibe la 
diferenciación celular (Figura 15-83B). 

Otro receptor quinasa LRR de Arabidopsis, denominado Bril, forma parte de un recep- 
tor de hormonas esteroideas de la superficie celular, Las plantas sintetizan una clase de e8- 
teroides que se denominan brasineosteroides, porque fueron inicialmente identificados en 
la familia de las mostezas Brassicaceae, que incluye Arabidopsis. Estas moléculas de señali- 
zación de las plantas regulan el crecimiento y la diferenciación de la planta a través de su cl- 
clo celular, La unión de un brasinosteroide al receptor quinasa de superficie celular Bd 
inicia una cascada de señalización que utiliza la proteína quinasa GSK3 y una proteína fos- 
fatasa para regular la fosforilación y la degradación de determinadas proteínas reguladoras 


Figura 15-82 Estructura tridimensional 
de secuencias repetidas ricas en leucina 
similar a la del LAR de los receptores 
serinaftreonina quinasa. Varias coptas de 
repeticiones como ésta se hallan en el 
dominio ecracelular de los receptores LRA 
quinasa, donde participan en la unión de la 
irolécula señal, (Corresía de David Larwson. 
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de genes en el núcleo y, por tanto, la transcripción específica de algunos genes. Las plantas 
mutantes que son deficientes en el receptor quinasa Bril son insensibles a los brasinoste- 
roides, por lo que son matas. 

Los receptores quinasa LRR son sólo una de las muchas clases de receptores trans- 
membrana serina/treonina quinasa de plantas. Al menos existen seis familias adicionales, 
cada una de las cuales tiene su propio conjunto característico de dominios extracelulares. 
Por ejernplo, las quinasas receptoras de lectina tenen dominios extracelulares que unen mo- 
léculas señal tipo carbohidrato. El genoma de Arabidopsis codifica más de 300 receptores se- 
rina/treonina quinasa, lo que hace de ellos la mayor familia de receptores conocida en 
plantas. Muchos de ellos están implicados en respuestas de defensa frente a patógenos. 


El etileno bloquea la degradación de proteínas reguladoras 
de genes específicas en el núcleo 


Varios reguladores del crecimiento (también llamados hormonas vegetales) contribuyen a 
coordinar el desarrollo de las planta. Entre ellos se incluyen el etileno, la arxcina, las citoqui- 
ninas, las giberelinas, el ácido abscísico así como los brasinosteroides. Todos los reguladores 
de crecimiento son pequeñas moléculas producidas por la mayoría de las células de la plan- 
ta. Difunden fácilmente a través de las paredes celulares y pueden actuar de forma local o ser 
transportadas influenciando células lejanas. Cada regulador de crecimiento puede tener 
varios efectos. El efecto específico dependerá de las condiciones ambientales, del estado nu- 
ticional de la planta, de la capacidad de respuesta de la célula diana y de los otros regulado- 
res de crecimiento que estén actuando, 

Un ejeraplo importante es el etileno. Esta pequeña molécula gaseosa (Figura 15-844) 
puede afectar el desarrollo de la planta de varias maneras; puede por ejemplo estimular la 
maduración de los frutos, la abscisión de la hoja y la senescencia de la planta. También actúa 
coro una señal de estrés en respuesta a heridas, infecciones, imindación, etcétera, Por 
ejemplo, cuando el brote de una semilla germinada encuentra un obstáculo, corno una pie- 
dra enterrada en el suelo, la semilla responde de tres maneras. Primero, engrosa su tallo, el 


cual puede hiego ejercer más fuerza sobre el obstáculo. Segundo, acoraza la punta del brote: --- 


incrementando la curvatura de una estructura especializada en forma de gancho. Tercero; 
disminuye la tendencia del brote a crecer alejándose de la dirección de la gravedad evitando 
así el obstáculo. Esta triple respuesta está controlada por el etileno (Figura 15-948 y C), 

Las plantas tienen varios receptores de etileno, que están localizados en el retículo en- 
doplesmático y que están relacionados estructuralmente entre sí Son proteínas transimern- 
brana de multipaso, diméricas, con oun dorinio de anión a etileno que tiene un átormoo de 
cobre y un dorninio que interación con una proteína denorainada CTRi cuya secuencia 
está relacionada con la Hal MAP-quinasa-quinasa-quinasa de la que hemos tratado 
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INACTIVOS, DE FORMA QUE SE PRODUCE DIFERENCIACIÓN 


Figura 15-83 Modelo hipotético de cómo 
Clv3 y el receptor Clv1/Clv2 regulan la 
proliferación y/o diferenciación celular 

en el meristemo de los brotes. (A) Las células 
de la capa externa del meristemo (rosa) 
secretan la proteína Clv3, que se une a la 
proteína del receptor Clv1/Clv2 de las células 
diana situadas en una región adyacente, más 
central del meristemo (verde), y estimula 

la diferenciación de las células diana. 

(8) Algunas partes de la vía de señalización 
intracelular activada par la unión de Clv3, 
Parece que la proteína receptora CLV es un 
homodímero o un heterodimero, que se 
autofosforila en residuos serina y treonina, 
activando así el receptor y conduciendo a 

la activación de una GTPasa de tipo Rho. 

La vía de señalización después de este punto 
no está clara, pero conduce a la inactivación 
de una proteína reguladora de la expresión 
génica en el núcleo que bloquea la 
transcripción de genes que podrían inhibir 

la diferenciación. La fosfatasa desfosforila 

Bl receptor, que de ese modo regula 
negativamente la vía de señalización. 
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(véase Figura 15-60). La función de CTR1 en la vía de señalización de etileno depende de su 
actividad serina/treonina quinasa y de la asociación de su dominio N-terminal con los re- 
ceptores de etileno. De forma sorprendente, son los receptores vacíos los que son activos y 
mantienen activa a CTR1. Mediante un mecanismo de señalización desconocido, CTRI acti- 
va, estimula la ubiquitinización y la degradación en proteosomas de una proteína nuclear re- 
guladora de genes denominada E[N3, necesaria para la transcripción de los genes que 
responden a etileno. De esta manera, los receptores vacíos, pero activos y CTR1 activa man- 
tienen desactivados los genes que responden a etileno. La proteína EIN recibe su nombre 
del descubrimiento de que las plantas que presentan mutaciones que inactivan el gen que 
codifica esta proteína son insensibles al etileno (ethylene insensitive). 

La unión de etileno inactiva el receptor alterando su condormación de forma que ya no 
se puede unir a CTRI. Corno resultado de ello, CTR1 es inactivada y la vía de señalización co- 
rriente abajo que enana de ella queda bloqueada; la proteína EIN3 ya no se ubiquitiniza ni 
por tanto se degrada, de forma que ahora puede activar la transcripción de un gran número 
de genes que responden al etileno (Figura 15-85). 

Una estrategia algo diferente participa en la regulación de los genes que responden a 
auxina. Además, el sistema a través del cual la auxina controla el sentido y el patrón del cre- 
cimiento de la planta es diferente a cualquier mecanismo observado en animales, corno se 
tratará a continuación. 


La localización regulada de los transportadores de auxina 
determina el crecimiento de la planta 


La hormona vegetal auxina, un indol-3-ácido acético (Figura 15-864), se une a proteínas 
receptoras del núcleo. Colabora en el crecimiento de la planta hacia la luz y hacia arriba en 
lugar de hacia un lado y en el crecimiento de la raíz hacia abajo. También regula la iniciación 
y el posicionamiento de los órganos y ayuda a la planta a que Horezca y dé frutos. Como el 
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Figura 15-84 La triple respuesta mediada 
por el etileno, que se produce cuando el 
brote en crecimiento de una semilla en 
germinación encuentra un obstáculo 
enterrado. (A) Estructura del etileno. 

(B) Antes de que se produzca el encuentro 
con el obstáculo, el brote crece recto y es 
largo y fino. (C) Después del encuentro, el 
brote se engruesa y el gancho protector 
(en la parte superior) incrementa su 
curvatura para proteger la punta del 
brote. Ésta también altera su dirección 

de crecimiento para crecer alrededor del 
obstáculo. (Cortesía de Melanie Webb.) 


Figura 15-85 Visión actual de la vía de 
señalización del etileno. (4) En ausencia 
de etileno tanto el receptor coro CTR1 
son activos causando la ubiquitinización y 
destracción de la proteina EIM3, la proteína 
del núdeo reguladora de genes que es 
responsable de la transcripción de los 
genes de respuesta al etileno. (8) La unión 
de etileno inactiva ados receptores y rompe 
la interacción entre los receptores y CTRL. 
Ahora la proteína £iN3 po es degradada, 
porto que puede activar la transcripción 
de los genes de respuesta al etileno. 
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etileno, modifica la expresión génica controlando la degradación de proteínas reguladoras 
de genes en el núcleo, pero en lugar de bloquear la ubiquitinización y degradación de pro- 
teínas reguladoras de genes necesarias para la expresión de genes diana, estimula la ubiqui- 
tinización y degradación de proteínas represoras que en las células no estimuladas blo- 
quean la transcripción de estos genes (Figura 15-86B y €). 


La auxina es única en la manera en que es transportada. A diferencia de las hormonas 


animales, que por lo general son secretadas por un órgano endocrino específico y son trans- 
portadas hasta las células diana por el sistema circulatorio, las auxinas tienen su propio sis- 
tema de transporte. Unas proteínas unidas a la membrana plasmática que son específicas de 
transporte de influjo y de transporte de eflujo, desplazan la auna hacia adentro y hacia fuera 
de las células vegetales, respectivamente. Diferentes familias de genes codifican los trans- 

. portes de influjo y de eflujo, y ambas familias de proteínas están reguladas de forma inde- 
pendiente. Los transportes de eflujo están cormpuestos por proteínas Pin y las células 
pueden distribuidos de forma esimétnca en la menbrana plasmática para conseguir que el 
efhujo de auxina sea direccional. Por ejemplo, una cobumna de células que tengan sus trans- 
portadores de eflujo de auxina confinados en la membrana plasmática basal, transportará la 
auxina desde la parte superior de la planta hasta la parte inferior. : 


En algunas regiones de la planta, la localización de los transportadores de auxina y, por 


tanto, el sentido del flujo de auxina, es muy dinámica y regulada. Una célula puede redistri- 
buir con rapidez los transportadores controlando el tráfico de las vesículas que los contie- 
nen. Por ejemplo, los transportadores de efiujo de aswxina se reciclan entre las vesículas 
intracelulares y la membrana plasmática. Una célula puede redistribuir estos transportado- 
res sobre su supertcie, inhibiendo su endocitosis en un dominio de la membrana plasmáti- 
ca, y acummilarios. Un ejemplo de este proceso se produce en la raíz, donde la gravedad 
afecta el sentido del crecimiento. Normalmente, los transportadores de efiujo de avdna están 
distribuidos de forma simétrica en la cabeza de la raíz. Sin embargo, en cuestión de nénutos, 
tras un cambio en el vector de sentido de la gravedad, los transportadores de eflujo se redis- 
tribuyen a un lado de las células de forma que la amána será bombeada hacia el lado de la 
raíz que apunta hacia abajo. Dado que la auxina inhibe la elongación de las células de la 


Ta 


taíz, este redireccionamiento de los transportadores de suxina hace que la punta de la raíz 


reoriente y vuelva a crecer hacia abajo (Pigura 15-487). 
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Figura 15-86 Vía de señalización de la 
auxina. (A) Estructura de la auxina, el 
ácido 3-indol acético. (B) En ausencia de 
auxina una proteina represora de la 
transcripción (llamada AwxiAA) se une y 
suprime la actividad de una proteína 
reguiadora de genes llamada ARF: auxin- 
response factor; factor de respuesta a la 
auxina), que es necesario para la 
transcripción de los genes de respuesta a 
la auxina, (Cj Las proteínas receptoras de 
la auxina están localizadas principalmente 
en el núcleo y forman parte del complejo 
ubiquitina ligasa (no se muestra). Cuando 
el receptor es activado por la unión de la 
auxina, el complejo receptor-auxina 
recluta los complejos ubiquitina ligasa 
que ubiquitinizan las proteínas AuwyIAA, 
marcándolas para su degradación en 
proteosomas. Ahora ARF queda libre para 
activar la transcripción de los genes de 
respuesta a la auxina. Existen muchas 
proteinas ARE, AUX/IAA y receptores de 
auxina que actúan, como ilustra esta 
figura. 
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En los meristemos apicales de las yemas, la distribución de transportadores de eflujo de 
auxina también es dinámica y está regulada. En este caso, el transporte direccional de la auxi- 
na ayuda a determinar la distribución regular de las hojas y de las fiores (véase Figura 22-122). 


Los fitocromos detectan luz roja y los criptocromos 
detectan luz azul 


El desarrollo de las plantas está muy infuenciado por las condiciones ambientales. A dife- 
rencia de los animales, las plantas no pueden desplazarse cuando las condiciones se vuelven 
desfavorables; tienen que adaptarse o morirán. La influencia ambiental más importante 
sobre las plantas es la huz, que es su fuente de energía y tene un papel principal a lo largo de 
todo su ciclo vital -desde la germinación, a través del desarrollo de la plántula, hasta la Ho- 
ración y la senescencia. Las plantes han desarrollado un gran conjunto de proteínas sensi- 
bles a la luz que detectan la cantidad, la calidad, la dirección y la duración de la luz. A estas 
proteínas se les denomina fotorreceptores. Sin embargo, dado que el término fotorreceptor 
también se utiliza para las células sensibles a la luz de la retína de los animales (véase Figu- 
ra 15-48), utilizaremos el término fotoproteína de forma alternativa. 

Todas las fotoproteinas detectan la luz gracias a un cromóforo ligado covalentemente 
que absorbe la huz, que cambia su forma en respuesta a la huz y juego induce un cambio en 
la conformación de la proteína. 

Las fotoproteinas vegetales mejor conocidas son los fitocromos, que están presentes en 
todas las plantas y en algimas algas, pero ausentes en los animales. Son serinas/teoninas 
quinasa diméricas y citoplasmáticas que responden de manera diferencial y reversible a la 
haz roja y rojo-Jejana: mientras que normalmente la luz roja activa la actividad quinasa del E- 
tocromo, la haz rojo-lejana la inactiva. Parece que cuando se activa por la luz roja, el Átocro- 
mo se autofosforila y luego fosforila a una o más proteínas adicionales de la célula. En 
algunas respuestas a la luz, el Btocromo activado se transloca al núcleo, donde activa pro- 
teinas reguladoras de la expresión génica alterando la transcripción génica (Pigura 15-38), 
En otros casos, el fitocromo activado activa una proteína latente reguladora de la expresión 
génica del citoplasma, la cual se translocará al núcleo donde regulará la transcripción géni- 
ca. En otros casos, la fotoproteína desencadena vías de señalización en el citosol que modi- 
fican el coroportamiento de la célula sin la participación del núcleo. 

A pesar de que los tocromos tienen actividad serina/treonína quinasa, parte de su es- 
tructura es parecida a las bistidinas quinasa implicadas en la quimioradás bacteriana descri- 
ta. Este hallazgo sugiere que los ftocromos vegetales evolucionaron a partir de las histidinas 
quinesa bar -rianes y más tarde cambiaron su especificidad de sustrato de histidina a serl- 
na y reoaina. 


Figura 15-87 El transporte de auxina 

y el gravitropismo de la raíz. (A-C) Las raices 
responden a un cambio de 90% del vector 

de gravedad y ajustan su nuevo sentido de 
crecimiento de forma que de nuevo apunte 
hacía abajo. Las células que responden a la 
gravedad están en el centro de la cabeza 

de la raíz mientras que son las células 
epidérmicas, situadas más atrás (en el lado 
inferior). las que disminuyen su velocidad 

de elongación para recuperar el crecimiento 
hacia abajo. (D) Las células que responden 

a la gravedad de la cabeza de la raíz 
redistibuyen los transportadores de eflujo 
de auxina en respuesta al desplazamiento 

de la raíz. Este hecho redirige el flujo de 
auxina principalmente a la parte inferior de la 
raíz que ha sido desplazada, donde inhibe la 
elongación de las células epidérmicas. Se 
muestra la distribución asimétrica de la 
auxina resultante en una raíz de Arabidopsis; 
la auxina ha sido detectada directamente 
utilizando un gen reportero de respuesta a 

la auxina que codifica una proteína unida a la 
proteína fluorescente verde (GFP: green 
fuorescent protein); las células epidérmicas 
del lado inferior de la raíz son de color verde 
mientras que las del lado superior no lo son, 
lo cual refleja la distribución asimétrica de la 
auxina. La distribución de los transportadores 
de eflujo de la auxina en la membrana 
plasmática de las células de diferentes 
regiones de la raíz (se muestra en rectángulos 
grises) se indican en rojo y el sentido del eflujo 
de auxina en flechas verdes. (Las fotografías 
de Muorescericia de D son de T. Paciorek 
etal, Nature 435:1251-1256, 2005. Con la 
autorización de Macrnillan Publishers Ltd.) 
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Figura 15-88 Visión actual de una vía a 
través de la cual los fitocromos median una 
respuesta a la huz en células de vegetales, 

A Cuando el fitocroma, que es una proteína 
gquinasa dimética, es activado por la luz roja, 

] se autofostorila y se desplaza hacia el núcleo, 
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Las plantas detectan la luz azul utilizando fotoproteínas de otros dos tipos: la fototropi- 
na y los criptocromos, La fototropina está asociada a la membrana plasmática y es parcial- 
mente responsable del fotorropismo, la tendencia de las plantas a crecer hacia la luz. El 
fototropismo se produce por elongación celular direccional estimulada por la auxina, aun- 
que las conexiones entre la fototropina y la auxina no se conocen. 

Los criptocromos son fiavoproteínas sensibles a la luz azul. Están relacionados desde 
un punto de vista estructural con las enzimas sensibles a la uz azul llamadas foroliasas, que 
están implicadas en la reparación del daño del DNA inducido por luz ultravioleta en todos 
los organismos excepto en la mayoría de los mamiferos. A diferencia de los fitocrowmos, los 
criptocromos también se encuentran en animales, donde desempeñan un papel importan- 
¡ te en la regulación de los relojes circadianos que actúan en la mayoría de las células y ciclan 
E con un rito de 24. horas (se expone con más detalle en el Capítulo 7). A pesar de que se cree 
: que los criptocrornos han evolucionado a partir de las fotoliasas, no Benen actividad de re- 
: paración del DNA. 

En este capítulo se ha explicado cómo las señales extracelulares influencian el compor- 

tamiento celular. Una diana intracelular crucial para esas señales es el citoesqueleto, que de- 

. termina la forma celular y es responsable del movimiento celular, como se expone en el 
capítulo siguiente. 


Resumen 


Se cree que en las plantas y los animales, la pluricelularidad y los mecanismos de comunicación ce- 
lular han evolucionado de forma independiente, partiendo en cada caso de 4n organismo eucario- 
ta unicelular diferente que, a su vez, había evolucionado de un ancestro encariota unicelular 
común. Por ello no es de extrañar que los mecanismos utilizados para la señalización entre células 
en animales y en plantas tengan similitades y diferencias. Por ejernplo, mientras que los animales 
utilizan sobre todo receptores GPCR, las plantas utilizan mayoritariamente receptores acoplados a 
enzimas del tipo de receptores serinalireonina quinasa, especialmente unos con secuencias repetidas 
“ricas en leucina extracebilares, Varias hormonas vegetales o reguladores del crecimiento, entre los ... 
que se encuentra el etileno y la axdina, ayudan a coordinar el desarrollo de la planta. El etileno 
acuía a través de receptores intracelulares parando la degradación de proteínas nucleares regulado- 
ras de genes, las cuales entonces pueden activar la transcripción de genes de respuesta al etileno, Los 
receptores de otras hormonas vegetales, incluyendo la auxina, tarnbién regulan la degradación de 
determinadas proteínas reguladoras de genes, arinque los detalles entre estas respuestas varian, La 
auxina señaliza de una forma nada habitial, ya que tiene su propio sistema de transporte, alta- 
mente regulado, en el que el posicionamiento dinámico de transportadores de auxina, unidos a 
merbrana plasmática, controlan el sentido del flujo de ausdna y, por tanto, el sentido del creci- 
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miento de la planta, La luz desempeña un importante papel en la regulación del desarrollo vegetal, 
Estas respuestas a la luz están mediadas por varias fotoproteínas sensibles a la luz, entre las que se 
encuentran los fitocromos, que responden a la luz roja, y los criptocromos y la fototropina, que son 


sensibles a la luz azul. 


PROBLEMAS 


¿Qué afirmaciones son ciertas? Explica por qué sí o por qué no 


15-1  Todoslos receptores que participan en la señalización pa- 
racrina, sináptica y endocrina tienen la misma afinidad por sus 
respectivas moléculas ligando. 


15-2 Todos los mediadores intracelulares pequeños (segundos 
mensajeros) son solubles en agua y difunden libremente por el ci- 
tosol. 


15-3 — En la regulación de los interruptores moleculares, siem- 
pre las proteína quinasa y los factores intercambiadores de nucle- 
ótidos de guanina (GEF) activan las proteínas mientras que las 
proteínas fosfatasa y las proteínas activadoras de las GTPasa 
(GAP) siempre inactivan las proteínas. 


15-4 En contraste con las vías de señalización más directas 
utilizadas por los receptores nucleares, las cascadas catalíticas 
de mediadores intracelulares proporcionan numerosas posi- 
bilidades de amplificación de la respuesta a señales extrace- 
lulares. 


15-5 La unión de ligandos extracelulares a receptores tirosina 
quinasa activa dominios catalíticos intracelulares del mismo re- 
ceptor mediante la propagación de cambios de conformación a 
través de la bicapa lipídica mediante una sola hélice a transmerm- 
brana. 


15-6 Las proteínas tirosina fosfatasa muestran una especifici- 
dad exquisita por sus sustratos, mientras que las proteínas seri- 
na/treonina fosfatasa tienen una especificidad muy amplia. 


15-7 A pesar de que parece que las plantas y los animales han 
evolucionado a organismos pluricelulares de forma independien- 
te, en su commnicación célula a célula utilizan prácticamente las 
mismas proteínas señalizadoras y los mismos segundos mensa- 


jeros, 


Resolver los siguientes problemas 


15-38 Suponer que la concentración de una hormona circulan- 
tes es de 1010 M y que la Ka de la unión de esta hormona a su re- 

' ceptor es de 10% M, ¿Qué porcentaje de los receptores estarán 
nidos a una hormona? Si cuando el 50% de los receptores están 
unidos a una hormona no se produce ninguna respuesta fisioló- 
gica significativa, ¿cuánto tiene que aumentar la concentración 
de la hormona para provocar una respuesta? El porcentaje de re- 
ceptores (R) unidos a una hormona (H) formando un complejo 
hormona-receptor (R-H) es [R-H1/ (RJ + (R-AJ) <= [R-HABlror = 
= [HIATEO + Kg). 
15-9 Las células se comunican de maneras que se parecen a las 
coramunicaciones humanas. Decidir cuáles de las siguientes ma- 
peras de comunicación humana son análogas a señalización ce- 
hular autocrina, paracrina, endocrina y sináptica. 
A. Unaconversación telefónica 


B. Hablar con la gente en una festa 


C. Unanuncio por radio 
D. Hablar consigo mismo 


15-10 ¿Por qué las respuestas a señales en las que participan 
cambios en proteínas que ya están presentes en la célula se pro- 
ducen en cuestión de milisegundos mientras que las respuestas 
que requieren cambios en la expresión de genes requieren entre 
minutos y horas? : 


15-11 ¿A qué se debe que células diferentes pueden responder 
de manera diferente a la misma molécula señalizadora, incluso 
cuando estas células tienen los mismos receptores? 


15-12 ¿Por qué la fosforilación/desfosforilación, de forma 
opuesta por ejemplo a la unión alostérica de pequeñas moléculas, 
ha evolucionado en el sentido de tener un papel tan determinan- 
te en la activación e inhibición de proteínas en las vías de señali- 
zación? 


15-13 Considerar una vía de señalización que se produce a tra- 
vés de tres proteínas quinasa, las cuales se activan de forma se- 
cuencial por fosforilación. En un caso, las quinasas están unidas 
formando un complejo señalizador mediante una proteína de ar- 
mazón; en el otro casa, las quinasas difunden libremente (Figura 
P15-1). Analizar las propiedades de estos dos tipos de organización 
en términos de amplificación de la señal, velocidad y potencial de 
entrecruzamiento entre las vías de señalización. 
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Figura P15--1 Una cascada de proteínas quinasa organizada por una 
proteína de armazón o compuesta por componentes que difunden 
libremente (Problema 15-13). 


15-14 Describir tres vías en las cuales un incremento gradual de 
la señal extracehular se pueda transformar en una respuesta celu- 
lar abrupta o de todo o nada. 


15-15 La activación (meduración”) de los oocitos de rana está 
señalizada a través de un módulo de señalización MAP-quinasa. 
Un iocremento de la concentración de la hormona progesterona 
dispara el módulo estimulando la traducción de mANA de Mos, 
que es la MAP-quinasa-quinasa-quinasa de rana (Figura P15-2). 
Resulta sencillo seguir el grado de maduración debido a la aparí- 
ción de una mancha blanca en medio de la superficie marrón del 


PROBLEMAS 
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Mos 
j Figura P15-2 
MEK1 La activación de la 
) MAP-quinasa por 
MAPK progesterona conduce 
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ala maduración del 
oocito (Problerna 
15-15). (Por cortesía 
de Helfrid Hachegger.) 


oocitos maduros 


oocito (véase Figura P15-2). Para determinar la curva dosis/res- 
puesta de la activación de la MAP-quinasa inducida por progeste- 
rona, se colocan 16 oocitos en cada una de seis placas de plástico 
y se añaden diferentes concentraciones de progesterona. Tras una 
noche de incubación se rompen los oocitos para preparar un ex- 
tracto de ellos y determinar el estado de fosforilación de la MAP- 
quinasa (en este caso, activación) mediante electroforesis en gel 
de poliacrilamida SDS (Figura P15-3A). Este análisis muestra una 
respuesta gradual de la MAP-quinasa a concentraciones crecien- 
tes de progesterona, 

Antes de haber roto los oocitos, se observa que no todos los de 
cada placa tienen la mancha blanca. ¿Es posible que algunos poci- 
tos hayan sufrido una activación parcial y todavía no hayan alcan- 
zado el estado de la mancha blanca? Para responder a esta 
cuestión se repite el experimento pero esta vez se analiza la acti- 
vación de la MAP-quinasa en cada oocito individualmente. De 
forma sorprendente, cada oocito tiene una MAP-quinasa activa O 
inactiva por completo (Figura P15-3B). ¿De qué forma una res- 
puesta individual de todo o nada da lugar a uma respuesta gradual 
en la población? 
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Figura P15-3 Activación de oocitos de rana (Problerna 15-15), 

(4) Fosforilación de la MAP-quinasa envuna mezcla de ovocitos. 

(B) Fosforilación de la MAP-quinasa en oocitos individuales, La MAP- 
quinasa se detectó por análisis inmunológico utilizando un antícuerpo 
específico de MAP-quinasa. Los dos primeros carriles de cada gel 
contienen MAP-quinasa no-Sostorilada, inactiva [3 y MAP-quinasa 
fosforilada activa (+). (De LE Ferrel dy y EM. Mechteder, Science 280: 895- 
298, 1998, Con la autorización de la AAAS.) 
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15-16 Proponer tipos específicos de maduración del gen para la 
subunidad reguladora de la PKA que puedan conducir a una acti- 
vación permanente o a una inactivación de la PKA, 


15-17 La fosforilasa quinasa integra señales procedentes de vías 
de señalización dependientes de AMP cíclico o dependientes de 
Ca?* que controlan la degradación de glucógeno en las células del 
hígado y del músculo (Figura P15-4). La fosforilasa quinasa está 
compuesta por cuatro subunidades. Una es la proteína quinasa 
que cataliza la adición del fosfato a la glucógeno fosforilasa, acti- 
vándola para la degradación del glucógeno. Las otras tres subuni- 
dades son proteínas reguladoras que controlan la actividad de la 
subunidad catalítica. Dos de ellas tienen sitios que se fosforilan 
por la PXA, la cual es activada por AMP cíclico, La otra subunidad 
es la calmodulina, que se une a Ca** cuando la concentración ci- 
tosólica aumenta. Las subunidades reguladoras controlan el equi- 
librio entre las conformaciones activa e inactiva de la subunidad 
catalítica. ¿De qué forma esta distribución permite a la fosforilasa 
quinasa actuar como un interruptor para las diferentes vías que 
estimulan la degradación de glucógeno? 
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Figura P15-4 Integración de las vías de señalización dependiente de 
AMP cíctico (CAMP) y dependiente de Ca** por la fostorilasa quinasa 
en las células musculares y las células hepáticas (Problema 15-17). 


15-18 En principio se puede aumentar la forma de Ras unida a 
GT?P y, por tanto, activada, activando wa factor intercambiador de 
nucleótidos de guanina (GEF) o inactivando una proteína activa- 
dora de la GTPasa (GAP). ¿Por qué las vías de señalización me- 
diadas por Ras siempre incrementan Ras-GTP a través de la acti- 
vación de GEF y no de la inactivación de GAP? 


15-19 La vía de señalización de la polaridad planar de Wnt ase- 
gura normalmente que cada célula del ala de una Drosophila ten- 
ga un solo pelo. La sobreexpresión del gen Frizzled producida por 
ua promotor de estrés térmico (hs-Ez) hace que muchas células 
tengan varios pelos (Figura P15-54). Este fenotipo es suprimido si 
bs-Fz se combina con una deleción heterozigota (Dsh%) del gen 


la acción de Frizzled y de Dishevelled en la vía de señalización? Si 
es así, ¿cuál es el orden? Explicar el razonariento. 
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Figura P15-5 Patrón de crecimiento de pelos sobre células de ala 
en dos Drosophila genéticamente diferentes (Problerna 15-19). (De 
CG. Winter et al, Ceflf 105: 81-91, 2001, Conla autorización de Elsevier) 
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El citoesqueleto 


Para que las células funcionen tienen que organizarse espaciabmente e interaccionar de forma 
mecánica con su entorno. Deben disponer de una morfología correcta, ser físicamente resis- 
tentes y poseer una estructura interna adecuada. Muchas de ellas tienen que sufrir cambios de 
forma y desplazarse de un lugar a otro. Todas las células tienen que reordenar sus componen- 
tes internos al crecer, dividirse o adaptarse a las circunstancias que cambian. Las células euca- 
riotas han adquirido un gran desarrollo de todas estas funciones espaciales y mecánicas que 
dependen de un sistema de filamentos denominado citoesqueleto (Figura 16D). 

El citoesqueleto tira de los cromosomas durante la mitosis y después divide la célula en 
dos. Conduce y dirige el tráfico intracelular de orgánulos y transporta materiales desde un 
punto de la célula a otro. Sostiene la frágil membrana plasmática y proporciona el sostén 
mecánico que permite a la célula soportar el estrés sin ser destruida por los cambios arn- 
bientales. A algunas células, como los espermatozoides, les proporciona la capacidad de na- 
dar; a Otras, como por ejemplo fibroblastos y células blancas sanguíneas, la posibilidad de 
atravesar superficies. Otorga a las células musculares la maquinaria para la contracción 
muscular y permite a las neuronas extender los axones y dendritas. Dirige el crecimiento de 
la pared celular vegetal y controla la enorme diversidad de formas de las células eucariotas. 

La gran variedad de funciones del citoesqueleto depende del comportamiento de tres 
farmilias de proteínas, que se ensarmblan formando tres tipos principales de filamentos. Cada 
tipo de filamento presenta distintas propiedades mecánicas, distinta dinámica y distintos 
papeles y funciones biológicos, pero los tres tipos comparten ciertos principios fundamen- 
tales. Estos principios proporcionan la base para la comprensión general sobre cómo traba- 
ja el citoesqueleto y córno los distintos elementos cooperan entre sí. De la misma forma que 
nuestros ligamentos, huesos y músculos deben trabajar juntos, los tres sistemas de flamen- 
tos del citoesqueleto deben funcionar colectivamente para proporcionar a la célula su for- 
rua, su fuerza y su capacidad para moverse. 

En este capítulo, describiremos los tres tipos principales de filamentos intermedios, los 
principios básicos que regulan su ensamblaje y desensamblaje, y sus peculiaridades indivi- 
duales. Después se explicará cómo interactúan otras proteínas con los tres sisternas fila- 
mentosos principales, capacitando a las células para establecer y mantener un orden 
interno, para cambiar y remodelar su superficie, para desplazar orgánulos de una forrna di- 
rigida desde un punto a otro y, cuando sea preciso, desplazarse hacia nuevos destinos. 


EL AUTOENSAMBLAJE Y LA ESTRUCTURA DINÁMICA 
DE LOS FILAMENTOS DEL CITOESQUELETO 


La rnayoría de las células encariotas Henen tres tipos de filamentos del citoesqueleto que son 
responsables de su organización espacial y de sus propiedades mecánicas. Los filamentos 


intermedios proporcionan fuerza y resistencia al estrés mecánico. Los micronibules de- 


terminan las posiciones de los orgánulos rodeados de membrana y dirigen el transporte 
intracelular. Los filamentos de actina determinan la forma de la superficie celular y son ne- 
cesaños para la locomoción. Pero estos filamentos del citoesqueleto no serían eficientes sin 
los cientos de proteínas accesorias que unen los Blarnentos al resto de componentes celula- 
Tes y entoe sí, Este grada conjunto de proteínas accesorias es esencial para el ensamblaje con- 
trolado de los flamentos en localizaciones específicas e inchuye a las proteínas motoras, 
maquinaria molecular que convierte la energía de la hidróbisis del ATP en fuerza mecánica 
que puede desplazar los orgánulos a lo largo de los filamentos o a los Blamentos entre sí 


En este capítulo 
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Figuera 16-1 El citoesqueleto. Una célula en 
cultivo ha sido fijada y marcada para mostrar 
dos de los sisternas más lenportantes del 
dtoesqueleto, los microtibudos lverde) y los 
Mamentos de actina irojo). El DNA del núdeo 
se ha marcado en aaa (Por cortesta de Albert 
Tousson.) 
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Para que las células funcionen tienen que organizarse espaciabmente e interaccionar de forma 
mecánica con su entorno. Deben disponer de una morfología correcta, ser físicamente resis- 
tentes y poseer una estructura interna adecuada. Muchas de ellas tienen que sufrir cambios de 
forma y desplazarse de un lugar a otro. Todas las células tienen que reordenar sus componen- 
tes internos al crecer, dividirse o adaptarse a las circunstancias que cambian. Las células euca- 
riotas han adquirido un gran desarrollo de todas estas funciones espaciales y mecánicas que 
dependen de un sistema de filamentos denominado citoesqueleto (Figura 16D). 

El citoesqueleto tira de los cromosomas durante la mitosis y después divide la célula en 
dos. Conduce y dirige el tráfico intracelular de orgánulos y transporta materiales desde un 
punto de la célula a otro. Sostiene la frágil membrana plasmática y proporciona el sostén 
mecánico que permite a la célula soportar el estrés sin ser destruida por los cambios arn- 
bientales. A algunas células, como los espermatozoides, les proporciona la capacidad de na- 
dar; a Otras, como por ejemplo fibroblastos y células blancas sanguíneas, la posibilidad de 
atravesar superficies. Otorga a las células musculares la maquinaria para la contracción 
muscular y permite a las neuronas extender los axones y dendritas. Dirige el crecimiento de 
la pared celular vegetal y controla la enorme diversidad de formas de las células eucariotas. 

La gran variedad de funciones del citoesqueleto depende del comportamiento de tres 
familias de proteínas, que se ensamblan formando tres tipos principales de filamentos. Cada 
tipo de filamento presenta distintas propiedades mecánicas, distinta dinámica y distintos 
papeles y funciones biológicos, pero los tres tipos comparten ciertos principios fundamen- 
tales. Estos principios proporcionan la base para la comprensión general sobre cómo traba- 
ja el citoesqueleto y córno los distintos elementos cooperan entre sí. De la misma forma que 
nuestros ligamentos, huesos y músculos deben trabajar juntos, los tres sistemas de flamen- 
tos del citoesqueleto deben funcionar colectivamente para proporcionar a la célula su for- 
rua, su fuerza y su capacidad para moverse. 

En este capítulo, describiremos los tres tipos principales de filamentos intermedios, los 
principios básicos que regulan su ensamblaje y desensamblaje, y sus peculiaridades indivi- 
duales. Después se explicará cómo interactúan otras proteínas con los tres sisternas fila- 
mentosos principales, capacitando a las células para establecer y mantener un orden 
interno, para cambiar y remodelar su superficie, para desplazar orgánulos de una forrna di- 
rigida desde un punto a otro y, cuando sea preciso, desplazarse hacia nuevos destinos. 
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intermedios proporcionan fuerza y resistencia al estrés mecánico. Los micronibules de- 


terminan las posiciones de los orgánulos rodeados de membrana y dirigen el transporte 
intracelular. Los filamentos de actina determinan la forma de la superficie celular y son ne- 
cesaños para la locomoción. Pero estos filamentos del citoesqueleto no serían eficientes sin 
los cientos de proteínas accesorias que unen los Blarnentos al resto de componentes celula- 
Tes y entoe sí, Este grada conjunto de proteínas accesorias es esencial para el ensamblaje con- 
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Figuera 16-1 El citoesqueleto. Una célula en 
cultivo ha sido fijada y marcada para mostrar 
dos de los sisternas más lenportantes del 
dtoesqueleto, los microtibudos lverde) y los 
Mamentos de actina irojo). El DNA del núdeo 
se ha marcado en aaa (Por cortesta de Albert 
Tousson.) 
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En esta sección, se describirán las propiedades de las proteínas que forman los fila- 
mentos del citoesqueleto. Nos centraremos en su capacidad para la formación de estructu- 
ras autoorganizadas y polarizadas. Veremos cómo, debido a los singulares mecanismos que 
permiten el dinamismo de los filamentos del citoesqueleto, la célula es capaz de responder 
rápidamente a cualquier eventualidad que le pueda suceder. 


Los filamentos del citoesqueleto son dinámicos y adaptables 


Los sistemas del citoesqueleto son dinámicos y adaptables, organizados de forma más pare- 
cida a los rastros de las hormigas que a las grandes autopistas. El rastro de una hormiga puede 
perdurar horas y se extiende desde el hormiguero hasta la fuente de alimento, pero las hor- 
migas no son estáticas dentro de la hilera, Si las hormigas buscadoras encuentran un nuevo 
lugar que es mejor para alimentarse, o las que se encuentran en ese lugar inicial lo limpian y 
se van, la estructura dinámica se reorganiza con una rapidez impresionante. De forma pare- 
cida, las grandes estructuras del citoesqueleto pueden cambiar o perdurar de acuerdo con 
las necesidades, de modo que subsisten durante periodos de tiempo que van desde menos 
de un minuto a la totalidad de la vida de la célula. Pero los componentes individuales que 
forman parte de estas estructuras están constantemente en un estado fluctuante. Así pues, 
igual que las alteraciones en las hileras que forman las hormigas, cuando las condiciones 
cambian, la reorganización celular estructural requiere energía adicional. 

La regulación del comportamiento dinámico y del ensamblaje de los filamentos del ci- 
toesqueleto permite a las células eucariotas formar un conjunto enorme de estructuras a 
partir de los tres tipos de filamentos básicos. Las micrografías del Panel 16-1 muestran 
algunas de estas estructuras. Los microtúbulos, que a menudo se encuentran dispuestos en 
forma de estrella en el citoplasma originándose a partir del centro de una célula en inter- 
fase, pueden reorganizarse con rapidez formando el huso mitótico bipolar durante la divi- 
sión celular. También pueden formar prolongaciones móviles en la superficie de la célula 
llamadas cilios y flagelos, o haces íntimamente alineados que actúan a modo de pista para el 
transporte de materiales a lo largo de los axones neuronales. En las células vegetales, las hi- 
leras organizadas de microtúbulos cooperan formando el patrón de síntesis de la pared celular. 

Los filamentos de actina, que se encuentran por debajo de la membrana plasmática de 
las células animales, proporcionan fuerza y forma a su delgada capa lipídica. También pue- 
den formar muchos tipos de prolongaciones citoplasmáticas en la superficie celular. 
Algunas de ellas son estructuras dinámicas, tales coro los filopodios o lamelipodios, que las 
células utilizan para explorar el territorio y arrastrarse de un lugar a otro, El anillo contráctil 
de actina se ensambla de forma transitoria para dividir en dos a la célula; haces más estables 
permiten a las células adherirse a un sustrato subyacente y permitir la contracción muscular. 
Los haces regulares de estereocilios, en la superficie de las células epiteliales pilosas del oído 
interno, están formados por filamentos de actina estables que vibran como cuerdas rígidas 
en respuesta al sonido, y los microvilli, organizados de forma parecida en la superficie de las 
células epiteliales intestinales, aumentan el área superficial apical incrementando así la su- 
perñicie de absorción de los nutrientes, 

Los Blamentos intermedios rodean la superficie interna de la envoltura nuclear, forman- 
do una red protectora para el DNA; en el citosol, se ensarmblan generando rígidos cables que 
mantienen en oposición las capas de células epiteliales, ayudan a las neuronas a extender 
axones largos y compactos y permiten formar apéndices resistentes como cabellos y uñas. 

Un ejemplo importante y espectacular de reorganización rápida del citoesqueleto se 
produce durante la división de la célula, como se muestra en la Figura 16-2 para un fibro- 
blasto creciendo enuna placa de cultivo de tejidos. Después de la replicación de los cromo- 
somes, el haz de microtíbulos en interfase que se extiende a lo largo del citoplasma se 
reconfigura formando el huso mitótico bipolar, que tiene la importante función de segregar 
de forma precisa las dos copias de cromosomas replicados en los dos núcleos hijos. Al mismo 
tiempo, las estructuras especializadas de actina que permiten a los Bibroblastos arrastrarse a 
lo largo de la superficie de la placa se desensamblan y así la célula deja de desplazarse, se re- 
dondea y adquiere una forma más esférica, La actina y su proteína motora asociada miosina 
forman entonces un cinturón alrededor de la parte central, el anillo contráctil, que se cons- 
triñe igual que un músculo fino y divide a la célula en dos. Cuando ha finalizado la división, 
el citoesqueleto de los dos fibroblastos hijos se ensambla de nuevo en sus estructuras de ln- 
terfase para convertir las dos células hijas esféricas en versiones más pequeñas de la cétula 
madre extendida y reptante. En un fibroblasto, esta secuencia de acontecimientos dura alre- 


dedor de una hora; en algunos casos, tales corno las primeras divisiones nucleares del em- 
brión de Drosophila, el citoesqueleto de actina y los microtúbulos pueden reorganizarse por 
corapleto en menos de cinco minutos (Figura 16-3). 

Muchas células necesitan también reorganizaciones rápidas del citoesqueleto para su 
foncionamiento normal durante la interfase. Por ejemplo, el neutrófilo, un tipo de célula 
sanguínea de la línea blanca, persigue y engulle bacterias y hongos que accidentalmente han 
accedido a las partes del cuerpo, por lo general estériles, a través de cortes de la piel. Al igual 


distancia de la superficie celular 


y 0 um 2 un A un 5 yn 
| O rain 

3 interfase 

¡ ; 

1d 

¿ ; 

| 1,5 min 

| : profase 

4,5 min 

| metafase 

| en 
p a SO pan 


EL AUTOENSAMBLAJE Y LA ESTRUCTURA DINÁMICA DE LOS FILAMENTOS DEL CITOESQUELETO 967 


Figura 16-2 Carnbios rápidos de la 
organización del citoesqueleto asociados 
con la división celular. El fibroblasto del 
esquema tiene un citoesqueleto de actina 
dinámico y polarizado (se muestra en roja) 
que se ensambla empujando el extremo de 
avance hacia la derecha, El citoesqueleto de 
microtúbulos (se muestra en verde) ayuda 

a la polarización del citoesqueleto de actina y 
consiste en largos microtúbulos que irradian 
a partir de un centro organizador de 
microtúbulos localizado enfrente del núcleo, 
Cuando la célula se divide, el haz polarizado 
de microtúbulos se redistribuye formando 

el huso mitótico bipolar que es responsable 
del alineamiento y separación de los 
cromosornas duplicados (marrón). Los 
filamentos de actina forman un anilla 
contráctil en el centro de la célula que induce 
su división en dos células hijas después de la 
separación de los cromosomas. Una vez 
finalizada la división celular, las dos células 
hijas reorganizan ambos citoesqueletos, 
actina y microtúbulos, en versiones más 
reducidas que los de la célula madre, 
permitiéndoles adoptar sus formas 
independientes. 


Figura 16-3 Cambios rápidos que se 
producen en la organización del 
citoesqueleto observados durante el 
desarrollo de un embrión temprano 

de Drosophila. <(TCT> En esta célula 
plurinucdear gigante, las primeras divisiones 
celulares se producen cada 10 foinutos 

o menos en un citoplasroa común. Las 
reorganizaciones rápidas de los 

filamentos de actina [rojo) y de los 


rmicrotábulos (verde) observadas en el 


embrión vivo son necesarias para separarlos 
cromosomas en la mitosis, mientras se esta 
que cada núdeo colisione con sus vecinos. 


(Cornesia de William Sullivan.) 


Los filamentos de actina (también conocidos como microfilarmentos) son dos 
polímeros helicoidales de la proteina actina. Aparecen como estructuras 
flexibles, con un diámetro entre 5-9 nm, organizados en una gran variedad de 
haces lineales, de redes bidimensionales y geles tridimensionales, Aunque los 
filamentos de actina están dispersos en el citoplasma de la célula, se encuentran 
muy concerttrados en el córtex, justo por debajo de fa membrana plasmática. 


Los microtúbulos son cilindros largos y huecos formados por la proteína 
tubulina. Con un diámetro externo de 25 nm son mucho más rígidos que 

los filamentos de actina. Los microtúbulos son largos y rectos y normalmente 
tienen un extremo unido a un centro organizador de microtúbulos (MTOC) 
Vamado centroasoma. 


Electromicrografías por cortesía de Richard Wade (1, DT, Woodrow y RAMA. Linic(); David Shima (10 A. Desai (im. 
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FILAMENTOS INTERMEDIOS 


Los filamentos intermedios son estructuras parecidas a cuerdas, de un diámetro 
de unos 19 nm; están formados par las proteínas de los filamentos intermedias, 
que constituyen una familia numerosa y heterogénea de proteínas, Uno de los 
tipos de filamentos intermedios forma una malla llamada lámina nudear que se 
localiza debajo de la membrana nuclear interna. Otros filamentos intermedios 
se extienden a lo largo del citoplasma propordonando a las células resistendia 
mecánica. En un tejido epitelial, se extienden por el civoplasma desde una 
unión celular hasta otra y proporcionan resistenda al epitelio entero. 


Hlecrormicrograflas por cortesia de Roy Quinlan (), Nancy L Kedersha GD Mary Oxborn (3); Ueli Aebi 0v) 
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que la mayoría de células que se arrastran, los neutrófilos avanzan extendiendo estructuras 
protuberantes en el extremo de avance formadas por nuevos filamentos de actina polimeri- 
zados. Cuando la evasiva presa bacteriana se mueve en una dirección diferente, el neutrófilo 
debe reorganizar sus polarizadas estructuras protuberantes en cuestión de segundos (Figura 
16-4). Ambos tipos de reorganizaciones rápidas del citoesqueleto se describirán con más 
detalle en la sección final de este capítulo. 


El citoesqueleto también puede formar estructuras estables 


En las células que han conseguido una morfología estable y diferenciada tales como las neu- 
ronas maduras o las células epiteliales, los elementos dinámicos del citoesqueleto deben 
proporcionar también estructuras altamente estables para la organización celular. En las cé- 
lulas epiteliales especializadas que recubren órganos como el intestino y el pulmón, las protu- 
berancias del citoesqueleto de la superficie celular incluyendo microvilli y cilios son capaces 
de mantener una longitud, un diámetro y una localización constante a lo largo de toda la vi- 
da de la célula. Para los haces de actina en el centro de los microvilli de las células epiteliales 
intestinales, esto sólo significa unos cuantos días. Sin embargo, los haces de actina del cen- 
tro de los estereocilios de las células pilosas del oído interno deben mantener su organiza- 
ción estable durante toda la vida del animal, puesto que estas células no se renuevan. Aun 
así, los lamentos de actina individuales se mantienen dinámicos de una lorma impresio- 
nante y se remodelan y sustituyen de forma continua cada 48 horas de media, incluso den- 
tro de estas estructuras de la superficie celular estables que persisten durante décadas. 

Además de formar protuberancias especializadas y estables en la superficie celular, el ci- 
toesqueleto es responsable de la polaridad celular, permitiendo en las células diferenciar una 
parte apical y una parte basal así como partes laterales. La información de la polaridad codi- 
Eicada por la organización del citoesqueleto a menudo debe mantenerse toda la vida de la cé- 
lula. Las células epiteliales polarizadas como las que revisten la pared del intestino, por 
ejemplo, utilizan haces organizados de microtúíbulos, filamentos de actina y filamentos in- 
termedios para mantener diferencias funcionales críticas entre la superficie apical que absor- 
be nutrientes desde el lumen del intestino por donde pasa el alímento a la superficie 
basolateral donde la célula transfiere los nutrientes a través de la membrana plasmática hacia 
la circulación sanguínea. Debén mantener también uniones adhesivas fuertes con las células 
vecinas para permitir que esta capa de células sirva de barrera física efectiva (Figura 16-5), 

Incluso una célula pequeña y morfológicamente sencilla como la de la levadura 
Saccharomyces cerevisiae necesita una polaridad grande y estable. La característica más no- 
table de la estructura de estas células es su elevada asimetría, evidente en la manera en que 
se dividen por yemas generando una célula hija pequeña y una célula madre más grande. 
Esta asimetría es debida ala orientación polar del citoesqueleto de actina. En estas células se 
producen dos tipos de ensamblaje de los filamentos de actina: cables de actina (largos haces 
de filamentos de actina) y fragmentos de actina (ensamblajes pequeños de filamentos 
asociados con el córtex celular que indican los lugares de endocitosis mediada por actina). 
Las células de levadura proliferantes deben ser muy polarizadas para permitir a la célula cre- 
cer una yema en un lugar concreto de la superficie celular, mientras que el lado opuesto cre- 
ce de forma uniforme. En este proceso, los fragmentos de actina se encuentran en una 
concentración elevada en el extremo en crecimiento de la yerna, con los cables de actina ali- 
neados y apuntando hacia ellos. Esta organización de actina dirige la secreción de la nueva 
pared celular y de otros materiales hacia el lugar de gemación (Figura 16-6). La organización 
polarizada de las estructuras de actina influye a la vez en la orientación del huso mitótico de 
focma que un conjunto completo de crormosomas replicados pueden ser dirigidos hacia la 
célula hija al final del proceso de la división celular. 


Figura 16-4 Un neutrófilo a la caza de una 
bacteria. <TGTA> En esta preparación de 
sangre humana, un grupo de bacterias (Mecha 
blanca) está a punto de ser capturado por un 
neutrófilo. Mientras la bacteria se desplaza, el 
neutrófilo reensambia rápidamente su densa 
red de actina del extremo en avance (rojo) 
para dirigirse hacia el lugar donde están las 
bacterias. El rápido proceso de ensamblaje y 
desensamblaje del citoesqueleto de actina 
en esta célula le permite cambiar la 
orientación y dirección de su movimiento 

en pocos segundos. (A partir de un vídeo 
grabado por David Rogers.) 
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Pequeñas subunidades proteicas forman cada uno de los tipos 
de filamentos del citoesqueleto á 


A menudo las estructuras del citoesqueleto recorren la célula desde 1n extremo a otro, ex- 
tendiéndose decenas o incluso centenares de micras, aunque por lo general cada una de las 
moléculas proteicas sólo miden unos cuantos nanómetros. La célula construye las grandes 
estructuras mediante el ensamblaje repetitivo de grandes cantidades de pequeñas subuni- 
dades, de la misma forma que muchos ladrillos forman un rascacielos. Dado que las subunida- 
des son pequeñas, difimden con rapidez por el citoplasma, mientras que los filamentos no. 
De esta forma, las células pueden reorganizarse estructuralmente de forma rápida, desen- 
samblando filamentos en un sitio y ensamblándolos en otro sitio más lejano (Figura 16—7). 

Los filamentos intermedios se forman a partir de subunidades más pequeñas que los 
convierten en alargados y fibrosos, mientras que los filamentos de actina y los microtúbulas 
se forman a partir de subunidades que hacen que sean compactos y globulares; las subuni- 
dades de actina forman los filamentos de actina, las subunidades de tubulina forman los mi- 


CIA SAG hemidesmosoma 
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Figura 16-5 Organización del citoesqueleto 
en células epiteliales polarizadas. Todos los 
componentes del citoesqueleto cooperan 
produciendo las formas características de las 
células especializadas incluyendo las células 
epiteliales que tapizan el intestino delgado. 
En la superficie apical (superior), mirando 
hacia el lumen intestinal, los haces de 
filamentos de actina (rojo) forman Jos 
microvilli que aumentan la superficie de la 
que dispone la célula para la absorción de los 
nutrientes a partir de los alimentos, Justo por 
debajo de los microvilli, una bañida circular 
de filamentos de actina contribuye a la 
formación de las uniones célula-céluta 

que impiden que el contenido del lumen 
intestinal sea vertido al organismo, 

Los filamentos intermedios (azi) están 
anclados a otros tipos de estructuras 
adhesivas incluyendo desrnmosormmas y 
hemidesmosomas que conectan las células 
epiteliales en una lámina robusta y las 
adhieren a la matriz extracelular subyacente 
en la cara basal de la célula; estas estructuras 
adhesivas tan irmportantes serán tratadas en 
el Capítulo 19. Los microtúbulos (verde) se 
distribuyen verticalmente desde la superficie 
apical de la célula hasta la superficie basal y 
proporcionan un sistema global coordinada 
que permite dirigir a los componentes de 
nueva síntesis hacia sus localizaciones 
específicas. 


Figura 16-6 Polaridad de los parches 

y cables de actina en el ciclo celular de 

la levadura. Las estructuras de actina 
filamentosa en las células de levadura, 
marcadas con faloidina fuorescente, están 
formadas por los parches de actina (manchas 
circulares brillantes) y los cables de actina 
(líneas extendidas). (A) En una célula madre, 
antes de la formación de la yerna, la mayorla 
de los parches se encuentran acumulados en 
un extremo, Los cables están alineados y 
apuntan hacía el conjunto de parches, higar 
donde aparecerá la yema. (8) Mientras la 
yema crece, la mayoría de parches 
permanecen en esta región. Los cables de 

la cétula madre continúan apuntando hacia 
este lugar de crecimiento de la nueva pared 
celular, (C) Los parches están distribuidos 
casi de forma uniforme sobre la superficie de 
la yema, que ya tiene casi el tamaño final 

(D) inmediatamente después de la división 
celutar, las células madre e hija forman 
nuevos parches, concentrados Cerca del 
iugar de división, aungue ambas células 
tienen todos los cables orientados al azar. 
De TS. Karpoya el al, ] Cell Bio E 
1501-1517, 1998. Con da autorización de 
The Rockefeller University Press. 
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crotúbulos. Los tres tipos de filamentos del citoesqueleto se forman a partir de ensamblajes 
helicoidales de sus subunidades (véase Figura 3-28), que se autozsocian, utilizando combi- 
naciones de contactos proteicos entre extremos y laterales. Las diferencias en la estructura 
de las subimidades y la resistencia de las fuerzas que las unen generan las diferencias críbicas 
en cuanto a estabilidad y propiedades raecánicas que caracterizan cada tipo de filamento. 

Las uniones covalentes entre sus subunidades mantienen juntos a la mayoría de polímeros 
biológicos, incluyendo DINA, RNA y proteínas. Por el contrario, interacciones no-covalentes 
débiles mantienen juntos los tres tipos de “polímeros” del citoesqueleto. En consecuencia, 
su ensamblaje y desensamblaje puede producirse rápidamente, sin necesidad de formar o 


subunidades polímeros 
solubles filarmentosos 
pequeñas largos 
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de romper enlaces covalentes, un nutriente 


En el interior de la célula, cientos de diferentes proteínas accesorias están asociadas al 
citoesqueleto y regulan la distribución espacial y el comportamiento dinámico de los fila- 
mentos transformado la información recibida a través de las vías de señalización en acciones 
del citoesqueleto, Estas proteínas accesorias se unen a los filamentos o a sus subunidades y 
determinan los lugares de ensamblaje de nuevos filamentos, regulan la ruptura de los fila- 
mentos formando subunidades, cambian la cinética de ensamblaje y desensamblaje, trans- 
forman la energía en fuerza y unen los filamentos unos a otros o a otras estructuras celulares 
como los orgánulos del citoesqueleto o a la membrana plasmática. En estos procesos las 
proteínas accesorias someten al citoesqueleto al control de las señales extracelulares e in- 
tracelulares, incluyendo las que producen las grandes transformaciones del citoesqueleto 
durante cada ciclo celular. Su acción conjunta permite a la célula encariota mantener la es- 
tructura interna altamente organizada y flexible que posee y posibilita el desplazamiento. 


Los filamentos formados por protofilamentos múltiples 
tienen propiedades ventajosas 


En general, se considera que la unión de subunidades proteicas formando un filamento es 
una simple reacción de asociación. Una subunidad libre se une al extremo de ua filamento 
que ya contiene n subunidades, formando un filamento que tendrá una longitud de n + 1. La 
unión adicional de cada subunidad en el extremo de un polímero genera un nuevo extremo 
al que puede unirse una nueva subunidad. Sin embargo, en las células los resistentes fila- 
mentes del citoesqueleto no se construyen simplemente uniendo subunidades de esta for- 
ma, como si se tratara de una cuerda lineal, Por ejemplo serían suficientes cerca de mil 
monómeros de tubulina en línea para abarcar el diámetro de una célula pequeña eucariota, 
pero un filamento formado de esta forma no tendría suficiente resistencia para resistir la 
energía ambiental, a menos que cada subunidad estuviera unida con fuerza a stis vecinas. 
Esta unión tan fuerte limitaría la velocidad de desensamblaje de los filamentos y transfor- 
maría el citoesqueleto en una estructura estática y poco útil 

Los polímeros del citoesqueleto combinan resistencia y adaptabilidad, ya que están 
construidos de múltiples protofilamentos largas cuerdas lineales formadas por subunida- 
des unidas extremo con extremo- que también se asocian de forma lateral; estos protofila- 
mentos se enrollan unos alrededor de otros formando una hélice. La adición o pérdida de 
una subunidad en el extremo de un protofilamento genera o rompe un conjunto de enlaces 
longitudinales y uno o dos conjuntos de enlaces laterales. Sin embargo, para que tu fila- 
mento se rorapa por la mitad hace falta que desaparezcan enlaces longitudinales en distin- 
tos protofilamentos al mismo tiempo (Figura 16-9). La gran diferencia energética entre 
ambos procesos permite a los flamentos del citoesqueleto resistir a las rupturas térmicas, 
mientras que sus extrernos son estructuras dinámicas, en los que la adición o la pérdida de 
subunidades se pueden producir rápidamente, 

De forma parecida a otras interacciones proteína-proteína, las subunidades de los fila- 
mentos del citoesqueleto se unen a través de lun gran número de interacciones hidrofóbicas 
y de enlaces no-covalentes débiles (véase Figura 3-4). La localización y el tipo de los enlaces 
que se producen entre las subunidades son distintos para los diferentes flarmentos del cito- 
esqueleto. Por ejermplo, los Blarmentos intermedios se ensamblan formando fuertes contac- 
tos laterales entre las partes sobreenrolladas de las hélices a, que se extienden sobre la 
mayor parte de la longitud de cada una de las subunidades Bibrosas. Dado que cada una de 
las subunidades está distanciada en el Blamento, los Marnentos intermedios toleran los es 
Uramientos y las rotaciones, y formaan estoucturas gidas parecidas a cuerdas (Figura 16-9). 
Por el contrario, los ricrotúbulos se generan a partir de subunidades globulares que se Man 
Benen juntas principalmente mediante enlaces longla ales, de forma 


que los enlaces 


DESENSAMBLAJE 
DE UN FILAMENTO 
Y DIFUSIÓN RÁPIDA 
DE SUBUNIDADES 


j REENSAMBELAJE 
DE FILAMENTOS 
EN EL MISMO LUGAR 


(8) 


Figura 16--7 El citoesqueleto durante los 
cambios en la forma celular. La formación 
de los filamentos proteicos a partir de 
subunidades proteicas mucho más pequeñas 
permite un ensamblaje y desensamblaje 
regulado, lo que redefine la forma del 
citoesqueleto. (A) Formación de un filamento 
a partir de una proteína pequeña. (8) Rápida 
reorganización del citoesqueleto en una 
célula respondiendo a una señal externa. 
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PROTOFILAMENTOS MÚLTIPLES: TÉRMICAMENTE ESTABLES 


laterales que unen a 13 protoflamentos son mucho más débiles. Por esta razón, los micro- 
túbulos se rompen con más facilidad cuando se curvan que los filamentos intermedios. 


La nucleación es la etapa limitante en la velocidad 
de formación de los polímeros del citoesqueleto 


La organización en protofilamentos múltiples de los polímeros del citoesqueleto supone im- 
portantes consecuencias adicionales. Oligórneros cortos formados por unas cuantas subu- 
nidades pueden ensamblarse de forma espontánea, pero son inestables y se desensamblan 
fácilmente puesto que cada inoniómero sólo está unido a unos cuantos monómeros distin- 
tos. Para que se forme un filamento grande, las subunidades se fenen que ensamblar en un 
agregado inicial, o núcleo, que está estabilizado mediante muchos contactos subunidad-su- 
bunidad y que a partir de entonces puede alargarse con rapidez mediante la adición de más 
subunidades. El proceso inicial de ensamblaje de este núcleo se llama nucleación del fila- 
mento, y puede durar bastante tiempo, dependiendo del número de subunidades que se de- 
ban unir para formar el núcleo inicial 

La inestabilidad de los pequeños agregados genera una barrera cinética a la nucleación, 
que puede observarse con facilidad en una sotución de actina o tabulina puras (as subuni- 


subunidades largas escalonadas: dominan los contactos laterales 


PROPIEDADES 
PARECIDAS 
A CUERDAS 


Figura 16-8 Estabilidad térmica de los 
filamentos del citoesqueteto con extramos 
dinámicos. La formación de un filamento 
del citoesqueleto a partir de más de un 
protofilamento permite el dinamismo de 
sus extremos, de forma que los filamentos 
resisten la ruptura térmica. En este ejemplo 
hipotético, el filamento estable está formado 
por cinco protofilamentos. Los puentes que 
mantienen unidas las subunidades en los 
filamentos se muestran en rojo. 


Figura 16-9 Un filamento resistente 
formado por subunidades fibrosas 
alargadas con contactos laterales fuertes, 
Los filarnentos intermedios están 
organizados de esta formra y, por tanto, 
son especialmente resistentes a las fuerzas 
de replegamiento y estiramiento aunque 
se doblan fácilmente. 
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És aquí se añaden filamentos de actina preformados 


(A) tiempo después de añadir la sal ——=> 


dades de los filamentos de actina y de los microtúbulos, respectivamente). Cuando se inicia”. 


la polimerización en un tubo de ensayo que contenga los componentes individuales (au- 
mentando la temperatura o la concentración de sales), se produce una fase inicial de calma 
(lag) en la que no se observan filamentos. Sin embargo, en esta fase inicial unos cuantos 
agregados pequeños e inestables tienen éxito y se transforman en formas filamentosas más 
estables de forma que a esta fase inicial le sucede una fase de elongación rápida del flamen- 
to en la que las subunidades se añaden rápidamente a los extremos del filamento nucleado 
(Figura 16-104). Por último, el sistema llega a una fase de equilibrio en la que la velocidad de 
adición de nuevas subunidades en los extremos del flamento se equilibra con su velocidad 
de disociación. La concentración de subunidades libres en solución en este punto recibe el 
nombre de concentración crítica, C¿. Como se explica en el Panel 16-2 (pp. 978-979), el valor 
de la concentración crítica es igual a la constante de velocidad de pérdida dividida por la 
constante de velocidad de adición, es decir, Co Kkorr/ Con. 

La fase inicial del crecimiento de los filamentos se elimina silos filamentos terminales 
preexistentes (tales como fragmentos de filamentos que se han formado químicamente) se 
añaden a la solución al principio de la reacción de polimerización (Figura 16-10B). La célu- 
la aprovecha esta necesidad de nucleación: utiliza proteínas especiales para catalizar la nu- 
cleación de filamentos en lugares determinados y determinan la localización en la que se 
ensarmblen nuevos filamentos. En el fondo, la regulación de la nucleación de los filamentos 
es una manera para que las células controlen su forma y su movimiento. 


Las subunidades de actina y de tubulina se ensamblan cabeza 
con cola dando lugar a filamentos polares 


Los microtúbulos están formados por subunidades de tubulina. Cada subunidad de tubuli- 
na es un heterodímero formado por dos tipos de proteínas globulares inddmamente relacio- 
nadas denominadas ftubulina oy tubulina fl, que están unidas con fuerza ente sí mediante 
enlaces no-covalentes (Figura 16-11). Estas dos proteínas sólo se encuentran en este hete- 
rodímmero. Cada monórmnero a. 0 ptiene un lagar de unión para una molécula de GTP El GTP 
unido aun monómero de tubulina a queda físicamente atrapado en la interfase del dímero 
y nunca puede ser hidrolizado o expulsado; puede ser considerado como parte integral de la 
estructura heterodimérica de la tubulina. Por el contrario, el mucleótido de la subunidad de 
tubulina f aparece tanto en forma de GTP como de GDP y puede ser hidrolizado. Como se 
expondrá más adelante, la hidrólisis del GTP situado en este lugar dene un efecto iniportan- 
te en la dinámica de los microtúbulos. ve se a 

Un microtúbulo es una estructura cilíndrica hueca formada por 13 protofilamentos pa- 
ralelos, cada uno de los cuales está formado por moléculas de tubulina o y tubulina f que se 
alternan. Cuando los heterodímeros de tubulina se ensarablan formando el microtúbulo ci- 
lHindrico hueco, se producen dos tipos de contactos proteína-proteína. A lo largo del eje lon- 
gitudinal del roicrotúbulo, la “cabeza” de una molécula de tubulina fl se une con la “cola” de 
la molécula de tubulina a del heterodímero adyacente. Este tipo de unión es muy parecida a 
la que mantiene juntos a los monómeros a y B formando un dimero; la energía de unión es 


tiempo después de añadir la sal ——— 


Figura 16-10 Polimerización de actina en 
función del tiempo en un tubo de ensayo. 
(A) La polimerización empieza cuando 
aumenta la concentración salina de una 
solución de subunidades puras de actina. 
(B) La polimerización empieza de la misma 
forma, pero con fragmentos de filamentos 
de actina preformados que actúan como 
lugar de nucleación para el crecimiento 

del filamento. Tal como se indica, el 
porcentaje (9%) de subunidades libres refleja 
la concentración crítica (Cc), el punto en el 
cual no existe intercambio neto de polímero. 
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muy elevada. Perpendicularmente a estas interacciones se forman contactos laterales entre 
protofilamentos vecinos. En esta dimensión, los contactos laterales principales se forman 
entre monómeros del mismo tipo (a:-a, P-B). Ambos tipos de contactos se repiten en la lá- 
mina helicoidal regular del microtúbulo. Debido a que los contactos múltiples en la lámina 
mantienen a las subunidades en su lugar, la adición o sustracción de subunidades se produ- 
ce casi exclusivamente en los extremos del microtúbulo (véase la Figura 16-8). Estos contac- 
tos múltiples entre subunidades convierten a los microtúbulos en estructuras rígidas 
difíciles de doblegar. La rigidez de un filamento se caracteriza por su longitud continua, una 
propiedad del filamento que describe cuál debe ser su longitud antes que las fluctuaciones 
térmicas aleatorias provoquen su curvamiento. La longitud continua de un rnicrotúbulo es 
de algunos milímetros y los convierte en los elernentos estructurales más rígidos y rectos de 
la mayoría de células animales. 

Las subunidades de cada 11mo de los protofilamentos de un amicrotúbulo se ensamblan 
a partir de subunidades que apuntan en la misma dirección y los protoflamentos están 
alineados en paralelo (en la Figura 16-11, por ejemplo, en cada heterodímero la tubulina as 
está hacia abajo y la tubulina f hacia arciba). Así pues, el microtábulo tiene 1na estructura 
diferencial polarizada, con las tubulinas a. expuestas en un extremo y las tubulinas f ex- 
puestas en el otro extrenno, 

La subunidad de actína es una cadena polipeptídica globular simple y no es un dímero 
sino que es un monómezro. Como en el caso de la tubulina, cada subunidad de actina dis- 
pone de un lugar de unión para un nucleótido, pero para la actína los nucleótidos son el ATP 
(o ADP) en vez del GTP (o GDP) (Figura 16-12). De forma similar a la tabulina, las subuni- 
dades de actina se ensarmblan cabeza con cola generando filamentos con distinta polaridad 
estructural. Se puede considerar que un filamento de actina está formado por dos protofila- 
mentos paralelos que giran uno sobre el otro siguiendo una hélice de rotación hacia la 
derecha. Los filamentos de actina son relativamente Mexibles y se curvan con facilidad corm- 
parados con los microtábulos huecas y cilíndricos, con una longitud contianma de sólo unas 
cuantas decenas de micras. Pero en una célula viva, proteínas accesorias (véase más adelan- 
te) anen y entrecruzan los flementos unos con otros, haciendo que estas grandes estructu 
ras de actina sean mucho más resistentes que los filamentos individuales. 


18) 119) 


microtúbulo 


Figura 16-11 Estructura de un microtúbulo 
y sus subunidades, (A) La subunidad de cada 
protofilamento es un heterodímero de 
tubulina, formado por un par de monómeros 
de tubulina el y de tubulina $, íntimamente 
unidos entre sí. La molécula de GTP en el 
monémero de tubulina está unida dle tal 
forma que puede considerarse parte integral 
de la proteína. Por el contrario, la molécula de 
GTP en el monómero de tubulina [) no está 
unida tan íntimamente, pero tiene un papel 
muy importante en la dinámica del filamento. 
Ambos nucleótidos se representan en cojo. 
En (B) se muestra esquernáticamente una 
molécula de tubulina (un heterodimero cef) 
y un protofilamento. Cada protofilamento 
está formado por muchas subunidades 
adyacentes que tienen la misma orientación. 
10 El microtútalo es un tubo formado por 

13 protofilamentos alineados en paralelo. 

(D) Segrnenrío corto de un microtúbulo 
observada con el microscopio electrónico, 

(E) Electromicrografía de un corte transversal 
de un microtúbulo que muestra el anillo de 
13 protofilarnentos. (D, por cortesia de 
Richard Wade; E, por corresía de Richard 
Linck) 
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Microtúbulos y filamentos de actina tienen dos extremos distintos 
que crecen a velocidades diferentes 


La orientación paralela y regular de sus subunidades proporciona a los filamentos de actina 
y alos microtúbulos su polaridad estructural. Esta orientación determina que los dos extre- 
mos de cada polímero sean distintos, de manera que tienen un efecto muy importante en las 
velocidades de crecimiento de los filamentos. La unión de una subunidad al extremo de un 
filamento de n subunidades, genera un filamento de n + 1 subunidades. En ausencia de hi- 
drólisis de ATP o de GTB la diferencia de energía libre y, en consecuencia, la constante de 
equilibrio (y la concentración crítica), para la adición de una subunidad a un extrerno del 
polímero, serán las mismas que para la adición al otro extremo del polímero. En este caso, las 
constantes de asociación de ambos extremos Xon / kog serán idénticas, aunque los valores 
absolutos de ambas constantes pueden ser distintos. 

En un filamento de estructura polar, las constantes cinéticas para la asociación y la di- 
sociación Kon y kore respectivamente son a menudo mucho mayores en un extremo que en el 
Otro. Así pues, si se permite que un exceso de subunidades purificadas se ensarmble a frag- 
mentos marcados de filamentos preformados, se observa que uno de los externos de cada 
fragmento se alarga mucho más rápido que el otro (Figura 16-13). Silos Blamentos se dilu- 
yen rápidamente de forma que la concentración de subunidades disminuye por debajo de la 
concentración crítica, el extremo de crecimiento rápido se despolimeriza también a la mis- 
ma velocidad. El más dinámico de los dos extremos de un flamento, donde tanto el creci- 
miento como la disociación se producen rápidamente, se llama extremo más, y el otro 
recibe el nombre de extremo renos. 

En los microrúbulos, las subunidades o. están expuestas en el extremo menos y las 
subunidades fi en el extremo más. En los filamentos de actina, la ranura de unión de ATP en 
el monómero está dirigida hacia el extremo menos. (Por razones históricas, los exbrernos 
más de los filamentos de actina se conocen como extremos “romos” -barbed.-- y los extre- 
mos menos coro “puntiagudos” -polnted- debido a la apariencia de Hecha de las cabezas 
de miosina cuando se unen al Alamento,) e 

El alargamiento del filamento se produce de forma espontánea cuando la variación de 
energía libre (46) para la unión de una subunidad soluble es inferior 2.0. Este fenómeno ocu- 
re cuando la concentración de las subunidades en solución supera la concentración crítica. 
Asimismo, la despolimerización se produce rápidamente cuando la variación de energía li- 
bre es superior a cero. Una célula puede combinar procesos energéficamente desfavorables 
con estos procesos espontáneos; así pues, la celula puede usar la energía libre Bberada due 
rante la polimerización o la despolimerización espontáneas de los filamentos para realizar 
un trabajo rmecásico, en particular, para empujar o estirar una carga que lleve adherida el fi- 


molécula de actina 
| 


extremo 
más 


extremo 
menos 


alas: 
(O) 50 nm 


Figura 16-12 Estructura de un mornómero y 
de un filamento de actina. (A) El monómero 
de actina tiene un nucleótido (ATP o ADP) 
unido en una ranura profunda en el centro 
de la molécula, (B) Disposición de los 
monómeros en el filamento. Aunque a 
menudo el filamento se describe como una 
hélice simple de monómeros, también se 
puede imaginar como dos protofilamentos 
que se mantienen unidos entre sí por 
contactos laterales y que se enroscan uno 
alrededor de otro como dos hebras paralelas 
de una hélice, con un giro repetido cada 

37 nm. Dentro del filamento todas las 
subunidades tienen la misma orientación. 
(C) Electromicrografías de filamentos 

de actina contrastados negativamente. 

(E, cortesía de Roger Craig.) 
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lamento. Por ejemplo, el alargamiento de los microtúbulos puede ayudar a empujar las 
membranas hacia el exterior y su despolimerización puede estirar alos cromosomas mitóti- 
cos separándolos de sus homólogos durante la anafase. De forma parecida, la elongación de 
los filarnentos de actina interviene en la forrnación del extremo director de las células móvi- 
les, como analizaremos más adelante. 


El recambio rotatorio (treadmilling) y la inestabilidad dinámica 
son consecuencias de la hidrólisis de nucleótidos producida 
por la tubulina y la actina 


La presente explicación de la dinámica de los flamentos ha ignorado un hecho crítico que 
puede aplicarse tanto a los filamentos de actina como a los microtúbulos. Además de su ha- 
bilidad para formar polímeros no-covalentes, las subunidades de actina y de tubulina son 
enzimas capaces de hidrolizar nucleósidos trifosfato, ATP o GTB respectivamente. En el ca- 
so de las subunidades libres, esta hidrólisis se produce muy lentamente, pero se acelera 
cuando las subunidades seincorporan a los filamentos. Poco después de la incorporación de 
una subunidad de actina o de tubulina a un filamento, se produce esta hidrólisis; el grupo 
fosfato es liberado de cada subunidad, pero el nucleósido difosfato permanece atrapado en 
la estructura del filamento (en la tubuwina, el lugar de unión del nucleótido se encuentra en 
la parte media entre dos subunidades vecinas véase Figura 16-11--, mientras que en la acti- 
na, el nucleótido se encuentra en una ranura cerca del centro de la subunidad —véase Figura 
16-12). Así pues, pueden existir dos tipos de estructuras distintas, una, la "forma T” con el 
nucleótido trifosfato unido (ATP para la actina y GTP para la tubulina), y otra, la “forma D” 
con el nucleótido difosfato unido (ADP para la actina, GDP para la tubulina). 

Cuando el nucleótido se hidroliza, buena parte de la energía libre liberada por la rotura 
de los enlaces fosfato-fosfato, de alta energía, se almacena en la red del polímero. Esto pro- 
voca que la variación de euergía libre para de la disociación de la forma D del polímero sea 
más negativa que la variación de energía libre para la disociación de la forma T del polímero. 
En consecuencia, la proporción de kogr/ kon para la forma D del polímero, que es numérica- 
mente igual a su concentración crítica ¿C¿00)], es mayor que la proporción correspondiente 
para la forma T del polímero. Así pues, 0D) es mayor que C¿CP), Para ciertas concentracio- 
nes de subunidades libres, las formas D se disociarán mientras que las formas T crecerán. 

En una célula viva, la mayoría de subunidades libres están en forma T, dado que la con- 
centración libre tanto de ATP como de GTP es alrededor de diez veces más alta que las de 
ADP y GDP Cuanto más tiempo haga que las subunidades se hayan unido al polímero, más 
probable es que hayan hidrolizado su nucleótido. El hecho de que la subunidad del extremo 
de un filarnento esté en forma T o D condicionará las velocidades relativas de hidrólisis y de 
adición de subunidades, Si la velocidad de unión de subunidades es alta, es decir, el fila- 
mento está creciendo rápidamente, será más fácil que se añada una nueva subunidad al 
polímero antes de que el nucleórido que se ha unido antes haya sido hidrolizado, de forma 
que el extremo del polímero permanecerá en la forma T, coniuna cabeza ATP o GTP. Sin em- 
bargo, si la velocidad de unión de las subunidades es baja, se puede producir la hidrólisis del 
nuecleótido trifosfato antes de que se añada la nueva subunidad y el extremo del filamento 
estará en la forma ID, 

La velocidad de unión de subunidades al extrerno de un filamento es igual al producto 
de la concentración de subunidades libres por la constante de velocidad kon. La Ion es mu- 
cho más rápida para el exvremo más de un lamento que para el extrerno menos, debido a 
las diferencias estructurales entre ambos extremos del Blamento (véase Panel 16-2). A una 
concentración intermedia de subunidades libres, puede ser que la velocidad de unión de 
subunidades sea mayor que la hidrólisis de nucleótidos en el extrerno rnás, pero menor que 
la hidrólisis de nucleótidos en el extrerao menos. En este caso, el extremo más de un fila- 
mento permanecerá en la conformación Ty el extremo menos adoptará la conformación D, 
Como acabamos de explicar, la forma D tiene una concentración crítica más alta que la for- 
ma T da forma D tiende más fácilmente hacia el desensarnblaje, mientras que la forma T 
tiende más fácilmente hacía el ensamblaje). Si la concentración de subunidades libres en 


forma T (es decír, del exremo más), pero más baja que la concentración crítica de la forma 
D (es decir, del extremo menos)-, el Blarnento añadirá subunidades en el extremo más y si- 
miltánearmente perderá subunidades en el extremo menos. Este hecho determina la pro- 
piedad del recanabio rotatorio ( treadiriiling de Hiamenzos (Figura 16-14 y Panel 16-2). 


microtúbulos acabados de formar 


Figura 16-13 Crecimiento preferencial 

de microtúbulos en los extremos “más”, 
Tanto los filamentos de actina como los 
microtúbulos crecen más rápido por un 
extremo que por el otro. En este caso, un 

haz estable de microtúbulos obtenido del 
axonema de un cilio (descrito más 

adelante) se incuba durante un tiempo corto 
con subunidades de tubulina en condiciones 
de polimerización. Los microtúbulos crecen 
más rápidamente en el extremo “más” del haz 
de microtúbulos, extremo que se encuentra 
en la parte superior en esta microfotografía. 
(Por cortesía de Gary Borisy.) 
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Durante el recambio rotatorio, las subunidades son rechutadas en el extremo más del 
polímero en forma T y liberadas del extremo menos en forma D. La hidrólisis de ATP o GTP 
que se produce origina la diferencia de energía libre de las reacciones de asociación /diso- 
ciación en los extremos más y menos de los filamentos de actina y de tubulina, haciendo po- 
sible este recambio rotatorio. A una determinada concentración intermedia de subunidades, 
el crecimiento del filamento en el extrerno más se equilibra exactamente con la disociación 
del lamento en el externo menos. Entonces, las subunidades oscilan rápido entre los esta- 
dos libre y flamentoso, mientras que la longitud total del filamento permanece constante. 
Este recambio en estado estacionario necesita un consumo constante de energía a partir de 
la hidrólisis de los nucleósidos trifosfato. La cantidad de recambio rotatorio que se produce 
en el interior de la célula no se conoce con certeza, pero in vitro se ha observado el recambio 
de un fMlaraento sencillo es el caso de la actina y en células vivas se ha observado un fenó- 
meno parecido a éste en el caso de microtúbulos individuales (Figura 16-15). 

Las diferencias cinéticas entre el comportamiento de la forma T y de la forma D tienen 
otra consecuencia importante para el comportamiento de los lamentos. Si la velocidad de 
unión de subunidades a un extremo es parecida en magnitud a la velocidad de hidrólisis, 
hay una probabilidad finita de que este extremo se mantenga en la forma T, porque la hidró- 
lisis finalmente “atrapará" a la unión y transformará el extremo en la forma D. Esta transtor- 
mación es repentina y al azar, conmomna cierta probabilidad por unidad de tiempo. 

Supongamos que la concentración crítica de subunidades libre es intermedia entre 
la concentración crítica del extremo en forma T y la concentración crítica del extremo en 
forma D (es decir, en el mismo rango en el que se observa el recambio rotatorio). En estas 
condiciones, cualquier extremo que esté en forma T crecerá, mientras que cualquier extre- 
mao que esté en forma D se acortará. En un filamento, un extrerno podría crecer dimante un 
cierto periodo de tierapo en forma T, para cambiar repentinamente a la forma D y empezar 
a disociarse con rapidez incluso aunque la concentración de subunidades libre se mantu- 
viera constante. Un Germpo más tarde, podría de nuevo volver a la forma T y crecer de nuevo, 
Esta interconversión rápida entre un estado en crecimiento y un estado en disociación a una 
determinada concentración de subunidades libre, se denomina inestabilidad dinámica 
(Figura 16-164), El cambio desde el crecimiento al acortamiento rápido se lama catástrofe, 
mientras que el cambio hacia el crecimiento se conoce como rescate. <COCA> 

En una población de microtúbulos, en cualquier momento, algunos de los extremos es- 
tán en forma Y y otros están en forma D y la proporción depende de la tasa de hidrólisis y de 
la concentración de subunidades libres en un momento dado. La diferencia estructural entre 


Una célula fue inyectada con tubulina que se había unido covalenternente al colorante 
fluorescente rodamina, de forma que una de cada 20 tubulinas era fluorescente, Se 
observó la fuorescencia de los diferentes microtúbulos con una cámara electrónica 
may sensible. El microtúbulo mostrado parece deslizarse de izquierda a derecha, pero 
en realidad el enrejado del micrortúbulo permanece estacionario (como se muestra por 
la señal en el microtúbulo que se indica con la flecha roja) mientras el extremo más la 
la derecha) crece y el extrerno menos la la izquierda) se acorta, El extremo más tembién 
muestra inestabilidad dinámica. De CM. Naterman-Storer y ED. Sairnon. 1 Cell Biol. 
139:417-434, 1997. Con la autorización de The Rockefeller University Press) 


Figura 16-14 Recambio rotatorio de un 
filamento de actína o de un microtúbulo, 
debido a la hidrólisis del nucleósido 
trifosfato tras la adición de una subunidad. 
(A) Esquema explicativo de la existencia de 
concentraciones críticas (C,) distintas en los 
extremos más y menos, Las subunidades con 
nucleósidos tiifosfato unidos (subiinidades 
de forma T) polimerizan en ambos extremos 
de un filamento en crecimiento; entonces, 

el nucleótido es hidrolizado en el entramado 
del filamento. En este ejemplo, mientras 

el filamento crece, en el extremo rnás el 
proceso de crecimiento es más rápido que 

el acortamiento y, en este extremo, la 
subunidad terminal siempre está en 

la forma T. Sin embargo, en el extremo 
menos el acortamiento es más rápido que el 
crecimiento, de forma que las subunidades 
terminales en este extrerno están en la forma 
D. (B) El recarnbio rotatorio se produce a 
concentraciones intermedias de subunidades 
libres. La concentración crítica para la 
polimerización en el extremo de un filamento 
con la forma Tes más baja que para el 
extremo con la forma D. Si la concentración 
de subunidades se encuentra entre estos dos 
valores, el extremo más crece mientras que 
el extrerno menos se acorta y se produce 

el recambio rotatorio, 
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VELOCIDADES DE CRECIMIENTO z 
NUCLEACIÓN Un polímero helicoidal está estabilizado mediante muchos 


Y DE ACORTAMIENTO 
] [ ' contactos entre subunidades adyacentes. Para la actina, dos moléculas de actina 
Un pofímero lineal de moléculas proteicas, Es se unen mediante enlaces relativamente débiles, pero ta unión de un tercer 


como por ejemplo un filamento de actina 22 monómero de actina formando un trímero proporciona una mayor estabilidad 
¿o un microtúbulo, se ensambla (polimeriza) ¿ al conjunto. 


y se desensambla (despolimeriza) mediante la 
adición y la eliminación de subunidades en los 
extremos del polímero. La velocidad de adición 

de estas subunidades (llamadas monómeros) 
viene dada por la constante k,¿p, cuyas unidades 
son de M7! seg”!, La velocidad de pérdida viene ES 
dada por la constante Kkosf (unidades seg”). 


olímero (con n subunidad bunidad 
P a ed EROS La adición posterior de monómeros puede tener lugar sobre este trimero, que 


actúa como núcleo de la polimerización. El lugar de nucleación de la tubúlina es 
mucho más grande y tiene una estructura más compleja (posiblemente ún anillo 
de 13 o más moléculas), pero el principio es el mismo. == 

El ensamblaje de un núcleo es relativamente lento, lo que explica la fase inicial 
lenta (fase lag, de retraso) producida durante la polimerización. La fase lenta se 
puede reducir o eliminar por completo si se añaden núcleos prefabricados, tales 
como fragmentos de microtúbulos o filamentos de actina previamente 
polímerizados. 


CONCENTRACIÓN CRÍTICA POLIMERIZACIÓN EN FUNCIÓN DEL TIEMPO 
El número de monómeros que se añaden por 4 Elensamblaje de una proteína formando un polímero helicoidal (p.ej., 
segundo al polímero (filamento de actina un filamento del citoesqueleto o un flagelo bacteriano), muestra está curva 
o microtúbulo) será proporcional a la respecto al tiempo: 
concentración de las subunidades libres (k¿. O, FASE DE 
pero las subunidades abandonarán el extremo EQUILIBRIO 
del polímero a una velocidad constante (kos5) 
que no depende de C. A medida que el 
polímero va creciendo, las subunidades se 
van incorporando de forma que C cae hasta 
4 alcanzar un valor constante denominado 
concentración crítica (C). A esta concentración, 
la velocidad de adición de subunidades es 
igual a la velocidad de pérdida. 

En este punto de equilibrio, 


Ectia tiempo —— 
Kon € = Koff sE E ; 7 a 
La fase inicial retrasada (fase lag) corresponde al tiempo que dura la nucleación. 


FASE DE 


FASE A CRECIMIENTO 
INICIAL y 


RETRASADA 


cantidad de polímero —> 


4 de forma que La fase de crecimiento se produce mientras los monómeros se añaden a los extremos 
Esy expuestos del polímero en crecimiento, provocando la elongación del filamento. 
: an es La fase de equilibrio, o estado estacionario, se alcanza cuando el crecimiento 
(donde K es la constante de equilibrio para la del polímero debido a la adición de monómeros está exactamente en equilibrio 
adición de subunidades, véase Figura 3-43). con el acortamiento del polimero esas a la pérdida de monómeros. 


EXTREMOS MÁS Y EXTREMOS MENOS 


Los dos extremos de un filamento de actina o de un 

microtúbulo polimerizan a velocidades distintas. El extremo 

de crecimiento rápido se llama extremo más, mientras que extremo 
el extremo de crecimiento lento se lama extremo menos. menos 
La diferencia de velocidad de crecimiento de los dos extremos 

es posible gracias a cambios conformadonales de cada subunidad 
cuando se incorpora al polímero. 


extremo 


subunidad 4 "subunidad en 
libre Z “e el polímero 


Este cambio conformacional afecta a la velocidad con la que las 

subunidades se añaden a los dos extremos. en ambos casos. Así pues, la AG de Ja subunidad perdida, que 
Los valores de k,,, serán distintos para el extremo más y para el determina la constante de equilibrio para su asociación al 

extremo menos del polímero, pero la relación kogf ko, y, por tanto, extremo, es idéntica en ambos extremos. 5 el extremo más crece 

la C,. será la misma en ambos extremos para el caso de una reacción cuatro veces más rápido que el extrerno menos, también tiene 

de polimerización sencilla (sin hidrólisis ni de ATP ni de GTP). Esto que disociarse cuatro veces más rápidamente. Por tanto, para 

es debido a que cuando se pierde una subunidad en un extremo, C> £,, ambos extremos crecen; para € < C,, ambos se acortan. 

se rompen exactamente el mismo número de interacdones entre La hidrólisis del nudeósido trifosfato que acompaña a la 

subunidades que cuando se pierde una subunidad en el otro extremo, — polimerización de la actina y de la tubulina elimina este 

y el estado final de la subunidad después de la disociación es idéntico condicionante. 


HIDRÓLISIS DE NUCLEÓTIDOS 


Cada molécula de actina transporta una molécula de ATP fuertemente unida, que es 


CASQUETES DE ATP Y DE GTP 


La velocidad de adición de subunidades 


hidrolizada formando una molécula de ADP también unida con fuerza a la actina 

en cuanto se ensambla en el polímero. De manera similar, cada molécula de tubulina 
transporta una molécula de GTP fuertemente unida, que se convierte en una molécula 
de GDP unida igual en cuanto la molécula se ensambla en el polímero. 


(1 = monómero 
que transporta ATP o GTP) 


- To (O = monómero 
subunidad en el polímero que transporta ADP a GDP) 


La hidrólisis del nucleótido unido reduce la afinidad de unión de cada subunidad 
respecto a la subunidad vecina, haciéndola más fácilmente disociable de cada uno 
de los extremos del filamento (véase Figura 16-16 para un posible mecanismo). 
Por lo general, es la forma ¿HE la que se añade al filamento y es la forma p la 
que se libera del filamento. Si sólo se consideran los acontecimientos que tienen 


lugar en el extremo más: 
kt 


on 


e 


monómero libre 


8) 
os 


el nucleótido que llevan unido. En estas 


3 de GTP en el microtúbuio. : 


en crecimiento puede ser más rápida 
que la velocidad a la cual se hidroliza 


condiciones, las subunidades de los extremos 
del filamento forman tun casquete (“cap”) 


=) de subunidades que tienen unido el 
2 nucleósido trifosfato: un casquete de ATP 


en el filamento de actina y un casquete 


casquete de ATP o de GTP 


A > e 


p 


En z 
Como antes, el polimero crecerá hasta que C= C.. Por motivos didácticos, podemos ¿% 
considerar que kP, y KT ¿5 son insignificantes, de forma que podemos decir que za 
el crecimiento del polímero cesa cuando 3 
(ost == 
T — fD aio 3 

Con C= Kkorr o e Es 
on 


Se trata de un estado estacionario y no de un verdadero equilibrio, ya que el ATP 


que es hidrolizado puede ser reemplazado por una reacción intercambiadora de 
nucleótidos de la subunidad libre f .. 


Una consecuencia de la hidrólisis del nucleótido que acompaña la formación 
de un polímero es la variación de la concentración crítica en los dos extremos 
del polímero. Debido a que k? ¿gr y KT o, se refieren a reacciones diferentes, 


la relación ¡Poggk? ¿y no tiene por qué ser necesariamente la misma en los dos 
“extremos del polímero, siendo: 


C, (extremo menos) > €, lextremo más) 


Asumiendo que ambos extremos del polímero son accesibles, continuará 
la polimerización hasta que la concentración del monómero libre supere 
el valor de €, para el extremo más, pero esté por debajo de €, para 

el extremo menos. En este estado estacionario, las subunidades se 
ensamblarán al extremo más y se desensamblarán del extremo menos 

a velocidades idénticas. El polímero mantendrá una longitud constante 
pero existirá tun flujo neto de subunidades a través del polímero, lo que 
se conoce como intercambio rotatorio. 


DINÁMICA 


Los microtúbulos se despolimerizan unas 100 veces más rápidamente del extremo 
que contiene GDP que del extremo que contiene GTP. Un casquete de GTP favorece 
el crecimiento, pero si se pierde, se produce un acortamiento. 


casquete de GTP 


$08 ¡Sé 
aa Sn 


CRECIMIENTO EEE) 


Ce 
fenómeno llamado inestabilidad dinámica. 


La INESTABILIDAD DINÁMICA y el 
INTERCAMBIO ROTATORIO son dos 
comportamientos observados en los 
polímeros del citoesqueleto. Ambos 
procesos están asociados con la hidrólisis 
de nucleótidos trifosfato. Se cree que la 
inestabilidad dinámica predomina en los 
microtúbulos mientras que el intercambio 
rotatorio podría predominar en los 
filamentos de actina. 


IFRA 
serra 


da microtúbulo puede alternar periodos de crecimiento lento y de desensarnblaje rápido, 


A A 


A A tr 
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el extremo en forma T y los extremos en forma D es muy grande. Las subunidades de tubuli- 
na con el GTP unido al monórmero f producen protofilamentos rectos que forman contactos 
laterales regulares fuertes con otras subunidades. Pero la hidrólisis de GTP a GDP está aso- 
ciada a un sutil cambio conformacional de la proteína que convierte a los protofilamentos 
en curvados (Figura 16-16B). En un microtúbio que esté creciendo rápidamente, el extre- 
mo GTP constriñe la curvatura del protofilamento y el extremo parece recto. Pero cuando 
las subunidades terminales han hidrolizado sus nucleótidos, esta constricción es eliminada 
y aparece el extremo curvado. Esta liberación cooperativa de la energía de hidrólisis almace- 
nada en el microtúbulo produce un rápido desprendimiento del microtúbulo y, en conse- 
cuencia, aparecen anillos y oligómeros curvados de tubulina unida a GTP cerca de los 
extremos de los microtúbulos en despolimerización (Figura 16-16C). 

Los filaraentos de actina también sufren fluctuaciones de longitud pero a una escala 
mucho menor, puesto que en su estado estacionario la longitud fluctúa solamente unas mi- 
cras o algunos minutos silo comparamos con las decenas de micras de los microtúbulos en 
la inestabilidad dinámica. En la mayoría de células eucariotas, se considera que la inestabi- 
lidad dinámica predomina en los microtúbulos mientras que el intercarmbio rotatorio pre- 
domina en los filamentos de actina. 


El recambio rotatorio y la inestabilidad dinámica facilitan 
la reorganización rápida del citoesqueleto <4AAT> 


Tanto la inestabilidad dinámica como:el recambio rotatorio permiten a la célula mantener 
el mismo contenido de filamentos, mientras que las subunidades oscilan de forma cons- 
tante entre los filamentos y el citosol. ¿Cuál es el dinamismo de los microtúbulos y delos fi- 
lamentos de aciúna dentro de una célula? Un microtúbulo que presente diferencias 
estructurales importantes entre los extremos en crecimiento y los extremos en disociación, 
oscila entre crecimiento y disociación cada pocos minutos. Los extrermos de los diferentes 
microvíbulos se pueden observar a tiempo real y estudiar su inestabilidad dinámica 
(Figura 16-17). Debido a su pequeño tamaño y su denso empaquetamiento es mucho más 
difícil visualizar los extremos de los filementos de actina individuales en una célula viva. 
Sin embargo, utilizando técnicas adecuadas basadas en el microscopio de fhuorescenria, se 
puede observar que el recambio de los filamentos de actina es bastante rápido, de forma 
que cada filamento sólo persiste durante unas pocas decenas de segundos o algunos mi- 
nutos. 

A. primera vista, el comportamiento dinámico de los filamentos parece una pérdida de 
energía. Para mantener constante una concentración de filamentos de actina y de micro- 
túbulos, muchos de los cuales están en proceso de recambio rotatorio o inestabilidad diná- 
mica, la célula tiene que hidrolizar grandes cantidades de nucleósidos trifosfato. Como ya 
hemos explicado con nuestra analogía inicial de las hormigas, la ventaja de la célula está en 
la flexibilidad espacial y temporal inherente a un sistema estructural en constante recarn- 
bio. Las subunidades son pequeñas y pueden difundir con rapidez; una subunidad de acti- 
na o de tubulina puede difundir de un lado a otro de una célula eucariota típica en tan sólo 
uno o dos segundos. Como se ha mencionado, la etapa limitante en la formación de un 
nuevo filamento es la nucleación, así que estas subunidades de difusión rápida se ensarm- 
blan a los extremos de los filamentos preexistentes o en lugares concretos en dos que las 
etapas de nucleación estén catalizadas por proteínas específicas. En cualquier caso, los 
nuevos lamentos son muy dinámicos y, a menos que sean estabilizados de una forma es- 
pecífica, tienen una existencia efímera. Controlando los lugares de nucleación y de estabi- 
lización selectiva, cada célula puede controlar la localización de sus sistemas de filamentos 
y, por tanto, su estructura. Parece como si la célula estuviese ensayando constantemente 
una gran variedad de estructuras internas y sólo mantuviese las que le son útiles. Cuando 
las condiciones externas varían, o cuando aparecen señales internas (como durante las. 
transiciones en el ciclo celular), la célula cambia su estructura de forma rápida (véase 
Figuras 16-2 a 164), 

La hidrólisis de los nucleósidos trifosfato ha evolucionado de forma independiente en la 
actina y la tubulina permitiendo que sus filamentos se despolimericen rápidamente una vez 
han polimerizado. La actina y la tubulina no están relacionadas en cuanto a su secuencia de 
amincácidos: la estractura de la actina tiene una lejana relación con la enzima glucolítica 
hexoquinasa, mientras que la tubulina también está relacionada de forma muy lejana con 
una gran familia de GTPasas que incluye las proteínas G heterotriméricas y las GTPasas mo- 
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; crecimiento rápido de un extremo con un casquete de GTP 
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crecimiento rápido de un extremo con un casquete de GTP 
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Figura 16-16 La inestabilidad dinámica es debida a las diferencias estructurales entre los extremos de los microtúbulos que crecen y que se acortan. - 
(A) Sila concentración libre de tubulina en solución está entre los valores críticos indicados en la Figura 16-148, un extrerno sencillo de un microtúbulo 
puede sufrir transiciones entre un estado en crecimiento y un estado de acortamiento. Un microtúbulo en crecimiento tiene en ss extremos subunidades 
que contienen GTE formando un casquete de GTP. Sila hidrólisis del nucleótido se produce más rápidamente que la adición de una nueva subunidad, se 
pierde el casquete y los microtúbulos empiezan a acortarse, este fenómeno se denomina “catástrofe”. Pero a este extremo en acortamiento todavía se le 
pueden unir subunidades que contengan GTP. Si se añaden en cantidad suficiente para formar etro casquete, el microtúbulo crecerá de nuevo, suceso 
llarnado “rescate”. (B) Modelo para las consecuencias estructurales de la hidrólisis del GTP en el microtúbulo. La adición de los heterodimeros de tubulina 
transportando GTP-a un extremo del protofilamento provoca el crecimiento en una conformación lineal, lo que favorece el ermpaquetarniento en la pared... 
cilíndrica del microtúbulo, es decir, lo estabiliza. La hidrólisis del GTP después del ensamblaje cambia la conformación de las subunidades y el protofilamento 
tiende a deformarse en una forma curvada que es menos capaz de empaguetarse en la pared del microtúbulo, (C) En un microtúbulo intacto, los 
protofilamentos formados por subunidades que contienen GDP tienden a adoptar una conformación lineal mediante una gran cantidad de enlaces laterales 
con da pared del microtúbulo, especialmente en el casquete estable de subunidades que contienen GTP. La pérdida del casquete de GTP permite que los 
protofilamentos que contienen GDP se relajen y adopten su conformación curvada. Este hecho conduce a una disnipción progresiva del microrúbulo y al 
desensamblaje transitorio de los protofilamentos formando dimeros de tubulina libres. Sobre los esquernas de un microtúbulo creciendo y acortándose, las 
electromicrografías muestran microrúbulos reales en cada uno de estos dos estados, tal como se observan en preparaciones de hielo vítreo. Obsérvese 
particularmente la cunsa de los protofilamentos con GDP en el extremo del microtúbulo que se está acortando, (C, cortesía de EM, Mandelkow, E. 
Mandelkow y RA. Milligan, 1 Cell Biol, 114:977-991, 1991. Con la autorización de The Rockefeller University Press.) 
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noméricas tales como Ras (descrito en el Capítulo 3). En ambas familias, el acoplamiento 
entre la hidrólisis de los nucleótidos y los cambios conformacionales que alteran la función 
de la proteína parecen ser cambios evolutivos antiguos; sin embargo, el objetivo de ese aco- 
plamiento estructural ha variado a lo largo del tiempo incluyendo la transmisión de señales, 
la catálisis y la regulación del ciclo de polimerización /despolimenización. 

En ciertas estructuras especializadas, algunas regiones del citoesqueleto son menos di- 
námicas. En una célula totalmente diferenciada, como por ejemplo una neurona, es conve- 
niente que una cierta estructura se mantenga alo largo del tiempo. Para ello, muchos de sus 
filamentos de actina y microtúbulos se hallan estabilizados mediante su asociación con 
otras proteínas. Sin embargo, cuando se tienen que realizar nuevas conexiones en el cerebro, 
como cuando la información es transferida a la memoria a largo plazo, incluso en una célu- 
la tan estable como una neurona tendrán que aparecer nuevas extensiones para realizar 
nuevas sinapsis. Para ello la neurona necesita disponer de las actividades dinámicas y ex- 
ploratorias intrínsecas de los filamentos de su citoesqueleto. 


La tubulina y la actina han sido altamente conservadas 
durante la evolución eucariota 


La tubulina se encuentra en todas las células eucariotas y existen múltiples isoformas. Las 
tubulinas humanas tienen secuencias de aminoácidos idénticas a las de las levaduras en un 
75%. En los mamíferos existen al menos seis formas de tubulina a: y un número parecido de 
formas de tubulina f, cada una de ellas codificada por un gen distinto. Las distintas formas 
de tubulina son muy parecidas entre sí y, por lo general, copolimerizarán formando mi- 
crotúbulos mixtos, al menos en el tubo de ensayo. Sin embargo, en las células pueden tener 
localizaciones diferentes y, por tanto, realizar funciones sutilmente diferentes. Citemos un 
ejemplo de interés: los microtúbulos de seis neuronas especializadas sensibles al tacto del 
nerátodo Caenorhabditís elegans conenen una forma específica de tubulina B, Las muta- 
ciones en el gen de esta proteína conducen a la pérdida de la sensibilidad por contacto sin 
que se produzca ningún otro defecto aparente en el resto de funciones celulares. 

De forma parecida a la tubulina, la actina se encuentra en todas las células eucariotas. 
La mayoría de orgarúsmos tenen varios genes que codifican actina: los humanos disponen 
de seis de estos genes. La actina es una proteína extraordinanamente conservada entre los 
organismos eucariotas. Por lo general, las secuencias de aminoácidos de las actinas de dife- 
rentes especies presentan un 90% de homología. Pero de nuevo, al igual que la tubulina, pe- 
queñas variaciones en la secuencia de aminoácidos de la actina pueden provocar diferencias 


funcionales significativas. En los vertebrados hay tres isoformas de la actina un poco distin-- 


tas, Llamadas a, B y y, que se diferencian ligeramente en susecuencia de aminoácidos. La ac- 
tina a se expresa sólo en las células reusculares, rojentras que las acunas $ y y se encuentran 
juntas en casi todas las células no musculares. La actina muscular de las levaduras y de 
Drosophila son idénticas en un 89%, aunque la expresión de la actina de las levaduras 
en Drosophila produce una mosca de apariencia normal pero incapaz de volar. 

¿Por qué la secuencia de aminoácidos de la actina y de la tubulina se ha conservado de 
manera tan estricta durante la evolución eucariota mientras que no ha sucedido lo mismo 
conldas secuencias de otras proteínas del citoesqueleto iacluyendo a los flamentos interme- 
dios y a la gran familia de proveinas asociadas? La explicación más sencilla es que la necesi- 
dad que un gran número de otras proteínas tengan que interachiar con la superficie de un 
lamento de actina o microtúbido ha limitado la variabilidad de estas estructuras, Estudios 


Figura 16-17 Observación directa de la 
inestabilidad dinámica de los microtúbulos 
en una célula viva. <AAAT> 5e observaron 
los microtúbulos de una célula epitelial del 
pulmón del tritón, después de inyectar en la 
célula una pegueña cantidad de tubulina 
marcada con rodamina tal como se muestra 
en la Figura 16-15. Obsérvese la inestabilidad 
dinámica de los microtúbulos en el extremo 
de la célula. Para hacer más comprensible 

la imagen, se han señalado cuatro 
microtúbulos; cada uno de ellos muestra 
acortamientos y crecimientos de forma 
alterna. (Cortesía de Wendy C. Salmon 

y Clare Waterman-Storer.) 
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genéticos y bioquímicos realizados en la levadura Saccharomyces cerevisiae han demostrado 
que la actina interacciona directamente con docenas de proteínas e indirectamente con mu- 
chas otras (Figura 16-18). En consecuencia, cualquier mutación que se produjera en la ac- 
tina, que provocará un cambio deseado en su interacción con una proteína, podría a su vez 
inducir cambios no deseados en sus interacciones con otras proteínas que se unen al mismo 
lagar o a undugar cercano. Alo largo del tiempo, los orgánismos que han ido evolucionando 
han encontrado mucho más provechoso mantener la actina y la tubulina y alterar las prote- 
ínas de tión a ellas, 


La estructura de los filamentos intermedios depende 
de los enlaces laterales y del sobreenrollamiento 


Todas las células eucariotas presentan actina y tubulina. Sin embargo, el tercer tipo en im- 
portancia de filamentos del citoesqueleto, los filamentos interrnedios, sólo forma lamentos 
citoplasmáticos en aJgunos metazoos, incluyendo vertebrados, nernátodos y moluscos. 
Incluso en estos organismos, los filamentos intermedios no son necesarios en el citoplasma 
de todos los tipos celulares. Las células gliales altamente especializadas (lamadas oligoden- 
drocitos), que fabrican mielina en el sistema nervioso central de los vertebrados, no tienen 
filamentos intermedios. Los filamentos intermedios son en particular abundantes en el ci- 
toplasma de las células sometidas a estrés mecánico y generalmente no se encuentran en 
animales con exoesqueletos rígidos como los artrópodos o los equinodermos. Parece ser que 
los filamentos intermedios tiener un papel importante en la transmisión de la fuerza mecá- 
nica alos tejidos para los animales blandos. 

Los filamentos intermedios citoplasmáticos están íntimamente relacionados con sus 
ancestros, las laminas nucleares, mucho más comunes. Las laminas nucleares son filamen- 
tos intermedios, proteínas que forman una red que delimita la membrana interna del núcleo 
de las células eucariotas, proporcionando lugares de anclaje a los crornosomas y poros nu- 
cleares (en el Capítulo 12 se ha descrito su comportamiento dinámico durante la división 
celular). Algunas veces durante la evolución de los metazoos, los genes de las laminas apa- 
rentemente se han duplicado y sus duplicados han evolucionado produciendo los filamen- 
tos intermedios citoplasmáticos parecidos a cuerdas 
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Figura 16-18 La actina enuna encrucijada 
de caminos. En todas las células eucariotas 
la actina se une a una gran variedad de 
proteinas accesorias, El esquerna muestra 
la mayoría de las interacciones que han 
sido demostradas, ya sea usando técnicas 
genéticas o bioquímicas, en la levadura 
Sacchoromyces cerevisios, Las proteínas 
accesorias que actúan en dos misrnos 
procesos intracelulares se han representado 
con el aísmo color, como se indica en la 
dave. (Adaptado de D, Botsein et al, en The 
Molecular and Cellular Biology of the Teast 
Saccharornyees LR. Broach, 18. Pringle, EW, 
Jones, eds, Cold Spring Harbor, MY: 

Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1991.) 
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Los polipéptidos individuales de los filamentos intermedios son moléculas alargadas, 
que presentan un dominio central en hélice a que se enrosca con otro monórnero igual 
formando una súperhélice. Entonces, un par de dímeros paralelos se asocian de modo 
antiparalelo formando un tetrámero inestable. Este tetrámero representa la subunidad 
soluble que sería análoga al dímero de tubulina af o al monómero de actina (Figura 16-19). 
A diferencia de la actina y la tubulina, las subunidades de los filamentos intermedios no tie- 
nen niogún lugar de unión para nucleósidos tifosfato. 

La subunidad tetramérica está formada por dos dímeros apuntando hacia direcciones 
opuestas, por lo que sus dos extremos son iguales. Por tanto, el lamento intermedio una vez 
ensamblado no tiene la polaridad estructural que es crítica para los filamentos de actina y los 
microtúbulos. Los tetrámeros se empaquetan lateralmente entre sí dando lugar al filamento, 
formado por ocho protofilamentos en paralelo constituidos por tetrámeros. Entonces, cada 
filamento intermedio tiene una sección transversal de 32 hélices enrolladas. Este gran núme- 
ro de polipéptidos alineados, unidos entre sí mediante interacciones hidrofóbicas laterales 
fuertes típicas de las proteínas con sobreenrollamientos, proporciona a los filamentos inter- 
medios su apariencia de cuerda. Se pueden deformar fácilmente, con una longitud continua 
menor de una micra (comparada con los milímetros de los microtíbulos o las cerca de diez 
micras de la actina) pero es muy difícil romperlos. 

Todavía se tiene muy poca información acerca del mecanismo de ensamblaje y desen- 
samblaje de los filamentos intermedios, si lo comparamos con el conocimiento acerca de 
los microtúbulos y de los filamentos de actina, pero algunos tipos de filamentos interme- 
dios incluyendo a la virmentina forman estructuras altamente dinámicas en células tales co- 


Figura 16-19 Modelo para la formación 
de un filamento intermedio. <GCCA> 

El monómero mostrado en ÍA) 5e empareja 
con un monémero idéntico a él, formando 
un dimero (B), de forma que la región central 
—conservada- se alinea en paralelo y se 
empaqueta conjuntamente formando un 
<obreenrollamiento. (() Dos dimeros se 
alinean, lado contra lado, y forman un 
tetrámero antiparalelo de cuatro cadenas 
polipeptídicas. El tetrámero es la subunidad 
soluble de los filamentos intermedios. 

(D) Dentro de cada tetrámero los dimeros 
están suficientemente distanciados uno de 
otro, lo que les permite la asociación con otro 
tetrámero. (E) En el filamento intermedio 
final de 10 nm, los tetrámeros están unidos 
y forman un haz helicoidal que dispone de 
16 dimeros (32 superenrollamientos) en 
sección transversal. La mitad de estos 
dímeros apuntan en cada sentido. En el 
margen superior izquierdo se muestra 

una electromicrografía del filamento 

final. (Electromicrografía por cortesía 

de Roy Quinlan.) 
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Tabla 16-1 Principales tipos de proteínas de los filamentos intermedios (Fl) 
en pls células de los vetehrados 
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mo fibroblastos, En condiciones normales es probable que su desensamblaje está regulado 
por la fosforilación de proteínas, de la misma forma que la fosforilación reguia el desensam- 
blaje de las laminas nucleares en la mitosis (véase Figura 12-20). Lo que evidencia su rápido 
recambia es que subunidades marcadas microinyectadas en células en cultivo son rápida- 
mente incorporadas a los filamentos intermedios preexistentes —en cuestión de minutos- 
múentras que la inyección de péptidos derivados de las regiones helicoidales conservadas de 
las subunidades induce un rápido desensamblaje de la red de filamentos intermedios. Es in- 
teresante destacar que esta micromyección también puede inducir el desensarablaje de la 
red de microtúbulos y de filamentos de actina en algunas células que disponen de los tres ti- 
pos de redes de filamentos, lo cual demuestra que en estas células existe una integración 
mecánica fundamental entre los tres sisternas del citoesqueleto. 


Los filamentos intermedios proporcionan estabilidad mecánica 
a las células animales 


Existen una gran variedad de formas de filamentos intermedios, los cuales además presentan 
bastantes más variaciones de secuencia en sus isoformas que las que existían en las isofor- 
mas de actina y de tubulina. Cada dominio central en hélice a tiene 40 o más motivos hep- 
taméricos repetidos, que forman una gran estructura sobreenrollada (véase Figura 3-9). Las 
diferentes isoformas tienen este dominio muy parecido, pero los dominios globulares N- y 
C- de los extremos pueden ser muy variados. 

Los diferentes tipos celulares expresan familias distintas de filamentos intermedios 
(Cabla 16-10. Las queratinas son la familia de filamentos intermedios más diversa; en las 
células epiteliales humanas hay cerca de 20 tipos distintos y cerca de 10 más son específicas 
de las uñas y del cabello; el análisis de la secuencia del genorma humano ha revelado que po- 
drían existir cerca de 50 gueratinas distintas. Cada filamento de queratina está formado por 
una cantidad idéntica de cadenas de queratina de tipo l (ácidas) y de tipo Dl (neutras/bási- 
cas); forman heterodímeros, que se unen dos a dos formando la subunidad tetramérica fun- 
damental (véase Figura 16-19). Las redes de queratina entrelazadas se inantienen unidas 
mediante enlaces disulfuro y pueden sobrevivir incluso después de la muerte de sus células, 
formando cubiertas resistentes en los animales como es el caso de las capas externas de la 
piel y del cabello, las uñas, las garras y las escamas. La diversidad de las queratinas es clínica- 
mente muy útl para el diagnóstico de los cánceres epiteliales (carcinomas), puesto que el 


patrón particular de queratinas expresado proporciona una indicación del tejido epitelial en . --- 


el que puede haberse originado el cáncer, lo cual puede ser de gran ayuda para escoger el 
tratarmiento más adecuado. 

Una sola célula epitelial puede producir varios tipos de queratinas y éstas copolirme- 
rizan en la misma red de filamentos (Figura 16-20). Los flamentos de queratina propor- 
conan fuerza mecánica a los tejidos epiteliales en parte porque anclan los filamentos 
intermedios en los puntos de contacto célula-céhula, llamados desmosomas, o en los con- 
tactos célula-mnatriz, lamados hemidesmosomas (véase Figura 16-5). Estas importantes es- 
tructuras de adhesión se descrben con más detalle en el Capítulo 19. 
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Las mutaciones en los genes que codifican las queratinas provoca algunas enfermeda- 
des genéticas humanas. Por ejemplo, cuando se expresan queratinas anormales en las capas 
basales de la epidermis, se produce un trastorno conocido como epidermolisis bullosa sim- 
ple, enla que la piel se descarna en respuesta a un estrés mecánico muy débil, el cual rompe 
las células basales (Figura 16-21). Existen otros tipos de enfermedades parecidas entre las 
quese encuentran desórdenes de los epitelios que revisten el esófago, la boca y la córnea del 
ojo; están causados por mutaciones en diferentes queratinas cuya expresión es específica de 
estos tejidos. Todas estas enfermedades se caracterizan por una rotura celular como conse- 
cuencia de una lesión mecánica y una desorganización o alteración del citoesqueleto de f- 
lamentos de queratina. Muchas de las mutaciones específicas que pueden producir estas 
enfermedades alteran los extremos del dominio central, demostrando la importancia de es- 
ta zona especial de la proteína para el correcto ensamblaje del filamento. 

Un segundo tipo de filamentos intermedios, denominados neurofilamentos, se encuen- 
tran en concentraciones elevadas a lo largo de los axones de las neuronas de los vertebrados 
(Figura 16-22). In vivo se ensamblan conjuntamente tres tipos de proteínas de neurofila- 
mentos (NE-L, NF-M, NF-5) fonmando heteropolímeros que contienen NF-L y uno de los 
otros dos monómeros. Las proteínas NF-H y NF-M tenen dorainios C-terminales muy lar- 
gos que se unen alos filarnmentos vecinos y generan estructuras alineadas con un espacio er- 
tre filamentos uniforme. Durante el crecimiento axonal se incorporan nuevas subunidades 
de neurofilarmento alo largo del exón, en un proceso dinámico que implica la unión de nue- 
vas subunidades a lo largo del neurofilaínento y también la unión de subunidades a los ex- 
tremos del filamento. Después de que un axón crezca y conecte con su célula diana, el 


Figura 16-20 Los filamentos de queratina 
en las células epiteliales, Micrografía de 
inmunofluorescencia de la red de filamentos 
de queratina (verde) en una capa de células 
epiteliales en cultivo, Los filamentos de cada 
célula están conectados a los de las células 
vecinas a través de desmosornas (descrito en 
el Capítulo 19). Se ha marcado una segunda 
proteína (azul) para revelar las uniones 
celulares. (Cortesía de Kathleen Green y 
Evangeline Amargo.) z 


Figura 16-21 Aparición de armpollas en la 
piel provocadas por un gen mutante de la 
queratina. Un gen mutante que codifica una 
queratina truncada (sin dominios amino ni 
carboxilo-terminales) fue expresado en un 
ratón transgénico. La proteína defectuosa 
se ensambió con las moléculas de queratina 
normales y desorganizó la red de filamentos 
de queratina en las células basales de la piel. 
Micrografías ópticas de piel normal (A) y de 
piel mutante (B) muestran que las ampollas 
se producen a partir de la ruptura de las 
células de la capa basal de la epidermis mu- 
tante (fechas rojas cortas). (C) Un esquema 
de tres células de la capa basal de la epider- 
mis mutante observadas con microscopía 
electrónica. Las células se rormpen (flecha 
roja) entre el núcleo y los hemidesmosormas 
(tratado en el Capitulo 19), que conectan los 
filamentos de queratina con la lámina basal 
subyacente. (De PA, Coulombe, M.E. Hutron, 
R.Vassar y E. Fuchs, /. Cell Biol, 115:1661-1674, 
1991. Con autorización de The Rockefeller 
Universivy Press.) 
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diámetro del axón puede aumentar más de cinco veces. Parece ser que el nivel de expresión 
del neurofilamento está directamente controlado por el diámetro axonal, que a su vez in- 
fluencia la velocidad a la que viaja la señal eléctrica a lo largo del axón. 

La enfermedad neurodegenerativa llamada esclerosis lateral amiotrófica (ALS: amyo- 
trophic lateral sclerosis, o enfermedad de Lou Gehrig) está asociada a una acumulación y a 
un ensamblaje anormal de neurofilamentos en los somas celulares y axones de las neuronas 
motoras, que puede interferir en el transporte axonal normal. La degeueración de los axones 
comporta debilidad muscular y atrofia, que normalmente resulta fatal. La sobreexpresión 
de las proteínas humanas NF-L o NF-H en un ratón ha comportado la aparición de una en- 
fermedad parecida a la ALS. 

Los fdarmentos de vimentina son el tercer tipo de filamentos intermedios. La desmina, 
un miembro de esta familia, se expresa en el músculo liso, cardíaco y esquelético. Un ratón 
sin desmina presenta inicialmente un desarrollo rmuscular normal, pero en la edad adulta se 
presentan diversas anormalidades en las células musculares, incluyendo fibras por comple- 
to desordenadas. 


Diferentes compuestos pueden alterar la polimerización 
de los filamentos 


Dado que la supervivencia de las células eucariotas depende de un equilibrio entre el en- 
samblaje y el desensamblaje de los atamente conservados filamentos del citoesqueleto for- 
mados por actina y tubulina, estos dos tipos de filamentos son con frecuencia diana de 
toxinas naturales. Estas toxinas son producidas como autodefensa por plantas, hongos o 
esponjas que no desean ser comidos pero no pueden “alejarse de los depredadores; por lo 
general alteran las reacciones de polimerización de los Blamentos. La toxina se une fuerte- 
rnente ya sea al propio flamento o a la subunidad bre que forma el polímero, dirigiendo la 
reacción de ensamblaje en la dirección que favorece la formación de la forma a la cual se 
une la toxina. Por ejemplo, el compuesto latrunculina, extraído de la esponja meardtima 
Latrunculina magrifica, sevune alos monórneros de actina e impide su ensambiaje en Bila- 
mentos; en consecuencia, produce una despolimerización neta de los filamentos de actina, 
Al contraño, la faloídina, del hongo Amanita phalloides sevune y estabiliza los Blarmentos de 
actina, produciendo un incremento neto de la polimerización de la actina. Esta seta, de as- 
pecto atractivo aunque no comestible, también expresa otro tipo de toxina mortal, la 0-ara- 
nitina, un inhibidor de la polimerasa 1 del RENA, Cualquier cambio en los filamentos de 
actina es rauy tóxico para las células, De forma parecida, la colchicina, extraida del azafrán 
de otoño lo azafrán silvestre), se une y estabiliza a las subunidades de tubulina libres, pro- 
vocando la despolimerización de los microtúbulos. Al contrario, el zaxol, extraido de la cor- 
teza del tejo, se une y estabiliza a los microtábudos, e incrementa la polimerización de la 
tubulina. En la Tabla 16-2 se recogen estos y otros productos naturales, muay utilizados en 
biología celular para manipular el citoesqueleto. 

ión del ci- 
tmeras evidencias 
de que el citoesqueleto es una estructara dinámica, mantenida por un recambio rápido y 
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Figura 16-22 Dos tipos de filamentos 
intermedios en células del sistema nervioso, 
(A) Imagen de neurofilamentos preparados 
mediante congelación rápida y sublimación 
profunda del axón de una célula nerviosa que 
muestra el extraordinario entrecruzamiento 
de fos haces a través de puentes de proteína 
-una configuración que probablemente 
proporciona una gran resistencia a la tensión 
en este largo apéndice celular. Las uniones 
cruzadas están formadas por largas 
extensiones no helicoidales del extremo 
C-terminal de las proteínas más grandes 

del neurofilamento (NF-H). (8) Irmagen de 
filamentos gliales en una célula g!ial obtenida 
mediante congelación rápida y sublimación 
profunda, que ilustran que estos filamentos 
son lisos y tienen menos puentes cruzados. 
(() Electromicrografía convencional de un 
corte de un axón que muestra la distancia 

de separación regular de los neurofilamentos, 
mucho más abundantes que los 
microtúbulos. (A y B, por cortesía de 
Nobutaka Hirokawa; C, por cortesía 

de John Hopkins.) 
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Tabla 16-2 Fármacos que afectan a los esaciliadód de actina ya a pes microtúbulos 
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continuo de subunidades entre las formas filamentosas y las formas solubles, y de que este 
flujo de subunidades es necesario para la función normal del citoesqueleto. 

Los compuestos que se mencionan en la Tabla 16-2 se utilizan en biología celular para 
estudiar la posible participación de la actina y de los microtúbulos en muchos procesos ce- 
lulares. Algunos de ellos también están siendo utilizados para el tratamiento del cáncer. 
Tanto los compuestos que despolimerizan los microtúbulos (como la vinblastina), como los 
que polimerizan los microtúbulos (como el taxo), pueden rnatar a las células en división 
puesto que tanto el ensamblaje como el desensamblaje de los microtúbulos son cruciales 
para el funcionamiento correcto del huso mitótico (tratado más adelante en este capítulo). 
Estos compuestos son eficientes para matar las células de ciertos tipos de tumores de pa- 
cientes humanos, a pesar de producir toxicidad sobre las células normales en división, in- 
cluyendo las de la médula ósea roja, el intestino y los folículos pilosos. Concretamente, el 
taxol ha sido muy utilizado para tratar el cáncer de mama y el cáncer de pulmón y funciona 
con éxito en el tratamiento de tumores que son resistentes a otros agentes de quimioterapia. 


La organización celular de las bacterias y la división celular 
dependen de homólogos del citoesqueleto eucariota 


Mientras que normalmente las células eucariotas son grandes y poseen una morfología 
compleja, las células de las bacterias porlo general sólo miden unas cuantas micras de lon- 


Figura 16-23 Efecto del compuesto taxol 
sobre la organización de los microtúbulos. 
(A) Estructura molecular del taxo!. De forma 
reciente, mediante química orgánica se ha 
podido sintetizar esta compleja molécula, 
ampliamente utilizada para el tratamiento 
de diversos cánceres. (B) Micrografía de 
inmunofluorescencia que muestra la 
organización de los microtúbutos en una 
célula epitelial hepática antes de añadir el 
taxol. (C) Organización de los microtúbulos 
en el mismo tipo celular después del 
tratamiento con taxol, Obsérvese el grueso 
círculo formado por haces de microtúbulos 
alrededor de la periferia celular, (D) Tejo del 
Pacífico (Taxus brevifolia), la fuente natural 
del taxol. (8, C de NA. Gloushankova et al,, 
Proc. Nati Acad. Sci. U.S.A. 91:8597-8601, 1994. 
Con la autorización de National Academy of 
Sciences; D, cortesía de A.K. Mitchell 2001. 
O Her Majesty the Queen in Right of Canada, 
Canadian Forest Service. 
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Figura 16-24 La proteína bacteriana FtsZ, un homólogo de la tubulina en los procariotas, 
(A) Una banda de proteína FtsZ forma un anillo en una célula bacteriana en división. Este 

i anillo ha sido marcado fusionando la proteína FtsZ con una proteína fluorescente verde 

; (GFP) y se ha observado las células vivas de E. cofj con un microscopio de fluorescencia. La 

? fotografía superior muestra la imagen lateral del anillo como una barra central de la célula 

: Ñ en división, En la fotografía inferior, la imagen girada, muestra la estructura del anillo. (B) Los 
anillos y filarnentos de FtsZ, formados in vitro, observados con el microscapio electrónico. 
Compárese esta imagen con la de los microtúbulos mostrados a la derecha en la 

| Figura 16-16C_ (A, de X. Ma., DW. Ehrhardt y W, Margolin, Proc. Natl Acad. Sci. USA. 

ñ 93:12998-13003, 1996, B, de H. A, Erickson et al., Proc Nat! Acad, Sci. U.S.A, 93:519-523, 1998. 
Con la autorización de National Acaderny of Sciences.) 


' gitud y adoptan formas sencillas y modestas como esferas o cuerdas. Las bacterias tampoco 
disponen de la elaborada red de orgánulos rodeados de membrana como el retículo endo- 
plasmático y el complejo de Golgi. Durante muchos años, los biólogos consideraron que la 
falta de citoesqueleto bacteriano era una de las razones de estas espectaculares diferencias 
de la organización celular entre el mundo eucariota y el bacteriano, Esta consideración car- 
í bió con el descubrimiento a principios de la década de 1990 de que casi todas las bacterias y 
la mayoría de las arqueas presentan un homólogo de la tubulina, FtsZ, que puede polimeri- 
zar formando filamentos que se ensamblan en forma de anillo (Varnado anillo Z) en el lugar 
donde se forma la pared celular durante la división celular (Figura 16-24). 

] La estructura plegada tridimensional de la proteína FtsZ es muy parecida a la estructura 
de la tubulina a. o de la tubulina f y, al igual que la tubulina, la hidrólisis del GTP se produce 
durante la polimerización y provoca cambies conformacionales en la estructura del fila- 
raento. Aunque el anillo Z se mantiene durante unos cuantos minutos, sus filamentos indi- 
viduales son altamente dinámicos, con una vida media aproximada de treinta segundos. 
Mientras la bacteria se divide, el anillo Z disminuye hasta desensamblarse por completo, y se 
: considera que la ruptura del anillo Z puede contribuir a la invaginación de la membrana ne- 
| cesaría para que se produzca la división celuwar. El anillo Z también es el lugar donde se 
localizan las enzimas especializadas en la síntesis de la pared celular necesarias para la for- 
mación del septo entre las dos células hijas. Las subunidades de FtsZ desensambladas, se 
reensamblan de nuevo más tarde en los nuevos lugares de formación de la pared celular en 
las células hijas Figura 16-25). 

Más recientemente se ha descubierto que las bacterias también disponen de proteínas 
homólogas a la actina. Dos de estas, MreB y Mb] se encuentran en las células con forma de 
espiral o de bastón y las niurtaciones que disminuyen su expresión provocan anormalidades 
] enla forma celular y defectos en la segregación de los cromosomas (Figura 16-26). Los fla- 
mentos MreB y Mbl se ensarablan in vivo formando grandes espirales que se exienden a lo 
largo de la célula y parece que contribuyen a la determinación de la forma de la céhuda sir- 
viendo de esqueleto para dirigir la síntesis de los peptidoglicanos de la pared celular, de la 
1 raisma forma que los microtúbulos contribuyen a organizar la síntesis de celulosa en la pa- 
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Figura 16-25 Readaptadones rápidas de FtzZ a través del ciclo celular bacteriano. (A) Alfinalizar la segregación de los 
cromosomas, el anillo formado por FtsZ en el centro de la célula disroinuye riientras la célula se divide en dos, igual que el anillo 
contráctil formado por Alarnentos de actina y miosina en las células eucariotas. Los filamentos de FtsZ que se han desensamblado 
cuando las células 'se separan, se reensamblan de nuevo formando dos nuevos anillos en el centro de las dos células hijas, 

(8) Los doroplastos en división (rojo) del alga roja también utilizan un anillo proteico formado por FtsZ lermnarillo) para dividicse. 
(A, de Q, Sun y Yi, Margolín, 4 Bacteriol, 180:2050-20586, 1998. Con la autorización de American Soctery for Microbiology: 

B, de 5. Miyagishima et al, Plant Cel 13:2257-2268, 2001, Conda autorización de American Society of Plans Biologists) 
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red celular vegetal de las plantas superiores (véase Figura 19-82). De forma parecida a FtsZ, 
los filamentos en las espirales de MreB y Mbi son altamente dinániicos, con una vida media 
de unos pocos minutos; como en el caso de la actina, la hidrólisis del ATP acompaña el pro- 
ceso de polimerización. 

Otros familiares de MreB y Mb] tienen funciones más especializadas. Un homólogo bac- 
teriano de la actina en particular interesante es ParM, codificado en ciertos plásmidos bac- 
terianos que disponen de los genes responsables a la resistencia a los antibióticos y que 
frecuentemente provocan la expansión de la resistencia a múltiples fármacos en las epide- 
mias. Los plásmidos bacterianos codifican por lo general todos los productos génicos 
necesarios para su propia segregación como estrategia que asegura una fiel herencia y pro- 
pagación dentro de sus huéspedes bacterianos. In vivo, ParM se ensambla en una estructu- 
ra de filamentos cuyos extremos se asocian con una copia del plásmido que codifica; el 
crecimiento del filamento ParM parece empujar al plásmido replicado igual que un huso ri- 
tótico funcionando a la inversa (Figura 16-27). Aunque ParM es un homólogo estructural 
de la actina, su comportamiento dinámico es significativamente diferente. Los filamentos de 
ParM sufren una importante inestabilidad dinámica in vitro, mucho más parecida a los mi- 
crotúbulos que alos filamentos de actína en su manera de crecer y romperse. La estructura 
semejante a un huso parece que se forma por la estabilización selectiva de filamentos nu- 
cleados de forma espontánea que se unen a proteínas especializadas reclutadas en los orí- 
genes de replicación de los plásmidos, 

Los diversos homólogos bacterianos de la actina comparten estructuras moleculares si- 
milares pero el parecido en la secuencia de sus aminoácidos es muy bajo (-10-15% de resi- 
duos idénticos). Se ensamblan en filamentos con distintos patrones de empaquetamiento 
de las hélices, que a su vez presentan comportamientos dinámicos distintos. En vez de utili- 
zar a la misma actina conservada para distintos propósitos como hacen las células eucario- 
tas, las bacterias han preferido que sus homólogos de actina proliferen y se especialicen en 
propósitos distintos. 

Ahora parece evidente que todas las células usan el principio general de organizar una es- 
tructura celular mediante la autoasociación de proteínas unidas a rmuicleótidos en filamentos 
helicoidales dinámicos, y que las dos familias más importantes de actina y tubulina son ances- 
trales, probablemente anteriores a la separación entre los reigos eucariota y bacteriano. Sin em- 
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Figura 16-26 Proteinas homólogas a la 
actina determinan la forma celular en las 
bacterias. (A) La bacteria común del suelo 
Bacillus subtilis normalmente forma células 
con una farma de bastón regular. (B) Las 
células de 6. subtilis que han perdido la 
proteína homóloga de actina MbÍ crecen 
formando tubos contorneadas y finalmente 
mueren, (C) La proteína Mbl forma largas 
hélices formadas por muchos filamentos 
cortos que se distribuyen a lo largo de 

la célula bacteriana y participan en el 
direccionamiento de la sintesis de la pared 
celular. (De L.J. Jones, R. Carbadillo-Lopez 
y 1. Errington, Cell 104:913-922, 2001. 

Con la autorización de Elsevier.) 


Figura 16-27 Papel que tiene la proteína 
homólaga de actina ParM en la segregación 
de los plásmidos. (A) Algunos plásmidos 
bacterianos resistentes a fármacos lamarillo) 
codifican una proteína hornóloga a la actina, 
Par, que nucleará de forma espontánea 
formando pequeños y dinámicos filamentos 
(verde) en todo el citoplasma bacteriano. Una 
segunda proteína codificada por el plásmido 
(azul) se une a secuencias específicas de 

DNA en el plásmido y también estabiliza los 
extremos dinámicos de los filamentos de 
ParM, Cuando el plásmido se ha duplicado 

y los filamentos de Par se estabilizan en 
ambos extremos, estos crecen y empujan 
alos plásmidos duplicados hacia ambos 
externos de la célula. (B) En estas células 
bacterianas que incorporan un plásmido de 
resistencia a fármacos, los plásridos se han 
marcado en rojo y la proteina ParM en verde. 
A la izquierda, un haz corto de ParM conecta 
ados dos plásmidos hijos rápidamente tras la 
duplicación. Ala derecha, un larnento de 
Pará totalmente ensamblado ha empujado 
alos plásmidos duplicados hacia los polos 
celulares, (A, adaptado de EC. Garner, CS 
Campbell y LO. Mullins, Science 306:1021- 
1025, 2004, Con la sutorización de ABAS, B, 
de Ll Moller-Jensen et al, Mol Cel 12047 7 
1487, 2003. Con la autorización de Elsevier) 
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bargo, el uso que hacen las bacterias de su citoesqueleto es algo distinto al de sus homólogos 
eucariotas. Por ejemplo, en las bacterias es la tubulina (FtsZ) la que participa en la citocinesis 
(separando a la célula en división en dos células hijas), mientras que en las células eucariotas es 
la actina la responsable de este proceso. Al contrario, los microtúbulos eucariotas son los res- 
ponsables de la segregación de los cromosomas, mientras que las actinas bacterianas (ParM y 
posiblemente MreB) cooperan en la segregación del DNA replicado en las bacterias. 

A] menos una especie de bacterias con una forma poco usual de media luna, Caulobacter 
crescentus, parece esconder una proteína con ua parecido estructural significativo con la ter- 
cera familia de filarnentos del citoesqueleto de las células animales, los filamentos interme- 
dios. Una proteína llamada crescentina forma una estructura filamentosa que parece influir 
en la forma de la célula; cuando el gen que codifica la crescentina es eliminado, las células de 
Caulobacter crecen como hileras de bastones (Figura 16-28). 

Puesto que ahora sabemos que las bacterias presentan sofisticados citoesqueletos di- 
námicos, ¿por qué han mantenido unas formas tan pequeñas y simples? De momento no se 
han identificado proteínas motoras que viajen alo largo de los filamentos bacterianos; quizás 
la evolución de las proteínas motoras constituye una etapa crítica para la elaboración mor- 
fológica de los eucariotas. 


Resumen 


El citoplasma de las células eucariotas está organizado espacialmente por una red de filamentos 
proteicos conocida como citoesqueleto. Esta red contiene tres tipos principales de filamentos: los mi- 
crotúbulos, los filamentos de actina y los filamentos intermedios. Los tres tipos de filamentos se for- 
man como ensamblajes helicoidales de subunidades que se autoosocian generando combinaciones 
de contactos proteicos extremo-extremo o laterales. Las diferencias en la estructura de las subunida- 
des y la forma de autoensamblaje proporcionan a los filamentos propiedades mecánicos distintas. 
Los filamentos intermedios son semejantes a cuerdas y fáciles de formar pero difíciles de romper Los 
microtiíbulos son tubos rígidos y fuertes. Los filamentos de actina son los más finos de los tres y son 
difíciles de ensamblar y muy fáciles de romper. 

En las células vivas, los tres tipos de filamentos del citoesqueleto sufren una remodelación coris- 
tante mediante el ensamblaje y desensambiaje de sus subunidades, Los microtúbulos y los filamentos 
de actina unen y pierden subunidades únicamente en sus extremos, con un extremo (el extremo más) 
creciendo más rápido que el otro (el extremo menos). La tubulina y la actina (las subunidades de los 
microtiíbulos y de los filamentos de actina, respectivamente) unen e hidrolizan nucleósidos trifosfa- 
to (la tubulina une GTP y la actina ATP). La hidrólisis de los nucleótidos les confiere su comporta- 
miento dinámico característico. Los filamentos de actina funcionan sobre todo por recambio 
rotatorio, ensarmbiándose por un extremo y desensamblándose por el extremo opuesto. Los microtú- 
bulos de las células funcionan predominanternense mediante inestabilidad dinámica, por la cual 
un microtábulo sufre etapas alternantes de crecimiento y de ronura en un mismo extrerno. 

Mientras que la nibulina y la actina han sido muy conservadas a lo largo de la evolución de la 
cétula eucariora, la farnilia de filamentos intermedios es mizy diversa. Hay una gran variedad de 
formas específicas de tejido en el citoplasma de las células animales, incluyendo los filamentos de 
queratina de las células epiteliales, los neurofilamentos de las células nerviosas y los filamentos de 
desmina de las células musculares. En todos estas células, la función primaria de los filamentos in- 
termedios es proporcionar resistencia mecánica. 

Las bacterias también presentan proteínas homéólogas a la tubadlina, a la actína y a los fila- 
mentos intermedios, que forman estructuras fíílamentosas dinámicas implicadas en la forma de las 
célulos y en la división celular 


Figura 16-28 Caulobacter y crescentina. 

La bacteria en forrna de hoz Caulobactes 
crescentus expresa uña proteína con una serie 
de dominios de sobreenrollarniento similares 
en tamaño y organización a los dominios de 
los filamentos intermedios eucariotas. En las 
células, la proteína crescentina forma una 
fibra que rodea la cara interna de la curvilinea 
pared celular bacteriana. Cuando el gen no 
es correcto, la bacteria es viable pero crece 
en forma de bastón recto. (De N, Ausmees, 
LR. Kuhn y E Jacabs-Wagner, Cel/115:705-713, 
2003. Con la autorización de Elsevier.) 
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CÓMO REGULAN LAS CÉLULAS LOS FILAMENTOS 
DE SU CITOESQUELETO 


Los raicrotúbulos, los filamentos de actina y los filamentos intermedios son más dinámicos 
dentro de la célula que en el tubo de ensayo. La célula regula la longitud y la estabilidad de 
sus filamentos, y también su número y su geometría. Los filamentos pueden formar una 
gran variedad de estructuras de orden superior regulando la unión de los filamentos entre sí 
o a.otros componentes celulares. Algimas propiedades de los filamentos están reguladas por 
modificaciones covalentes directas de las subunidades del filamento, pero la mayor parte de 
la regulación la ejercen un gran conjunto de proteínas accesorias que se unen a los filamentos 
o alas subunidades libres. Algunas de las proteínas accesorias más importantes asociadas 
con los microtúbulos y los filamentos de actina se muestran en el Panel 16-3 (pp. 994-995). 
Esta sección describe cómo las proteínas accesorias modifican la dinámica y la estructura de 
los filamentos del citoesquelto. Empezamos con una exposición sobre cómo se nuclean los 
microtúbulos y los filamentos de actina en las células, puesto que este hecho constituye una 
parte muy importante en la determinación de la organización total del interior celular. 


Un complejo proteico que contiene tubulina y nuclea 
a los microtúbulos 


Mientras que las tubulinas a y PB son los bloques de construcción habituales de los microtú- 
bulos, otro tipo de tubulina, llamada tubulina y, tiene uma papel mucho más especializado. 
Esta proteína, presente en mucha menor cantidad que las otras dos, está implicada en la 
nucleación del crecirniento de los microtúbulos en organismos muy diferentes, desde las 
levaduras hasta los humanos. Generalmente los microtúbulos se nuclean a partir de una lo- 
calización intracelular conocida como centro organizador de microtúbulos (MFOC: micro- 
tubule-organizing center). Anticuerpos dirigidos contra la tubulina y marcan el MTOC en 
prácticamente todas las especies y tipos celulares examinados hasta el momento. 

Los microtúbulos se nuclean por su extremo menos, de forma que su extremo más va 
creciendo a partir de cada MTOC generando diferentes tipos de disposiciones de microtú- 
bulos, Un anillo complejo de tubulina y (y TuRC: rubulin ring complex) capaz de nuclear el 
crecimiento de microtúbulos en un tubo de ensayo se ha aislado tanto a partir de células de 
insecto como de células de vertebrados. Dos proteínas, también conservadas desde las 
levaduras hasta la especie humana, se unen directamente a la tubulina yjunto con otras pro- 
teínas que ayudan a generar el anillo de moléculas de tubulina y. Este anillo se puede obser- 
var en los extremos menos de los microtúbulos nucleados por y-TuRC y parece que actúa de 
base para crear un microtúbulo con 13 protofilarmentos (Figura 16-29). 


En las células animales los microtúbulos se forman a partir 
del centrosoma ] 


En la mayoría de células animales existe un MTOC bien definido llamado centrosorna, locali- 
zado cerca del núcleo. Desde este punto focal, los microtúbulos citoplasmáticos emergen en 
forma de estrella y con una conformación astral. Los microtúbulos son mcleados en el cen- 
trosoma a partir de sus extremos menos, de forma que los extremos más apuntan hacía fuera 
y crecen hacia la periferia celular. Los microtúbulos nucleados en el centrosoma crecen y se 
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Figura 16-29 Polimerización de tubulina 
nucleada a partir de complejos en forma 
de anillo de tubulina y. (A) Estructura 

del complejo de anillo de la tubulina y 
reconstruida a partir de la media de 
complejos punficados individuales 
observados mediante microscopía 
electrónica. (8) Modelo para la nucleación 
del crecimiento de un microtúbulo 

a partir de pTuRC. La línea roja indica un 
par de proteínas unidas a dos moléculas 
de tubulina y, este grupo puede ser aislado 
como un subcomplejo separado del anillo 
más grande. Obsérvese la discontinuidad 


“longitudinal entre dos protofilamentos. 


Los microtúbulos generalmente úenen 

una de estas “costuras” rormpiendo el 
ernpaquetamiento uniforme de la hélice de 
los protofilamentos. (0) Electromicrografía 
de un microtúbulo sencillo nucteado a partir 
de un complejo de anillo de tubulina y. 

¡Ay C, de M, Moritz et al, Nat. Cell Biol. 
2365-2370, 2000; Con la autorización 

de Macmillan Publishers 11d) 
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rompen continuamente por su inestabilidad dinámica rastreando todo el volumen tridimen- 
sional de la célula. Un centrosoma está formado de una matriz centrosómica fibrosa que con- 
tiene más de 50 copias de y-TuRC. Muchas de las proteínas que forman esta matriz todavía no 
han sido identificadas y también se desconoce cómo reclutan y activan el y-TuRC. 

Inmersos en el centrosoma se presentan un par de estructuras cilíndricas algo enigmá- 
ticas dispuestas en ángulo recto, en una configuración en forma de L (Figura 16-30). Se tra- 
ta de los centríolos, que son como los corpúsculos basales de los cilios y flagelos de las 
células móviles (se describirá más adelante). Los centríolos organizan la matriz del centro- 
soma (tanbién llamado materia! pericentriiolar), asegurando su diplicación en cada ciclo 
celular al duplicarse a sí mismos (Figura 16-31). Como se describirá en el Capítulo 17, du- 
rante ja interfase el centrosoma se duplica y se separa en dos partes iguales, de forma que 
cada mitad contiene un par de centríclos dunlicados. Cuando empieza la mitosis, estos dos 
centrosomas hijos se desplazan hacia lados opuestos del núcleo y forman los dos polos del 
huso mitótico (véase Panel 171, pp. 1072-1073). Un centríolo está formado porun cilindro 
corto de microtúbulos modificados y un gran número de proteínas accesorias. No se com- 
prende muy bien la base molecular de esta duplicación. 

En hongos y diatomeas, los microtúbulos se nuclean en un MTOC que está inmerso en 
la envoltura nuclear formando una pequeña placa denominada corpúsculo polar mitótico. 
Parece que las plantas superiores nuclean los microtúbulos en distintos higares distribuidos 
alrededor de la envoltura nuclear. Nilos hongos ni las plantas superiores disponen de cen- 
tríolos, A pesar de estas diferencias, todas estas células tienen tubulina y, y parece que la utl- 
lizan para nuclear a $us microtúbulos. 

En las células animales, la configuración astra] de los microtábulos es muy resistente, 
con extremos más muy dinámicos apuntando hacia la periferia cebular y extremos menos 
muy estables localizados cerca del núcleo. El sistema de microtábulos radiando a partir del 
centrosoma actúa como un dispositivo que proporciona supervivencia a las regiones más 
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Figura 16-30 El centrosoma. 

(A) El centrosoma es el centro organizador de 
microtúbulos (MTOC) más importante de las 
células animales. Localizado en el citoplasma, 
en las proximidades del núdeo, está formado 
por una matriz amorfa de proteínas fíbrosas a 
las que se adhieren los complejos de anillo de 
tubulina y que nuclean el crecimiento de los 
microtúbulos, Esta matriz está organizada por 
un par de centríolos, como se describe en el 
texto. (8) Un centrosoma con microtúbulos 
unidos. El extremo menos de caría uno de los 
microtúbulos está incrustado en el 
centrosoma, creciendo a partir de un 
complejo de anillos de tubulina y, mientras 
oue el extrerno más de cada microtúbulo 
queda libre en el citoplasrna. (() En una 
imagen reconstruida del MTOC de una célida 
de € efegons, se puede observar un grupo 
denso de microtúbulos saliendo del 
centrosoma. (C, de E.T. O'Toole et al,, 

3, Cell Biol. 163:451-456, 2003. Con la 
autorización de The Rockefeller 

University Press.) 


Figura 16-31 Un centriclo en el 
centrosoma. (A) Electrromicrografía de 
un corte ultrafino de un centrosorna 
mostrando Una visión de un centríolo 
materno en un corte longitudinal de 

un centrialo hijo. Se pueden observar 
numerosos microtúbulos en sus 
proximidades. (8) Estructura de un 

par de centriolos. (A, de G.J. Mack, 

Y. Ou y 8. Rattner, Miorosc. Res, Tech. 
49:409-410, 2000, Con la autorización 
de John Wiley E Sons. B, adaptado de OD. 
Chrétien et al, 1 Struct Biol 120:117-133, 
1997, Con le ausorización de Elserñer) 
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Algunas de las proteinas accesorias más importante del citoesqueleto de actina. Excepto para las proteínas motoras tipo 
miosina, que será tratado en otra sección más adelante, se muestra un ejemplo de cada uno de los tipos más importantes. 
Cada uno de ellos se describe en el texto. De todas formas, las células contienen más de cien tipos distintos de proteinas de 
unión a actina y existen importantes tipos de protelnas asociadas a la actina que todavía no se han identificado. 
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sorias más importantes del c 

pos, excepto para las dos clases de proteinas motoras, que serán descritas en otra 
de ellos se describe en el texto. De todas formas, las células contienen más de 
otúbulos; como sucede para las proteínas asodadas a actina, existen 
úbulos que todavía 58 desconocen. 
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de cada uno de los principales ú 
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(B) 


alejadas de las células y que coloca el centrosoma en su centro; este proceso se produce in- 
cluso en medios artificiales (Figura 16-32). Incluso en un fragmento celular aislado que 
haya perdido el centrosoma, los microtúbulos dinámicos interactúan con los orgánulos 
membránosos y las proteínas motoras se organizan adoptando una disposición en forma de 
estrella con los extremos menos dirigidos hacia el centro, aunque este proceso pueda impli- 
car a más componentes que el simple mecanismo de empuje usado por el centrosoma ais- 
lado (Figura 16-33). Esta capacidad de los microtúbulos del citoesqueleto para encontrar el 
centro de la célula establece un sistema general coordinado, que permite posicionar mu- 
chos orgánulos dentro de la célula. Células altamente especializadas como las neuronas, las 
células musculares y las células epiteliales deben usar mecanismos adicionales para esta- 
blecer sus elaborados y coordinados sistemas internos. Así, por ejemplo, cuando una célula 
epitelial forma las uniones célula-célula y se polariza, los extremos menos de los microtú- 
bulos se mueven hacia una región cercana a la membrana plasmática apical. Desde esta lo- 
calización asimétrica, se forma un haz de microtúbulos casi paralelos a lo largo del eje 
longitudinal de la célula, con los extremos más extendiéndose hasta la superficie basal (véa- 
se Figura 16-5). 


ÁA menudo los filamentos de actina se nuclean 
en la membrana plasmática 


Al contrario de lo que ocurre con la nucleación de los microtúbulos, que se produce en la 
parte interna del citoplasma y cerca del núcleo, los filamentos de actina se nuclean frecuen- 
temente en o cerca de la membrana plasmática. Porlo tanto, en la mayoría de células la den- 
sidad más alta de filamentos de actina está en la perifería celular. La capa situada bajo la 
membrana plasmática se llama córtex celular y los filamentos de actina de esta capa sonlos 
responsables de la forma y el movimiento de la superficie de la célula. Por ejemplo, en fun- 
ción de cómo es su unión entre ellos o su unión con la rnembrana plasmática, las estructuras 
de actina pueden formar proyecciones de la superficie de la célula muy variadas, Esto inchu- 
ye alos haces puntiagudos tales como los microvilli o filopodios, velos emergentes y alarga- 
dos llamados lamelipodios que ayudan a las células a desplazarse sobre sustratos sólidos y 
las evaginaciones fagocíticas de los macrófagos. 
Con frecuencia, la nueleación de los filamentos de actina en la membrana plasmática 
está regulada por señales externas, lo cual permite a las células cambiar rápidamente su 
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Figura 16-32 El comportamiento del 
centro buscador de un centrosorna. 

(A) Se micrograbaron pequeño pocillos 
cuadrados sobre un sustrato de plástico, 

Se introdajo un centrosoraa en uno de 

estos pocillos, junta con una solución de 
subunidades de tubulina. Mientras los 
microtúbulos polimerizan, nucleados por el 
centrosorma, empujan contra las paredes del 
pocillo, La necesidad de ser empujados por 
igual en todas las direcciones para estabilizar - 
la posición, fuerza al centrosoma hacia el 
centro del pocillo. Las tres imágenes fueron 
tomadas a intervalos de tres minutos, 

(8) Un centrosoma centrado por sí mismo, 
fijado y marcado para mostrar la distribución 
de los microtúbulos empujando las cuatro 
paredes del envoltorio. (De T.E. Holy et al, 
Proc. Nati. Acad. Sci. U.S.A. 94:6228-6231, 1997. 
Con la autorización de National Academy 

of Sciences.) 


Figura 16-33 Un haz de microtúbulos 
puede encontrar el centro de la célula, 
Después de cortar con una aguja el brazo 
de tuna célula pigmentara de un pez, los 
microtúbulos del fragmento cortado se 
reorganizan de forma que stis externos 
menos se colocan cerca del centro del 
fragmento, onentados hacía un nuevo 
centro organizador de microtibaados. 
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forma y rigidez respondiendo a los cambios de su entorno. Esta nucleación puede estar ca- 
talizada por dos tipos distintos de factores reguladores, el complejo ARP y las forminas (se 
describe más adelante). El primero de ellos es un complejo de proteínas que incluye a dos 
proteínas relacionadas con la actina, o ARP (actin-related proteins), cada una de las cuales 
presenta una homología del 45% con la actina. De forma análoga a la función del y-TuRC, el 
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Figura 16-34 Nucdeación y formación de la red de actina por el complejo ARP, (4) Estructuras de los complejos Arp2 y Arp3 comparadas con la estructura 
de la actina. A pesar de que la cara equivalente al extrerno más (superior) tanto de la molécula de Arp 2 como de la molécula de Arp3 es muy similar al 
extremo más de la actina, diferencias tanto enla zona lateral como en el extremo menos (inferior) impiden que estas proteínas puedan formar filamentos por 
símismas o coensamblarse con Jos filamentos de actina. (B) Modelo de nucleación de los flarmentos de actina por el complejo ARP. En ausencia de un factor 
activador, Arg2 y Arp3 pueden estar unidas mediante proteínas accesorias manteniendo una orientación que les impide nuclear un filamento nuevo de 
actina. Cuando un factor activador indicado por el riángulo azul se tune al complejo, Arpl y Arp3 se juntan formando una nueva configuración parecida 

al extremo más del lamento de actina. Entonces, las subunidades de actina pueden ensamblarse en esta estructura y superar la etapa limitante de la 
nuclteación del lamento (véase Figura 16-10). (C) El complejo ARP nudea Marnentos de forma más eficiente cuando está unido lateralmente a un filamento 
preexistente. El resultado es una rama de filamento que crece en un ángulo de 70% con respecto al lamento original. Rondas repetidas de ramificaciones 
permiten la forrnación de una red de actina en forma de árbol. (0) En la parte superior, electromicrograña de filamentos de actina rernificados formados 
mezdando subunidades de actina purificadas con complejos ARP purificados. En la parte inferior, imagen reconstruida de una ramificación en la que las 
estructuras cristalinas de actina y del complejo ARP se han ajustado a la densidad electrónica, El filamento matemo 5e distibuye desde la parte supeñor a la 
parte inferior y el filamento hijo se rammiífica hacia la derecha en el punto donde el complejo ARP se une a tres subunidades de actina del filamento materno. 
(D, de RO. Mullios et al, Proc Nati, Acad. Sci, 145,4. 95:6181-6186, 1998, Con la autorización de National Acaderry of Sciences y de N. Volkmann et al, Science 

Na 458-2459, 2001. Con la autorización de Macriíllan Publishers Ltd) 


complejo ARP (también conocido corno complejo Arp 2/3) nuclea el crecimiento de los fila- 
mentos de actina a partir del extremo menos y posibilita de este modo un alargamiento 
rápido de los flamentos por el extemo más (Figura 16-344 y B). El complejo también pue- 
de unirse lateralmente a otro filamento de actina y permanecer unido al extremo menos 
del filamento que ha nucleado, de forma que se generan filamentos en forma de árbol 
(Figura 16-34€ y D). 

En los anirnales, el complejo ARP está asociado con estructuras en el extremo en creci- 
miento de las células migratorias. El complejo también está localizado en regiones de ere- 
cimiento rápido de Blamentos de actina como los lamelipodios y su actividad nucleadora 
está regulada por diversas moléculas señalizadoras intracelulares y componentes localiza- 
dos en la cara citoplasmática de la membrana celular. Este complejo altamente conservado 
también está implicado en la nucleación de los filamentos de actina cerca de la membrana 
plasmática en las levaduras, donde es necesario para poder formar la actina cortical (véase 
Figura 16-6), y enlas células vegetales, donde dirige la formación de los haces de actina enla 
superficie necesarios para el crecirmiento de las complejas formas celulares en una gran va- 
riedad de tejidos distintos (Figura 16-35). 

Tanto la tubulina y como los complejos ARP son antiguos desde el punto de vista evolu- 
tívo y se han conservado en una gran variedad de especies eucariotas, Parece que los genes 
que los codifican surgieron por duplicación del gen de una de las subunidades de los micro- 
túbulos o de los filamentos de actina, respectivamente. A continuación se produjo una di- 
vergencia y una especialización de las copias génicas, de forma que ahora codifican 
proteínas con una función nucleadora especial. Así pues, en los dos sistemas del citoesque- 
leto se ha producido una estrategia parecida. Este hallazgo índica la gran importancia que 
tiene una nucleación regulada corno principio organizador general de las células. 


El mecanismo de la nucleación influye en la organización 
de los filamentos 


Puesto que el complejo ARP nuclea el crecimiento de un filamento nuevo de actina de forma 
más eficiente cuando está unido lateralmente a un filamento viejo de actina, la activación re- 
gulada del complejo ARP en las células animales tiende a conducir hacia el ensamblaje de 
redes de actina ramificadas con textura de gel. Sin embargo, la mayoría de grandes estructu- 
ras de actina encontradas en las células están formadas por haces paralelos de filamentos de 
actina no ramificados, inctuyendo el surco de división encontrado en el ecuador de las célu- 
las en mitosis (véase Figura 16-2) y los cables de actina que se localizan hacia la gera en 
crecimiento de las levaduras (véase Figura 16-65). La formación de la mayoría de estos haces 
de actina se induce mediante un grupo distinto de proteínas nucleadoras, las forninas, que 
son capaces de nuclear el crecimiento de los lamentos rectos y no ramificados que pueden 
ser entrecruzados por otras proteínas formando los haces paralelos, 

Las forminas son una gran farnilía de proteínas diméricas (el genor: 

rca de 15 forminas distintas). Cada su 
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de actina y parece que el dímero de formina n: a polimerización 


ina mediante la captación de dos monómeros. Mientras el nuevo fila- 


Figura 16-35 Función del complejo ARP 
en las células vegetales. (A) Células de 

la epidermis de ta hoja del maíz forman 
pequeñas lóbulos ricos en actina que 
encajan las células vecinas como 

las piezas de un rompecabezas. (B) El patrón 
regular de las células encafadas cubriendo 
la superficie de la hoja. (C) Las células 
epidérmicas en una planta mutante que 
carece del complejo ARP no forman los 
lóbulos interconectados. Las células en 
forma de ladrillo tienen un tamaño y una 
distribución normales, pera forman hojas que 
parecen demasiado brillantes a simple vista. 
(De ML Frank, HN. Cartwright y 

LG, Smith, Developrnent 130:753-762, 

2003. Con la autorización de Company 

of Biologists.) 
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cimiento, permitiendo la unión de nuevas subunidades en el extremo en crecimiento del fi- 
lamento (Figura 16-36). Este comportamiento es muy distinto al del complejo ARP o al 
de y-TuRC, que se mantiene unido al extremo menos del Blamento de actina o al microtú- 
bulo e impide tanto la adición como la pérdida de subunidades en este extrerno. 


El alargamiento de los filamentos está modificado 
por proteínas que se unen a las subunidades libres 


Cuando los filamentos han sido nucleados, por lo general se alargan por adición de subuni- 
dades solubles. En la mayoría de células no musculares de los vertebrados aproximadamente 
el 50% de la actina está formando filamentos, mientras que el 50% restante se encuentra 
en forma soluble aunque esta proporción puede cambiar con rapidez en respuesta a señales 
externas. Es habitual que la concentración de monómero soluble oscile entre 50 y 200 pM 
(2-8 mg/mL), concentración sorprendentemente elevada dada la baja concentración crítica 
observada para la actina pura en un tubo de ensayo (inferior a 1 40M). ¿Por qué una parte de 
la actina permanece soluble y no polimeriza formando filamentos? La razón está en que es- 
te conjunto tan abundante de subunidades contiene proteínas especiales que se unen a los 
monómeros de actina e impiden su polimerización o la hacen menos favorable (el efecto es 
parecido al del cormpuesto latrunculina). De entre estas proteínas, la más abundante es una 
pequeña proteína denominada timosina. Los monómeros de actina unidos a la timosina se 
encuentran en un estado cerrado, en el cual no pueden asociarse ni al extremo más ni al ex- 
tremo menos de los flamentos de actina y tampoco pueden hidrolizar o cambiar el nucleó- 
tido que llevan unido. 

¿Cómo consiguen las células recolectar estos monómeros de actina de este conjunto 
secuestrado y los utilizan para polimerizar? Podría parecer que la timosina estuviera regula- 
da por vías de transducción de señal como las mencionadas en el Capítulo 15, pero no se ha 
demostrado que este sea el caso. Por el contrario, el reclutamiento depende de otra proteína de 
unión al monómero, la profilina. La profilina se une al monómero de actina en la cara 
opuesta al lugar de unión al ATB de forma que bloquea el lugar al que se asociaría el monó- 
mero con el extrerao menos del flamento, mientras que deja expuesto el lugar del monórme- 
ro que se une al extremo más (Figura 16-37). Sin embargo, el complejo profilina-actina 
puede unirse fácilmente al extremo más libre. Al producirse esta unión, se induce un cambio 
conformacional de la actina, la cual disminuye su afinidad por la profilina, por lo que esta se 
disocia, dejando al lamento con una subunidad más. Puesto que la profilina compite con la 
fmosina por la unión a los monómeros de actina, el resultado neto de una activación local 
de moléculas de profilina desplaza las subunidades de actina secuestradas por la tiímosina a 
los extremos más de los Blamentos. El crecimiento de los filamentos de actina depende nu- 
cho más de la activación de profilina para aquellos filamentos cuyos extremos más están 
asociados a ciertas lorminas (a familia de proteínas nucleadoras de actina descrita ante- 
dormente); en estos casos, el crecimiento del flamento de actina puede necesitar que la ac- 
tina monomérica esté mida a la profilina (Figura 16-38). 

n diferentes tipos de mecanismos intracelulares que regulan la actividad de la 

endo la fosforilación de la propia profilina o la unión de la profilina a lípidos 
fosfato. Estos mecanismos pueden definir los higares donde actuará la 
plo, la capacidad de la problina de movilizar las subunidades de actina 
secuestradas hacia los extremos de los filamentos en crecimiento es crítica para su ensarn- 
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Figura 16-36 Alargamiento de actina 
mediado por las forminas. Las proteínas 
llamadas forminas lverde) forman complejos 
diméricos que pueden nuclear la formación 
de un nuevo filamento de actina (rajo) 

y permanecer asociadas al extrerno más de 
rápido crecimiento mientras éste se alarga, 
La formina mantiene su unión a una de las 
dos subunidades de actina expuestas en 

el extremo más, mientras permite el 
ensamblaje de las nuevas subunidades. 

En la lustración, sólo se muestra una parte de 
la gran molécula de formina. Otras regiones 
regulan su actividad y se unen a estructuras 
concretas de la célula, La mayoría de forminas 
están conectadas de forma indirecta con 

la membrana plasmática y colaboran en 

la polimerización insercional del filamento 
de actina justo por debajo de la superficie 

de la membrana. 


molécula de ATP en la 
ranura de unión al ATP 


profilina 


Figura 16-37 La profilina unida a un 
rmonómero de actina. La molécula de 
profilina se muestra en azul, la de actina en 
rojo y el ATP en verde.La profílina se une a la 
cara de la actina opuesta a la ranura donde 
se coloca el ATP. Este heterodímero de 
profilina-actina puede unirse y alargar el 
externo más de un Marmnento de actina, pero 
está impedido estéricamente para unirse al 
externo menos. (Contesía de Michael Rozycki 
y Giarence E, 5chutrmt) : 
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blaje en la membrana plasmática. La profilina se localiza en la cara citoplasmática de la 
membrana plasmática puesto que se une alos fosfolípidos ácidos de membrana de esta cara. 
En esta localización, las señales extracelulares pueden activar la profilina produciendo una 
polimerización explosiva y local de actina y la aparición de estructuras móviles ricas en ac- 
tina como los flopodios y los lamelipodios (véase más adelante). Además de unirse a la 
actina y a los fosfolípidos, la profilina también puede unirse a Otras proteínas intracelulares 
que presentan dominios ricos en prolina; estas proteínas también pueden colaborar en la 
localización de la profilina en los lugares donde es necesario un rápido ensambiaje de los f- 
lamentos de actina. 

Como ocurre con los monómeros de actina, la célula secuestra a las subunidades de tu- 
bulina no polímerizadas manteniendo el conjunto de subunidades libres en unos niveles 
sensiblemente más altos que la concentración crítica. Una molécula de la pequeña proteína 
estatmina se une a dos heterodímeros de tubulina e impide su unión a los extremos de los 
mictrotíábulos. Así pues, la estatmina disminuye la concentración efectiva de las subunida- 
des de tubulina disponibles para la polimerización (efecto análogo al del compuesto colchi- 
cina). Además, la estatmina aumenta la probabilidad que un microtúbulo en crecimiento 
sufra la transición catastrófica hacia el estado de ruptura. La fosforilación de la estatmina 
inhibe su unión a la tubulina y las señales que inducen esta fosforilación pueden incremen- 
tar la velocidad de elongación de los microtúbulos y suprimir la inestabilidad dinámica. 
A menudo las células cancerosas sobreexpresan estatmina; se cree que el aumento en la tasa 
de recambio de los microtúbulos inducido contribuye a los cambios característicos de la 
forma celular asociados con la malignización y la formación de tumores. 


Existen proteínas fragmentadoras que regulan la longitud 
y el comportamiento cinético tanto de los filamentos de actina 
como de las microtúbulos 


En algunas situaciones, una célula puede romper un filamento largo ya existente en muchos 
lamentos más cortos. Este suceso genera una gran cantidad de extremos nuevos: un fila- 
mento largo sólo tiene un extremo más y un extremo menos, pero al romperse en docenas 
de filamentos cortos, cada uno de ellos presentará su propio extremo menos y su propio ex- 
tremo más. En ciertas condiciones intracelulares, estos extremos recién formados nueclean la 
elongación de un filamento; en este caso, la fragmentación acelera el ensamblaje de nuevas 
estructuras de filamentos, En otras condiciones, la fragmentación induce la despolimeriza- 
ción de los filamentos viejos, aumentando la velocidad de despolimerización del orden de 
diez veces o más. Además, algunos filamentos cambian las propiedades físicas y mecánicas 
del citoplasma: cuando los filamentos se fragmentan los haces largos y rígidos y los geles se 
hacen más fluidos. 

Para roramper un microtúbulo se deben romper trece enlaces longitudinales, uno por 
cada protoflamento, La proteína catanina, derivada de la palabra japonesa que significa 
“espada”, realiza esta función (Figura 16-39). La catanina está formada por dos subunida- 
des, una subunidad pequeña que hidroliza el ATP y que realiza la fragmentación y una 
subunidad mayor que dirige la catanina hacia el centrosoma. La catanina libera los micro- 
túbulos de su unión al centro organizador de microtúbulos y se cree que desempeña un 
papel importante en la rápida despolimerización observada en los polos del huso mitótico 
durante la melosis y la mitosis. Tarabién puede participar en la despolimerización y libera- 
ción de los microtúbulos en las células proliferantes en interfase y en células postmítóticas 
como las neuronas. 

A diferencia de la fragmentación de los microrúbulos mediada por catanina que 
requiere ATP la fragrnentación de los filarmentos de actina no necesita energía extra, La ma- 
yoría de las proteínas fragmentadoras de actina forman parte de la superfamilia gelsolina, 
cuya actividad fragmentadora se activa por un increrento de los niveles de Ca?” citosólico, 
La gelsolina presenta subdominios que se unen a dos lugares distintos de la subunidad de 
actina, uno expuesto en la superficie del filamento y otro que normalmente se encuentra 
escondido en el enlace longitudinal hacia la próxima subunidad del protofilamento. De 
acuerdo con un modelo sobre la fregrnentación por gelsolina, esta proteína se ne de forraa 
lateral a un Blamento de actina y espera hasta que se produce una Huctuación térmica que 
cenera un pequeño agujero entre dos subunidades vecinas del protoflaraento; entonces, la 
gelsolina introduce su subdominio en el agujero y rompe el ismento. 
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REPETICIÓN CON 
RECARGA DE LA ACTINA 
EN LOS “BIGOTES” 


crecimiento rápido y continuo del 
filamento de actina en el extremo más 


Figura 16-38 Profilina y forminas. Algunos 
miembros de la familia de las forminas tienen 
dominjos no estructurados o “bigotes” que 
poseen diversos sitios de unión para la 
profílina o para el complejo actina-profilina, 
Estos dominios son fexibles y actúan de 
plataforrna para la unión de actina al extrerno 
más en crecimiento del Rlamento de actina 
cuando tiene unida la formina. En 
determinadas condiciones, esto puede 
incrementar la velocidad de alargamiento del 
filamento de actína, que crece más rápido de 
lo esperado en una reacción de difusión 
controlada, y a más velocidad en presencia 
de formina y de proflina que en su ausencia 
(véase Figura 3-800), 
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CÓMO REGULAN LAS CÉLULAS LOS FILAMENTOS DE SU CITOESQUELETO 


Las proteínas que se unen lateralmente a los filamentos 
pueden estabilizarlos o desestabilizarlos 


Una vez se ha formado el filamento mediante nucleación y elongación a partir del conjunto 
de subunidades solubles, a menudo su estabilidad y propiedades dinámicas se ven modifi- 
cadas por un conjunto de proteínas que pueden unirse lateralmente al polímero. Diferentes 
proteínas asociadas a los filamentos utilizan su energía de unión para disminuir o incre- 
mentar la energía libre del polímero, de forma que pueden estabilizarlo o desestabilizarlo, 
respectivamente. 

Las proteínas que se unen lateralmente a los microtúbulos reciben el nombre genérico 
de proteínas asociadas a los microtúbulos o MAP (nicrorubule-associated proteins). De for- 
ma parecida al compuesto taxol, las MAP pueden estabilizar los microtúbulos evitando su 
desensamblaje. Un conjunto de MAP puede también mediar la interacción de los microtú- 
bulos con otros componentes celulares, Este conjunto de proteínas es muy abundante en 
las neuronas, en las que los haces de microtúbulos estabilizados forman el núcleo de los axo- 
nes y dendritas que se extienden desde el cuerpo celular (Figura 16-40). Estas MAP tienen 
como mínimo un dominio mediante el cual se unen a la superficie de los microtúbulos y 
otro que se proyecta hacia su exterior. La longitud de este dominio de proyección determina 
la distancia de empaquetamiento entre distintos microtúbulos, como se ha demostrado me- 
diante ingeniería celular al sobreexpresar diferentes MAP Así, las células que sobreexpresan 
MAPZ2, la cual presenta un dominio de proyección muy largo, forman haces de microtúbulos 
estables muy distantes los unos de los otros, mientras que las células que sobreexpresan tau, 
una MAP con un dominio más corto, forman haces más relacionados de microtúbulos em- 
paquetados (Figura 16-41). La proteína tau unida a los filamentos también puede regular el 
transporte de los orgánulos rodeados de membrana, dirigido por las proteínas motoras, que 
se describirá más adelante. 

Las MAP son dianas de algunas proteínas quinasa y su fosforilación puede tener un pa- 
pel primario en el control tanto de su actividad como de su localización en el interior de las 
células. Entre las proteínas quinasa más importantes que pueden regular a las MAP están 
las que se activan y desactivan mientras la célula avanza a través del ciclo celular (descrito en 
el Capítulo 17). En particular, la actividad de las MAP regula los cambios en la dinámica de 
los microtúbulos que se producen cuando la célula los reorganiza formando el huso mitóti- 
co, preparándose para la segregación de los cromosomas (véase Figura 16-2). 

Además de unirse a los laterales de los microtúbulos, las proteínas tau forman sus pro- 
pios filamentos helicoidales cuando la concentración es bastante alta. El citoplasma de las 
neuronas en los cerebros de gente afectada de Alzheimer posee grandes agregados de fila- 
mentos tau, llamados nudos neurofibrilares. Se desconoce si estos aglormerados de tau son 
una causa o una consecuencia de la neurodegeneración asociada con esta enfermedad. 

De forma parecida, los filamentos de actina también pueden verse afectados por la 
unión lateral de proteínas accesorias. En la mayoría de células, algunos de los filamentos de 
actina se estabilizar mediante unión a tropomiosina, una proteína alargada que se une si- 
multáneamente a siete subunidades de actina adyacentes en un mismo protofilamento. La 
unión de tropontiosina a lo largo del filamento de actina puede impedir a este lamento im- 
teractuar con Otras proteínas; por esta razón, la regulación de la unión de la tropomiosina es 
una etapa muy importante en la contracción muscular, como se explicará más adelante 
(véase Figura 16-78). 

Otra importante proteína de unión a la actina, que se encuentra en todas las células 
eucariotas, es la cofilina, que desestabiliza los filamentos de actina. También llamada factor 
despolimerizador de actina, esta proteína presenta la característica poco común de unirse 
tanto a la actina filamentosa como a las subunidades libres. La cofilina se une a lo largo de 
todo el filamento haciendo que se enrosque un poco más estrechamente (Figura 16-42), Este 


Figura 16-40 Localización de las MAP en el axón y las dendritas de una neurona. 
Esta micrografía de inmunofluorescencia muestra la distribución del marcaje de tau 
brerde) y de MAP2 inaranja) en ina neurona del hipocampo en cultivo. Mientras 

el marcaje de tau está confinado en el axón (largo y ramificado en esta neurona), el 
marcaje de MAP2 se encuentra restringido en el soma celular y en las dendritas. 

El anticuerpo utilizado para visualizar tau sólo se une a la forma no fosforilada; la 
forrna fosforilada también se encuentra en las dendritas. (Cortesía de James 
W.iandell y Gary A. Banker) 
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Figura 16-39 Ruptura de microtúbulos 
mediante catanina. 5e adsorbieron 
microtúbulos marcados con rodamina y 
estabilizados con taxol sobre una superficie 
de cristal y se añadió catanina purificada 
junto con ATP. (A) Treinta segundos después 
de la adición de la catanina hay pocas roturas 
en los microtúbulos. (B) El mismo campo tres 
minutos después ue añadir la catanina. Los 
filamentos han sido cortados por muchos 
lugares, originando una sere de fragmentos 
más pequeños a partir de los largos 
microtúbuios. (De 1), Hartman et al, 

Cell 93277-287, 1998. Con la autorización 

de Elsevier) 
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estrés mecánico debilita los contactos entre las subunidades de actina del filamento, debilí- 
tándolo y favoreciendo su rotura. Además, también facilita la pérdida de las subunidades 
con ADP del extrerno menos del filamento. Estas actividades aceleran rápidamente el de- 
sensamblaje del Blamento de actina, Corno resultado de ello, en el interior de la célula la ma- 
voría de filamentos de actina tienen una vida media más corta que los filamentos formados 
in vitro a partir de actina pura. Los filamentos de actina pueden protegerse de la cofilina me- 
diante unión a la tropomiosina. 

La cofilina se une sobre todo a los filamentos que contienen ADP y menos a los que con- 
tienen ATP Puesto que habitualmente la bidrólisis del ATP es más lenta que el ensamblaje de 
los filamentos, los lamentos de actina más nuevos de la célula todavía tienen ATP y son re- 
sistentes a la despolimerización inducida por la cofilina. Así pues, la cofilina favorece de for- 
ma eficiente la despolimerización de los filamentos más antiguos de una célula y asegura 
un recambio rápido de todos los filamentos de actina. Como analizaremos más adelante, el 
desensamblaje mediado por cofilina de los filamentos viejos pero no de los ruevos es críti- 
co para el crecimiento dirigido y polarizado de la red de actina responsable del desplaza- 
miento celular, Si 


La dinámica de los filamentos puede verse drásticamente alterada 
por la unión de proteínas que interaccionan con sus extremos 


Las proteínas que se wen a las zonas laterales de los filamentos pueden cambiar su cor- 
portamiento dinámico. Sin embargo, para conseguir un efecto máximo, estas proteínas ge- 


(A) filamento de actina 


(8) lamento de actina + cofilina 
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Figura 16-41 Organización de los haces 

de microtúbulos por las MAP, (A) MAP2 se 
une al entramado del microtúbulo por uno 
de sus extremos y extiende un largo brazo 
con otro dominio de unión enel otro 
extremo. (8) Tau se une al entramado del 
microtúbulo por sus dominios N- y 
C-terrninales adoptando una forma de anillo. 
(C) Electromicrografía mostrando una sección 
transversal de un microtúbulo en una célula 
que sobreexpresa MAP2, La distribución 
regular de los microtúbulas (MT) en este haz 
es el resultado de la longitud constante de los 
brazos de MAP2. (D) Corte similar a través de 
un haz de microtúbulos de una célula que 
sobreexpresa tau. Los microtúbulos están 
mucho más juntos que en (C) porque el brazo 
que proyecta tau es mucho más corto. (C y D, 
cortesía de Y. Chen etal., Nature 360:647-674, 
1992, Con la autorizaciónde Macrnillan 
Publishers Ltd.) 


ae 


Figura 16-42 Giro de in filamento de actina 
inducido por cofilina. (4) Reconstrucción 
tridimensional de una cooelectromicrografía 
den flarnento fabricado a partir de actina 
pura, El fragriento muestra el espacio que 
exsiste entre dos giros de la hélice de actina, 
(8) Reconstrucción de un filamento de actina 
recubierto con cofilina, que se une en una 
proporción de 1:) alas subunidades de 
actina alo largo del filamento. La cofilina 

es una proteína pequeña (14 kilodaltons) 
comparada con la actina (43 kilodaltons), 
por lo que los filamentos parecen sólo 
ligeramente más gruesos. La energía de la 
unión de cofilina se utiliza para deformar el 
filamento de actina, enrollándelo un poco 
más sobre sí mismo y reduciendo la distancia 
entre dos giros de la hélice. (De A. MoGaugh 
etal,J Cel Biol 138711972, 1997. Conta 
autorización de The Rockefeller University 
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neralmente tienen que recubrir por completo todo el filamento, lo cual implica que su este- 
quiometría debe ser muy alta (p. ej., se necesita una tropomiosina por cada siete subunida- 
des de actina, una tau por cada cuatro subunidades de tubulina o una coflina por cada 
subunidad de actina). Por el contrario, las proteínas que se unen sobre todo a los extremos 
de los filamentos pueden ejercer efectos drásticos sobre la dinámica del filamento, aunque 
sólo estén presentes en muy bajos niveles. Puesto que la adición y pérdida de subunidades 
se produce principalmente en los extremos de los filamentos, una sola molécula de estas 
proteínas por cada filamento de actina (que contiene más o menos de 200 a 500 monómeros 
de actina) puede ser suficiente para transformar la arquitectura global de la red de Blamen- 
tos de actina. 

Como se ha descrito, un filamento de actina que pare su crecimiento y no sea estabili- 
zado específicamente por la célula puede despolimerizar con rapidez puede perder subuni- 
dades tanta del extremo más corno del externo menos, una vez las moléculas de actina de 
ese extremo hayan hidrolizado su ATP y lo hayan convertido en la forma D. Sin embargo, 
la mayoría de los cambios más rápidos se producen en el extremo más. La unión de una 
proteína casquete al extremo más (capping protein), estabiliza este extremo del filamento de 


actina lo cual enlentece la tasa tanto de crecimiento como de despolimerización al inactivar. 


el extremo más (Figura 16-43). De hecho, la mayoría de los filamentos de actina de una cé- 
luJa tienen en su extremo más proteinas tales como CapZ (denominada así por su localiza- 
ción en la banda Z del músculo, véase más adelante; también llamada proteína casquete). 
En el extremo menos, un filamento de actina todavía puede estar recubierto por el comple- 
jo ARP que fue responsable de su nucleación, aunque es posible que en la mayoría de célu- 
las muchos de los filamentos de actina ya no presenten el complejo ARP en su extremo 
menos y no estén recubiertos. 

Se sabe que en las células musculares, en las que la vida de los lamentos de actina es 
excepcionalmente larga, los filamentos están recubiertos en ambos extremos: por CapZ en el 
extremo más y por tropomodulina en el extremo menos. La tropomodulina sólo se une a los 
extremos menos de los filamentos de actina que han estado recubiertos por tropomiosina y 
que, por tanto, presentan una cierta estabilización. 


Diferentes tipos de proteínas alteran las propiedades 
de los extremos de los microtúbulos que crecen rápidamente 


El extremo de un microtíbulo, que presenta 13 protofilamentos formando un anillo hueco 
(véase Figura 16-11), es una estructura macho más grande y compleja que el extremo de un 
filamento de actina, de forma que pueden producirse muchas más interacciones de proteínas 
accesorias. Ya hemos descrito 1 casquete importante para los microtúbulos: el complejo 
de tubulina y en forma de anillo (y-TuRC), que produce la nucleación del crecimiento de los 
roicrotíbulos en el centro organizador y también recubre sus extremos menos. Otra proteí- 
na importante que recubre los extremos de los microtúbulos es un complejo proteico espe- 
cial que se encuentra en los extremos de los micromíbulos de los cilios (se describirá más 
adelante), donde los microuíbulos son estables y conservan su longitud. 

Algunas proteínas que actúan en los exremos de los microtíbulos desempeñan papeles 
inucho más importantes que los de sex simples proteínas recubridoras de filamentos. 
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Figura 16-43 Encasquetamiento de los 
filamentos y sus efectos sobre la dinámica 
del filamento. Una población de filamentos 
no encasquetados ganan y pierden varias 
subunidades en ambos extremos, el menos 

y el más, de forma que crecen o se acortan 
rápidamente en función de la concentración 
disponible de monórneros libres (línea verde). 
En presencia de una proteína que encasqueta 
el extremo más (linea roja), sólo el extrerno 
menos puede unir o perder subunidades, 
por lo que el filamento crecerá de forma 

más lenta a cualquier concentración de 
monómero superior a la concentración 
crítica y la ruptura será más lenta a cualquier 
concentración de monómero por debajo 

de la concentración crítica. Además, la 
concentración crítica para la población pasa 
a ser la del extremo menos del filamento, 
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Concretamente, pueden afectar de forma dramática la inestabilidad dinámica de los micro- 
túbulos (véase Figura 16-16). Pueden influenciar la velocidad a la cual los microtúbulos 
cambian de un estado de crecimiento a un estado de despolimerización (la frecuencia de 
las catástrofes) o de un estado de despolimerización a un estado de crecimiento (la frecuen- 
cía de los rescates). Por ejemplo, una familia de proteínas relacionadas con la quinesina y 
conocidas como factores de catástrofe, aumentan significativamente la velocidad de carás- 
trole (estas proteínas son miembros de la farnilia de la quinesina-13; véase Figura 16-58). Se 
unen de forma específica a los exuremos de los microtúbulos y parece que separan los pro- 
tofilamentos entre sí, disminuyendo la barrera de energía normal de activación que impide 
que un imicrotúbulo se transforme en un protofilarmento curvado, típico del estado de des- 
polimerización (véase Figura 16-160). Acciones opuestas a ésta pueden ser mediadas por 
proteínas MAR como la proteína ubicua denorninada X0MAP215 que tiene homólogos muy 
parecidos en un amplio abanico de organismos, desde las levaduras a la especie humana 
(XMAP: Xenopus microtubule associated protein); el número corresponde a su peso molecu- 
lar. Esta proteína posee una habilidad especial para estabilizar los extremos libres de los mi- 
crotúbulos e impide el cambio desde un estado en crecimiento a un estado de 
despolimerización. La fosforilación de XMAP215 durante la mitosis inhibe su actividad y 
cambia el balance de su competición con los factores de catástrofe (Figura 16-44). El cam- 
bio incrementa unas diez veces la inestabilidad dinámica de los microtúbulos que se obser- 
va durante la mitosis, una transición que representa 1 valor crítico para la construcción 
eficiente del huso mitótico (véase Figura 17-33), 


(A) 


Figura 16-44 Efectos de las proteínas que 
se unen a los extremos de los microtúbulos. 
En las células, la transición de un microtúbulo 
entre un estado de crecimiento y un estado 
de acortamiento está controlada por 
proteínas especiales, Una MAP coma 
XMAP215 estabiliza el extrerno que está en 
crecimiento de un microtúbulo al unirse 
preferentemente a este lugar. Con funciones 
opuestas destacan los factores de catástrofe 
como la quinesina-13, un miembro de la 
superfamilia de proteínas motoras tipo 
quinesina (tratado más adelante). 


Figura 16-45 Proteínas +TIP 
localizadas en los extrernos más er 
crecimiento de los microtúbulos. 
<TAAT> (4) En una célula epitelial en 
cultivo, cada microtúbulo (verde) tiene 
, Un extrema más asociado ala proteína 
TP EB1 (rojo). (B) En la levadura 
de escisión en forma de vara. 
Sehizosaccharomyces pombe, los 
extremos más de los microtúbulos 
(verde) están asociados con el 
hornólogeo de EB1 (rojo) en los dos 
polos de las células en forma de 
varilla. (A, de A, Akhmanova y 

CL Hoogenraad, Curr. Opin, Cell Biol. 
17:47-54, 2005. Con la sutonzación 
de Flsesñer, B, conesia de Ken Sawwin) 
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En muchas células, los extremos menos de los microtúbulos están estabilizados por su 
asociación con el centrosoma, que a su vez sirve como lugar de despolimerización de rmi- 
crotúbulos. Por el contrario, los extremos más exploran y se extienden alo largo del espacio 
celular. Unas proteínas asociadas alos microtúbulos llamadas proteínas tracking de los extre- 
mos más (+TIB de tip, punta) se acumulan en estos extremos activos y viajan alrededor de la 
céhada corno pasajeros de los extremos de los microtúbulos de crecimiento rápido, disocián- 
dose de los exiremos cuando los microtábulos empiezan a romperse (Figura 1645), 

Algunas de las 4T1B como los factores de catástrofe relacionados con quinesina y la 
XMAP215 mencionados anteriormente, modulan el crecimiento y la fragmentación del ex- 
tremo de los múcrotúbulos donde están unidas. Otras controlan el posicionaraiento de los 
microtúbulos ayudando a capturar y a estabilizar el extremo del microtúbulo en crecimien- 
to en los lugares específicos de las proteínas diana en el córtex celular. Por ejermplo, EB1, una 
proteína +T1P presente tanto en levaduras como en humanos, es esencial para el posiciona- 
miento del huso mitótico de las levaduras, dirigiendo los extremos más en crecimiento de 
los microtúbulos del huso mitótico hacia una región de amarre en la yema y ayudando a su 
anclaje en esta zona. 


En las células, los filamentos se organizan en estructuras 
de orden más elevado 


Hasta ahora, hemos descrito cómo las proteínas accesorias regulan la localización y el cora- 
portamiento dinámico de los filamentos del citoesqueleto. Estas proteínas pueden nuclear 
el ensamblaje de los flamentos, unirse lateralmente a sus extremos, o unirse a las subu- 
nidades libres de los filamentos. Pero para que los filamentos del citoesqueleto formen un 
esqueleto intracelular útil que proporcione a la célula integridad mecánica y determine 
su forma, los diferentes filamentos tienen que estar organizados e íntimamente unidos 
formando estructuras de orden más elevado. El centrosoma es un ejemplo de este tipo de or- 
ganizadores; además de nuclear el crecimiento de los microtúbulos, los mantiene unidos 
adoptando una geometría definida, con todos los extremos menos inmersos en el centroso- 
ma y los extremos más apuntando hacia el exterior. De esta forma, el centrosoma genera un 
conjunto de microtúbulos en estrella, que es capaz de encontrar el centro de cada célula 
(véase Figura 16-32). 

Otro mecanismo utilizado para organizar los filamentos en grandes estructuras es el en- 
trecruzamiento de filamentos. Como se ha señalado anteriormente, algunas MAP pueden 
enlazar microtúbulos y disponen de dos dominios: uno que se une lateralmente al microtú- 
bulo (ylo estabiliza) y otro que se proyecta hacia el exterior y contacta con otros microkibulos 
recubiertos de MAP En el citoesqueleto de actina, las funciones de estabilización y entre- 
cruzamiento están separadas. La tropomiosina se une lateralmente a los filamentos de acti- 
na, pero no dispone de ningún dominio de proyección. El entrecruzamiento viene mediado 
por un segundo grupo de proteínas de unión a la actina que sólo tienen esta función. Los 
filamentos intermedios son de nuevo distintos; están organizados por autoasociaciones 
laterales de los propios filamentos y por la actividad de entrecruzamiento de proteínas ac- 
cesorías coro ahora describiremos. 


Los filamentos intermedios están empaquetados y entrecruzados 
formando hileras compactas 


Cada filamento intermedio se forma como tn largo paquete de subunidades tetraméricas 
(véase Figure 16-19). Además, muchos lamentos intermedios se empaguetan entre sí y se 
autoasocian; por ejemplo, las proteínas ME-M y NF-H de los neurofllamentos (véase la Tabla 
16-1, p. 985) presentan sun dominio C-terminal que se extiende desde la superficie de un 
filamento intermedio ensamblado hacia el exterior, uniéndose al flamento vecino. Éstos 
grupos de neuroflarnentos forman hileras paralelas muy resistentes que se mantienen uni- 
das por contactos laterales roúltiples, proporcionando estabilidad y fuerza a las largas ex- 
pansiones neuronales (véase Figura 16-22). 

Ovos tipos de empaquetamiento de los Blamentos intermedios se mantienen unidos 
por proteínas accesorias, como la filagrína, que en las céhulas en diferenciación de la epi- 
dermás emmpaegueta a los Mlamentos de queratina proporcionando a las capas ás externas 
de la piel su aspereza característica, La plectina es una proteína de entrecruzamiento 10ary 
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interesante. Además de empaquetar los filamentos intermedios, también los une a los 
microtúbulos, a los haces de filamentos de actina y a los filamentos de la proteína motora 
miosina II (descrito más adelante); además permite la unión de los haces de filamentos in- 
termedios a las estructuras adhesivas de la membrana plasmática (Figura 16-48). 

Mutaciones en el gen de la plectina causan una devastadora enfermedad en la especie 
humana que combina los efectos de la epidermolisis bullosa (provocada por una alteración 
de los filamentos de queratina de la piel), con los de la distrofia muscular (a causa de una al- 
teración de los filamentos de desmina) y con una neurodegeneración (provocada por una 
alteración de los neurofilamentos). El ratón que ha perdido el gen de plectina, muere a los po- 
cos días del nacimiento y presenta ampollas en la piel y unos músculos esquelético y del co- 
razón totalmente anormales. Así pues, aunque la plectina puede no ser imprescindible para 
la formación inicial y el ensamblajé de los filamentos intermedios, su acción de entrecnuza- 
miento es necesaria para proporcionar a las células la fuerza que necesitan para superar el 
estrés mecánico inherente a la vida de los vertebrados. 


Proteínas de entrecruzamiento de propiedades distintas 
organizan diferentes ensamblajes de filamentos de actina 


En las células animales, los filamentos de actina están organizados en dos tipos de disposi- 
ciones: en haces y en redes parecidas a geles (Figura 16-47). Corno se ha indicado, estas dis- 
tintas estructuras se forman por la acción de proteínas nucleadoras diferentes: los largos y 
rectos filamentos producidos por las forminas forman haces y el complejo ARP produce re- 
des (geles). Las proteínas de entrecruzamiento de los filamentos de actina que ayudan a es- 
tabilizar y mantener estas estructuras pueden dividirse en dos clases, proteínas que forman 
haces y proteínas que forman geles. Las proteínas que forman haces entrecruzan los fila- 
mentos de actina en disposiciones paralelas mientras que las que forman geles mantienen 
unidos los filamentos de actina en intersecciones en diagonal dando lugar a las redes laxas. 


red semejame a un gel 


La 
109 nm 


haz contrácil 


Figura 16-46 La plectina entrecniza 
diversos elementos del citoesqueleto, 

La plectina (verde) realizando diversos 
entrecruzamientos entre filamentos 
intermedios (aztu/ y microtúbulos (rojos). 
En esta electromicrografía, las manchas 
(amarillas) son partículas de oro coloidal 
unidas a los anticuerpos antiplectina, Para 
poder observar estas proteínas se ha extraído 
toda la red de actina. (De TM, Svitkina y 
G.4G. Borisy, J, Cell Biol, 135:991-1007, 1996. 
Con la autorización de The Rockefeller 
University Press.) 


Figura 16-47 Haces de actina en una célula, 
Se muestra un fibroblasto desplazándose 

en una placa de cultivo, con tres áreas 
aumentadas para mostrar la organización 

de las filamentos de actina, Los filamentos de 
actina pueden verse en rojo, con flechas que 
apuntan hacia los extremos menos, Las fibras 
de estrés son contráctlles y ejercen tensión. 
Los Mopadios son pro í 
de la mernbrana plasmática que permiten a 
la célula explorar su entorno, rex se 
sitúa por debajo de la merbrana plasmática, 
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Generalmente, ambos tipos de proteínas entrecruzadoras tienen dos lugares de unión al f- 
lamento de actina parecidos entre sí, que pueden formar parte de una cadena polipeptídica 
sencilla o pueden estar compartidos por dos cadenas polipeptídicas que se mantienen jun- 
tas formando un dímero (Figura 16-48). El espaciado y la disposición de estos dominios de 
unión a dos polipéptidos determina el tipo de estructura de actina que forma una deterrmi- 
nada proteína entrecruzadora. 

Cada tipo de proteína ermpaquetadora determina qué moléculas pueden interactuar 
con los filamentos de actina. La miosina II (se trata más adelante) es la proteína motora de 
las fibras de estrés y de otros conjuntos contráctiles. El ermpaquetarmiento tan elevado pro- 
vocado por la pequeña proteína empaquetadora monomérica fimbrina aparentemente ex- 
cluye a la miosina, por lo que los filamentos de actina paralelos unidos por fimbrina no son 
contráctiles; en sentido contrario, la laxitud del ermpaquetamiento provocado por la proteí- 
na empaquetadora dimérica, e-actinina permite la entrada de moléculas de miosina, ha- 
ciendo que las fibras de estrés sean contráctiles (Figura 16-49). Como consecuencia de las 
diferencias de espaciado entre los filamentos de actina, el empaquetamiento por fimbrina 
automáticamente descarta el empaquetamiento por o-actinina y viceversa, siendo los dos 
tipos de proteínas mutuamente excluyentes. 

La villina es otra proteína empaquetadora que, de forma parecida a la fimbrina, pre- 
senta dos lugares de unión al filamento de actina muy cercanos en una misma cadena poli- 
peptídica. La villina (junto con la fimbrina) ayudan a entrecruzar de 20 a 30 filamentos de 
actina empaquetándolos muy estrechamente, como los que encontramos en los microvilli, 
las extensiones digitiformes presentes en la membrana plasmática de la cara apical de mu- 
chas células epiteliales (véase Figura 16-50). Por ejemplo, cada célula epitelial de absorción 
del intestino delgado humano (enterocito) tiene algunos miles de microvilli en su superficie 
apical. Cada uno de ellos mide cerca de 0,08 um de diámetro y 1 un de largo y posibilita que 
la superficie de absorción celular sea 20 veces mayor de lo que sería si no tuviera microvilli, 
Cuando se introduce villina en un cultivo de fibroblastos, en células que no presentan esta 
proteína y sólo tienen unos cuantos microvilli, los microvilli existentes se alargan y se esta- 
bilizan a la vez que se induce su aumento de número. El núcleo de los filamentos de actina 
de los microvilli se adhiere a la membrana plasmática de forma lateral con los brazos de la 
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Figura 16-48 Estructuras modulares de 
cuatro proteínas que entrecruzan los 
filamentos de actina. Cada una de estas 
proteinas presenta dos lugares de unión a la 
actina len rojo) de secuencias relacionadas. 
La fimbriina tiene dos lugares de unión a la 
actina directamente adyacentes, de forma 
que mantiene muy juntas dos filamentos de 
actina (unos 14 nr), alíneados con la misma 
polaridad (véase Figura 16-494). En la 
cractinina, los dos lugares de unión están 
separados cerca de 30 nm de forrna que 

los haces de actina que forman están 
empaquetados de una forma más laxa (véase 
Figura 16-49A), La filamina tiene dos lugares 
de unión a actina conectados en forma 

de V, de manera que entrecruza filamentos 
de actina formando una red en la que los 
filamentos forman entre síángulos casi 
rectos (véase Figura 16-51). La espectrina es 
un tetrámero de dos subunidades a y dos 
subunidades $; el tetrámero tiene dos 
lugares de unión de actina espaciados 

cerca de 200 nm (véase Figura 10--41), 


Figura 16-49 Formación de dos tipos 

de haces de filamentos de actina, 

(A) La oractinina, que es un homodimero, 
entrecruza filamentos de actina en haces 
laxos que permiten a la proteína motora 
miosina ll (no mostrada) participar en el 
ensamblaje. La fimbrina entrecruza los 
filamentos en haces muy juntos, que 
excluyen la miosina. La fimbrina y la 
c-actinina tienden a excluirse ronutuamente 
debido a las diferencias de espaciado que 
generan entre los haces de filamentos de 
actina. (8) Electromicrografía de moléculas 
de c-actinina purificada. (B, cortesía de 
John Heuser,) 
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miosina Í (descrita más adelante), nroteína que presenta un lugar de unión el filamento de 
actina en un extremo y un dominio de unión a lípidos por el otro. Parece que estos dos tipos 
de entrecruzamientos, uro umendo los lamentos de actina entre sí y el otro uniéndolos a la 
membrana plasmática, son suficientes para formar los microvili celulares. Sorprendente- 
mente los ratones que han perdido el gen de la villina forman microvilli intestinales con una 
morfología normal, lo cual indica que otras proteínas proporcionan una función redundan- 
te suficiente para este propósito. Sin embargo, la remodelación de los microvilli intestinales 
en respuesta a ciertos tipos de estrés o ayuno está inhibida. 


Las proteínas empaquetadoras descritas disponen de conexiones rectas y rígidas entre sus 
dos dominios de unión a los filamentos de actina y tienden a alinear a los lamentos en ha- 
ces paralelos. Las proteínas entrecruzadoras que disponen de conexiones flexibles entre sas 
dos dominios de unión no forman haces sino geles laxos de filarnentos de actina. 
Cualquier proteína entrecruzadora que tenga sus dos dominios de unión a la actina se- 
parados entre sí una distancia suficiente puede formar geles de actina tridimensionales. La 
flamina (véase Figura 16-48) facilita la formación de geles altamente viscosos y laxos enla- 
zando dos filamentos de actina en ángulo recto (Figura 16-51). Los geles de actina formados 
por filamina son necesarios para que las células extiendan proyecciones de membrana 
parecidas a láminas llamadas lamelipodios- que les permiten arrastrarse por superficies 
sólidas. La flamina ha desaparecido en algunas células cancerosas, especialmente en los 
melanornas malignos (cánceres de las células pigmentarias). Estas células no pueden arras- 
.. tarse de forma apropiada y presentan protuberancias desorganizadas de la membrana 
(Figura 16-52). La pérdida de filamina es mala para la célula de melanoma pero es buena 
para el paciente; puesto que la célula es incapaz de arrastrarse y migrar, las células sin fila- 
mina son menos invasivas que sus semejantes que todavía expresan la proteína, por lo que 


el cáncer tiene menor tendencia a metastabizar. 


Una proteína formadora de geles muy bien estudiada es la espectrina, que fue identifi- 
cada por primera vez en los eritrocitos. La espectrina es una proteína larga y flexible forma- 
da por cuatro tadenas polipeptídicas (dos subunidades a y dos subunidades $), dispuestas 


de forma que los dos lugares de unión al filamento de actina se hallan a 200 nun de distancia 
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Figura 16-50 Un microvilli. (A) La parte 
central de un microvilii está formada por un 
haz de filamentos de actina paralelos, que se 
mantienen mediante proteínas formadoras 
de haces de actina-iílina y fimbrina. Los 
brazos laterales formados de miosina-l y de 
la proteína de unión al Ca**, calmodulina) 
conectan los lados del haz de filamentos de 
actina a la membrana plasmática contigua. 
Los extremos más de los filamentos de actina 
están en el extemo del microvilli, inmersos 
en una sustancia amorfa, muy elecirodensa, 
que tiene una composición desconocida, 

(8) Electromicrografía de una célula epitelial 
intestinal tras aplicarle la crofractura, en la 
que se muestra la red terminal situada por 
debajo de la membrana plasmática apical. 
Los haces de filamentos de actina que forrnan 
el eje del microvilli se extienden entre la red 
terminal, donde se unen entre sí mediante 
un grupo complejo de proteinas del 
citoesqueleto, que incluyen la espectrina y 

la miosina. Por debajo de la red terminal se 
encuentra una franja de filamentos 
intermedios. (C) Micrografía electrónica de 
una fina sección de microvill. (B, por cortesía 
de John Heuser, €, de PT Matsudaira y D.R. 
Burgess, Cold Spring Hart. Symmp. Quant. Biol. 
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Figura 16-51 La filamina entrecruza filamentos de actina en una red tridimensional 
que tiene propiedades fisicas de gel, (A) Cada hornodímero de filamina tiene cerca de 
160 nm de longitud cuando está extendida, en su totalidad y forma un ángulo grande 
y flexible entre dos filamentos de actina adyacentes. (B) Un conjunto de filamentos 

de actina entrecruzados por filamina forman una red o gel mecánicamente muy fuerte, 


(compárese con los 14 nm de la fbrina o los 30 nun de la a-actinina, véase Figura 16-48). En 
los eritrocitos, la espectrina sólo se encuentra debajo de la membrana plasmática, forman- 
do un gel bidimensional mantenido por filamentos cortos de actina; la espectrina une este 
gel ala membrana plasmática puesto que dispone de sitios de unión independientes para 
proteínas periféricas de membrana, las cuales se encuentran situadas cerca de la bicapa li- 
pídica mediante proteínas integrales de membrana (véase Figura 10-41). La red resultante 
genera un cortex celular rígido que proporciona un soporte mecánico a la membrana plas- 
mática, que permite a los eritrocitos recuperar su forma habitual después de atravesar los 
capilares. En el córtex de la mayoría de las células de los vertebrados se han encontrado pa- 
rientes muy próximos de la espectrina, que también colaboran en el mantenimiento de la 
forma y la rigidez de la membrana. 


Los elementos del citoesqueleto pueden unirse 
ala membrana plasmática 


Las estructuras del citoesqueleto de actina pueden proporcionar rigidez o cambiar la forma 
de la membrana plasmática. Hernos descrito al menos dos ejemplos: la red de espectrina-ac- 
tina que yace debajo de la membrana plasmática de los eritrocitos y los haces de villina-ac- 
tina de los microvilli que incrementan la superficie de absorción en las células epiteliales, La 
efectividad de estas estructuras depende de la unión específica entre estes estrecturas y las 
proteínas o lípidos de la merbrana plasrnática. 

No se comprenden todavía las conexiones del citoesqueleto cortical de actina con la 
membrana plasmática. Una amplia familia de proteínas intracelulares íntimamente relacio- 
nadas, la familia ERM Ulamada así por sus tres miembros iniciales, ezrina, radixina y moesi- 
na), tienen miembros necesarios para el mantenimiento de la polaridad celular e implicados 
en la exocitosis y la endocitosis, El dominio C-terminal de las proteínas ERM se une directa- 
mente a los lados de los filamentos de actina. El dominio N-terrninal se une a la cara cito- 
plasmática de algunas glucoproteínas transmembrana, incluyendo a CD44, el receptor para 
el ácido hialurónico, un componente de matriz extracelular. 

Las unjones entre la actina y la membrana plasmática mediadas por las proteínas 
ERM están reguladas por señales tanto intracelulares como extracelulares. Las proteínas ERM 
pueden existir en dos conformaciones, una conformación extendida activa que oligomeriza 
y se me a la actina y a una proteína transmembrana, y una conformación plegada inactiva, 
en la cual los extremos N- y C-terminales están empaquetados juntos mediante interac- 
ciones intramoleculares. El paso de una conformación a otra se puede producir por fosfori- 
lación o por la unión a PIP, y cualquiera de los dos se puede producir, por ejemplo, en 
respuesta a señales extracelulares. Así pues, la fuerza de los contactos mediados por las pro- 
teínas ERM entre el citoesqueleto de actina y la matriz extracelular es sensible a una gran 
variedad de señales recibidas por la célula (Figura 16-53). 

La pérdida de uno de los miernbros de Ja farnilia, lamado merlina, comporta la apari- 
ción de uma forma de la enfermedad genética denominada neurofibromastosis, en la cual se 


naa Figura 16-52 La pérdida de filamina provoca anomalías en la motilidad celular. 
(A) Grupo de células de melanoma que presentan un nivel anormalmente bajo de 
filamina. Estas células no son capaces de formar larnelipodios normales, sino que están 
cubiertas con “burbujas” de membrana. Corno consecuencia de ello pueden arrastrarse 
my poco y no tienden a formar metástasis. (B) Las mismas células de melanoma a 
las que se les ha restaurado artificialmente la expresión de filarnina, Ahora las células 
formen dlarielipodios normales y 500 muy metastásicas, Este ejemplo pone de 
maniflesto el profundo efecto que puede tener la presencia o ausencia de una proteína 

estructural sobre la morfología y la motlidad celulares, (De E. Cunninghann el al, 
p l Bio 136:345-857, 1997, Conóa autorización de The Rockefeller University Press, 


dimero de 


AS 


PE, Filamina 


¡ 
¿ 
/ 


1009 


1010 — Capítulo 16: El citoesqueleto 


proteína transmembrana 
(p. ej., CD44) 


membrana plasmática 


dominio de unión 
a membrana 


FOSFORILACIÓN O 
UNIÓN DE PIP, 


e MEDIADO POR ERM ( 
conformación 


plegada 
inacthéa de Una 


conformación 


E extendida 
proteina ERM activa de una filamento 
proteína ERM de actina 


SEÑALES 


desarrollan múltiples tumores benignos en los nervios auditivos y en otras partes del sistema 
nervioso. Esta es una de las muchas indicaciones de la existencia de 11 sistema de retroali- 
mentación que conecta los elementos estructurales celulares con el control del crecimiento 
celular (véase Capítulo 17). 

Las proteínas descritas en este apartado, que controlan el ensamblaje y posicio- 
narviento de los filamentos de actina y de los microtúbulos, se resumen en el Panel 16-3 
(pp. 994-995). Algunas de estas proteínas tienen una función adicional de ayuda conectan- 
do la estructura interna de la célula con otras células o con la membrana basal extracelular. 
Tanto los filamentos de actina como los filamentos btermedios son cruciales para este tipo 
de conexiones, que requieren las uniones célula-célula y célula-matriz que se describirán en 
el Capítulo 19. 


Resumen 


Las diversas formas y funcienes de las estructuras de los filamentos del citoesqueleto en las cé- 
lulas eucariotas dependen de un repertorio muy versátil de proteínas accesorias, Cada uno de 
los tres tipos de filamentos (microtúbulos, filamentos intermedios y filamentos de actina) dis- 
pone de un conjunto importante de tales proteínas accesorias, 

Un determinante primario de los lugares donde se forman estrucnuaras del citoesqueleto es 
la regulación de los procesos que permiten la nucleación de nuevos filamentos. En la mayoría 
de células anirnales, los microtúbulos se nuclean en el centrosoma, un complejo de ensamblaje 
localizado cerca del centro de la célula, Por el contrario, la mayor parte de los filamentos de 
actina se nuclean cerca de la membrana plasmática. 

La cinética de ensamblaje y desensamblaje de un filamento puede verse enlentecida o 
acelerada por proteínas accesorias que se unen a las subunidades libres o a los filamentos. 
Algunas de estas proteínas alteran la dinámica de los filamentos uniéndose < sus extremos 0 
fragrnentándolos en segmentos más pequeños. Otro grupo de proteínas accesorias ensambla 
los filamentos en grandes estructuras ordenadas, entrecruzándolos en formas definidas geo- 
métricamiente, y otra familia de proteínas accesorias determina la forma y las propiedades tido 
hesivas de las células, uniendo los filamentos a la membrana plasmático. 


MOTORES MOLECULARES 


Entre las proteínas más fascinantes que se asocian con el citoesqueleto están los motores 
moleculares llamados proteínas motoras, Estas proteínas extraordinarias se unen a los fila- 

mentos polarizados del citoesqueleto y utilizan la energía derivada de ciclos repetidos de 
hidrólisis del ATP para desplazarse sobre ellos. En cada célula eucariota pueden coexistir do- 
cenas de proteínas motoras diferentes. Se diferencian en el po de Glamento al que se unen 
(unas alos de actina y otras alos pacrotúbules), en el sentido en el que se desplazan a lo largo 
del Hilamento y enla carga que transportan. Muchas proteínas motoras iransportan orgána- 


los rodeados Tena tales como mitocondrias, cisternas del Golgi o vesículas 
secretoras- iones apropiad as proteínas motoras de dá 
E s lamentos del cuoesg jiseleto a ENEE tensión 


Figura 16-53 Papel de las proteínas 

de la familia ERM en la adhesión de los 
filamentos de actina a la membrana 
plasmática. El desplegamiento rágulado de 
las proteinas de la farnilia ERM, inducido por 
fosforilación o unión a PIP, deja expuestos 
dos lugares de nión, uno para un filamento 
de actina y otro para una proteína 
transmembrana, Por tanto, la activación de 
estas proteínas puede originar y estabilizar 
protuberancias de la superficie de la célula 
en respuesta a señales extracelulares. 


MOTORES MOLECULARES 


do fuerzas que permiten fenómenos tales como la contracción muscular, el batido de los 
cilios o la división celular 

Las proteínas motoras del citoesqueleto, que se desplazan de forma unidireccional 
orientada a lo largo de un polímero, actúan de forma parecida a otras proteínas o complejos 
proteicos de las que ya hemos tratado, tales como las polimerasas de DNA y de RNA, las he- 
licasas y los ribosomas. Todas ellas tienen capacidad de utilizar energía libre para propulsar- 
se alo largo de una vía determinada; la dirección de este deslizamiento es dependiente de la 
polaridad estructural de la vía. Todas ellas generan desplazamiento acoplando la hidrólisis 
de nucleótidos trifosfato a cambios conformacionales a gran escala de la proteína, como ex- 
plicamos en el Capítulo 3 (véase Figura 3-77). : 

Las proteínas motoras del citoesqueleto se asocian a sus vías de filamentos mediante . 
regiones apicales o “cabeza”, también llamadas dominios motores, que unen ATP y lo hidroli- . 
zan. Dirigidas por ciclos de hidrólisis del nucleótido que produce cambios conformaciona- 


les, las proteínas oscilan entre estados en los cuales están fuertemente unidas al filamento y - 


estados en los que no lo están. A través de un ciclo mecánico-químico de unión al filamento, 
cambio conformacional, liberación del filamento, relajación conformacional y unión de 
nuevo al filamento, la proteína motora y su carga asociada se desplazan, paso a paso, a lo 
largo del Alamento (de forma característica ina distancia de unos cuantos nanómetros). El 
dominio motor (cabeza) determina la identificación de la vía y la dirección del desplaza- 
riento mientras que las colas de las proteínas motoras determinan el tipo de carga y, por 
tanto, la función biológica de cada proteína motora. 

Esta sección, se inicia con la exposición de los tres grupos de proteínas motoras: miosi- 
nas, quinesinas y dineínas. A continuación describiremos de qué manera pueden transpor- 
tar los orgánulos rodeados de membrana o cambiar la forma de estructuras construidas a 
partir de flamentos del citoesqueleto. En el último apartado de este capítulo, se examinará 
cómo la colaboración entre las proteínas motoras y los filamentos dinámicos del citoesque- 
leto descrito anteriormente inducen comportamientos celulares complejos. 


Las proteínas motoras basadas en actina son miembros 
de la superfamilia de las miosinas 


La primera proteína motora identificada fue la miosina del músculo esquelético, que genera 
la fuerza de la contracción muscular. Esta miosina llamada miosina lí (véase más abajo) es 
una proteína alargada formada por dos cadenas pesadas y dos copias de dos cadenas ligeras. 
Cada una de las cadenas pesadas dispone de un dominio apical globular en su extremo 
N-terminal que contiene la maquinaria generadora de la fuerza, seguida de una secuencia 
de aminoácidos muy larga que forman un dominio helicoidal que favorece la dimerización de 
la cadena pesada (Figura 16-54). Las dos cadenas ligeras se unen cerca del dominio apical 
N-terminal, mientras que la cola helicoidal se ermpaqueta con las colas de otras moléculas de 
miosina. Estas interacciones cola-cola forman grandes “filamentos gruesos” bipolares for- 


. 


extremo N-terminal.... 


sobreenrolamiento de dos hélices a. cadenas ligeras > 
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Figura 16-54 La miosina UL. (4) Una molécula de miosina l está cormpuesta por dos cadenas 
pesadas, cada una de las cuales tiene alrededor de 2000 arninoácidos de longitud (verde) 

y cuatro cadenas ligeras (azuf. Las cadenas ligeras son de das tipos; en cada cabeza de 
miosina hay una molécula de cada tipo. La dimerización se produce cuando las dos hélices q, 
se enroscan una alrededor de la otra formando un sobreenrollamiento mediado por la 
asociación de arnincácidos hidrofóbicos localizados regidarmente (véase Figura 3-9). 

da extendida 


solución, por do 


La disposición en sobreensolarmiento produce una 
cue esta porte de la molécula se denomina el dornán 
globulares y la cola pueden observarse claramente en micrografias electrónicas 


de moléculas de miosina sormbreadas con platino. (B, por corresia de David 5hotton.) 
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Figura 16-55 El filamento grueso bipolar de la miosina ll en el músculo. (A) Electromicrografía de un filamento grueso de miosina fl aislado 
a partir de músculo de rana. Nótese la zona central desnuda, libre de dominios de cabeza. (B) Esquema no dibujado a escala. Las moléculas 
de miosina 1) se agregan conjuntamente a través de sus colas, de forma que sus cabezas se proyectan hacia el exterior del filarnmento. La zona 
desnuda del centro del filamento está formada por colas de miosina Il. (C) Pequeña sección de un filamento de miosina Il, reconstruido a 
partir de electromicrografías. En verde se ha representado una molécula de miosina. Los filamentos citoplasmáticos de miosina l en las 
células no musculares son mucho más pequeños aunque de organización parecida (véase Figura 16-72). (A, por cortesía de Murray Stewart; 
C, basado en R.A. Crowther, R. Padron y R. Craig, J. Mol. Biol. 184:429-439, 1985, Con la autorización de Academic Press.) 


mados por cientos de cabezas globulares, que en los extremos del filamento grueso se hallan 
orientadas en sentidos opuestos (Figure 16-55). 

Cada cabeza de miosina une e hidroliza ATB utilizando la energía de la hidrólisis para 
“caminar” hacia el eairemo más del Mamento de actina. La onjentación opuesta de las cabe- 
zas en el filarnento grueso hace que el filamento sea eficiente para deslizar pares de fila- 
mentos de actina orientados de ¿urma opuesta, acercándolos entre sí. En el músculo 
esquelético, en el cual los filamentos de actina están organizados cuidadosamente y alinea- 
dos formando filamentos finos que envuelven a los gruesos filamentos de miosina, el desli- 
zamiento dirigido por el ATP de los filamentos de actina provoca la contracción muscular 
(descrito más adelante). Los músculos cardíaco y liso tienen moléculas de miosina H dis- 
puestas de forma parecida, aunque están codificadas por genes distintos. 

Cuando una miosina muscular es digerida por quimiotrripsina y papaína, el dominio 
apical (o cabeza) se libera como un fragmento intacto (llamado 51). El fragrnento S1, por sí 
solo, puede generar in vitro el deslizamiento de los Blamentos, lo cual indica que la actividad 
motora radica por completo en esta cabeza (Figura 18-586). 

Inicialmente se pensó que la miosina sólo estaba presente en el músculo, pero en la dé- 
cada de 1970 un grupo de investigación descubrió una miosina similar de doble cabeza en 


filamento de actina. 
cabeza de miosina A 05 


—Á superficie de cristal 


(8) ER 


Figura 16-56 Evidencia directa de la 
actividad motora de la cabeza de miosina. 
<TTAT> En este experímento, se unieron 
cabezas de miosina Si purificadas a una 
superficie de cristal y se añadieron 
fMementos de actína marcados con faloidina 
fluorescente permitiendo que se unieran a las 
cabezas de miosina. (A) Cuando se añadió 
ATP los filamentos de actina empezaron a 
desplazarse por la superficie, obligados por 
cada uno de los pasos dados por las docenas 
de cabezas de miosina unidas al filamento. 


- Las imágenes de vídeo fueron grabadas a 


intervalos de 0,6 segundos; los dos 
filamentos de actina mostrados (uno 

rojo y otro verde) se desplazan en sentidos 
opuestos, a na velocidad aproximada de 
94 um/segundo. (8) Diagrama del 
experímento. Las grandes flechas rojas 
indican el sentido del desplazarniento 

del filamento de actina. LA, por cortesla 
de James 5pudich) 
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células no musculares, incluyendo a los protozoos. Casi al mismo tiempo otro grupo de in- 
vestigación encontró una miosina en la ameba de agua dulce Acanthamoeba castellanii, que 
dispone de un dominio motor similar al dominio apical de la miosina muscular pero con 
una cola completamente distinta. Parece que esta molécula funciona en forma de un mo- 
nómero por lo que se la llamó miosina I (por una cabeza); entonces, la miosina convencio- 
nal se rebautizó como miosina E (por dos cabezas). 

A partir de este momento, se descubrieron más miosinas. Tienen cadenas pesadas que 
generalmente empiezan con un dominio motor de miosina reconocible en el extremo 
N-terminal mientras que los dominios de cala C-terminales son muy variados (Figura 
16-57. Los nuevos tipos de iniosina idenuficados incluyen un gran número de variedades 
de una y dos cabezas, relacionadas de forma casi igual con la miosina | que con la miosina H. 
La nomenclatura refleja (excepto para I y 1D) el orden en el cual han sido descubiertas (desde 
la miosina IU hasta la miosina XVYD. Comparaciones de secuencia entre los diversos euca- 
riotas indican que existen al menos 37 familias de miosinas distintas dentro de la superfa- 
mia. Las colas de miosina (y por lo general las colas de las proteínas motoras) se han 
diversificado a lo largo de la evolución permitiendo que estas proteínas dimericen con otras 
subunidades e interactúen con cargas distintas. 

Algunas miosinas (como p. ej. la VII y la XI) sólo se han encontrado en plantas, y algu- 
nas otras sólo en vertebrados (la 1). Sin embargo, la mayoría de ellas se han encontrado en 
todos los eucariotas, lo cual sugiere que las miosinas aparecieron pronto en la evolución eu- 
caríota. La levadura Saccharomyces cerevisiae contiene cinco miosinas: dos miosinas Í, una 
miosina U y dos miosina V. Puede especularse que estos tres tipos de miosina son los nece- 
sarios para que cualquier célula eucariota sobreviva, mientras que el resto de miosinas rea- 
lizan funciones más especializadas, en particular en los organismos pluricelulares. El 
nematodo, €. elegans, por ejemplo, tiene al menos 15 genes de miosina que representan sie- 
te clases estructurales; el genoma humano incluye 40 genes de miosina. Nueve de las miosi- 
nas humanas se expresan principalmente o exclusivamente en las células pilosas del oído 
interno, y se sabe que mutaciones en cinco de ellas provocan sordera hereditaria. Estas mio- 
sinas muy especializadas son importantes para la construcción y función de los hermosos y 
complejos haces de estereocilios ricos en actina que se encuentran en la superficie apical de 
estas células (véase Figura 9-50), que se inclinan como respuesta al sonido y convierten las 
ondas sonoras en señales eléctricas (tratado en el Capítulo 23). 

Todas estas miosinas excepto una se desplazan hacia los extremos más de los filamen- 
tos de actina, aunque lo hacen a velocidades distintas. La excepción es la miosina VI, que se 
desplaza hacia el extremo menos. 

Las funciones exactas de la mayoría de las miosinas todavía no se han determinado. La 
miosina Y interviene en el transporte de orgánulos y vesículas. La miosina ll sierapre está 
asociada a la actividad contráctl en células musculares y no musculares. También es nece- 
saría para la citocinesis, para dividir la célula en dos células hijas y para desplazar el soma ce- 
lular durante la migración. La miosina 1 contiene a menudo un segundo hugar de unión a 
actina o un lugar de unión ala membrana en sus regiones de cola y, generalmente, están im- 
plicados en la organización intracelular incluyendo la protuberancia de estructuras ricas en 
actina de la superficie de la célula, como se ha indicado para la construcción de los microvi- 
li véase Figura 16-50). 
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Figura 16-57 Miembros de la superfamilia 
de las miosinas. Comparación del dominio 
estructural de las cadenas pesadas de 
algunos tipos de miosinas. Todas las miosinas 
comparten dominios motores parecidos 

(se presenta en verde oscuro), pero sus colas 
C-aerminales (verde claro) y sus extensiones 
N-terminales lazuj claro) son muy diversas. 

A la derecha se representan las estructuras 
moleculares de miembros de estas familias. 
Muchas miosinas forman dimeros, con 

dos dominios motores por molécula, pero 
algunas (como la l, la IX y la XIV) parece 

que actúan como monéómeros, con un solo 
dorninio motor. La miosina VÍ, a pesar de 
tener una estructura muy parecida al resto 
de miernbros de la familia, es la única que se 
desplaza hacia el extremo menos (en vez de 
hacia el extrerno más) de los filamentos de 
actina. Probablemente el responsable de esta 
variación en el sentido del desplazamiento 
sea la pequeña inserción dentro del dominio 
motor de la cabeza, que no se ha encontrado 
en otras miosinas, 
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Existen dos tipos de proteínas motoras de microtúbulos: 
las quinesinas y las dineínas 


La quinesina es una proteína motora que se desplaza a lo largo de los microtúbulos. Fue 
identificada en el axón gigante del calamar, donde transporta orgánulos celulares rodeados 
de membrana desde el soma neuronal hacia el axón terminal, desplazándose hacia los ex- 
tremos más de los microtúbulos. La quinesina es estructuralmente parecida a la miosina Il, 
ya que cada motor activo tiene dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras; éstas forman dos 
cabezas globulares que actúan de dominios motores y una cola helicoidal alargada respon- 
sable de la dimerización de la cadena pesada. Como la miosina, la quinesina es miembro 
de una gran superfamilia de proteínas cuyo único elemento común es el dominio motor 
(Figura 16-58). La levadura Saccharomyces cerevisiae tiene seis quinesinas diferentes. El ne- 
matodo C. elegans tiene 16 quinesinas mientras que los humanos tenemos cerca de 45. 

En la superfamilia de las quinesinas existen al menos catorce familias distintas, La ma- 
yoría de ellas tienen el dominio motor en el extremo N-terminal de la cadena pesada y se di- 
rigen hacía el extremo más de los microtúbulos. Una familia en particular interesante 
dispone del dominio motor en el extremo C-terminal y se desplaza en la dirección opuesta, 
hacia los extremos menos de los reicrotúbulos. Algunas cadenas pesadas de la quinesina 
han perdido la secuencia helicoidal y actúan como monómeros, de forma análoga a la mio- 
sina L Otras son homodímeros o heterodímeros. Miembros de la familia de la quinesina-5 se 
autoasocian a través de su dominio de cola y forman un motor bipolar que desliza dos rmi- 
crotúbulos en sentido opuesto uno del otro, acezcándolos, igual que los filamentos gruesos 
de miosina H con filamentos de actina. La mayoría de quinesinas disponen de un lugar de 
unión en la cola que transporta orgánulos rodeados de membrana u otros microtúbulos. 
Muchos de los miembros de la superfamilia de las quinesinas tienen papeles específicos en 
la formación de los husos mitótico y mejótico y en la separación de los cromosomas duran- 
te la división celular. 

Las dineínas son una familia de proteínas motoras que se dirigen hacia los extremos 
menos de los mmicrotúbulos, pero que no están relacionadas con la superfamilia de las qui- 


dineínas tiene dos rarnas puncipales (Figura 16-59). La rama más ancestral contiene 
náticas, homodíneros de cadenas pesadas con dos dominios motores 
muy grandes como cabeza. Las dineínas citoplasmáticas se encuentran en casi todas las cé- 


Figura 16-58 La quinesina y las proteínas 
relacionadas con la quinesina. (A) Estructura 
de cinco miembros de la superfamilia de las 
quinesinas. Como sucede también en la 
superfamilia de la miosinas, sólo se ha 
conservado el dominio motor. La quinesina-1 
tiene el dominio motor en el extremo 
N-terminal de la cadena pesada. El dominio 
del centro forma un largo sobreenrollamiento 
que permite la dimerización. El extremo 
C-terminal forma una cola que se une a una 
carga, como por ejemplo a orgánulos 
rodeados de membrana. La quinesina-3 
representa un miembro poco común de la 
familia que parece actuar como monómero y 
desplaza a los orgánulos rodeados de 
membrana a lo largo de los microtúbulos. La 
quinesina-5 forma tetrámeros en los que los 
dos dimeros se asocian a través de sus colas. 
El tetrámero bipolar de quinesina-S es capaz 
de deslizar dos microtúbulos, uno respecto al 
otro, en una actividad análoga a la de los 
gruesos filamentos bipolares formados por 
miosina lí. La quinesina-13 tiene su dominio 
motor localizado en el centro de la cadena 
pesada. Es un miembro de la familia de las 
quinesinas que ha perdido la actividad 
motora típica y se une a los extremos de los 
microtúbulos aumentando su inestabilidad 
dinámica; se les llama factores de catástrofe 
(véase p. 1003) La quinesina-14 es un 
miernbro de la familia de las quinesinas de 
extremo C-terminal que incluye la proteína 
Ned de Drosophila y la proteína Kar3 de 
levaduras, Generalmente estas quinesinas 
viajan en sentido contrario al resto de 
quinesinas, es decir hacía el extremo menos 
de los microtúbulos en lugar de hacia Jos 
extremos más, (B) Electromicrografía de una 
molécula de quinesina obtenida por 
criofijación, con sus dominios de cabeza a 

la izquierda. (8, cortesía de John Heuser.) 
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lulas eucariotas y son importantes para el tráfico de vesículas y también para la localización 
del complejo de Golgi cerca del centro de la célula. La otra gran rama son las dineínas axo- 
nemales, heterodímeros o heterotrímeros, con dos o tres dominios motores o cabezas res- 
pectivamente. Están altamente especializadas para el desplazamiento deslizante eficiente y 
rápido de los microtúbulos en los cilios y flagelos (se tratará más adelante). Una tercera rama 
minoritaria comparte semejanzas de secuencia con las dineínas citoplasmáticas aunque pa- 
rece que participa en el movimiento de cilios y flagelos. 

Las dineínas son los motores moleculares conocidos de mayor tamaño y también son 
unos de los más rápidos: las dineínas axonemales pueden desplazar los microtúbulos en un 
tubo de ensayo a la velocidad de 14 pm/segundo. En comparación, las quinesinas más rápi- 
das pueden desplazar los microtúbulos cerca de 2-3 um por segundo. Más adelante se expli- 
cará cómo funcionan. 


El parecido estructural entre la miosina y la quinesina 
refleja un origen evolutivo común 


Los dominios motores de las miosinas son más grandes que los de las quinesinas, cerca 
de 850 aminoácidos respecto a 350. Estos dos tipos de proteínas motoras viajan a lo largo de 
filamentos distintos, presentan propiedades cinéticas distintas y no tienen semejanzas iden- 
tificables en sus secuencias de aminoácidos. Sin embargo, el estudio de la estructura tridi- 
mepnsional de los dominios motores de la miosina y de la quinesina ha revelado que estos 
dos dominios están construidos alrededor de núcleos casi idénticos (Figura 16-60). El ele- 
mento generador de la fuerza central que tienen en común los dos tipos de proteínas motoras 
incluye el lugar de unión al ATP y la maquinaria necesaria para transformar la hidrólisis 
del ATP en un cambio conformacional alostérico. Grandes lazos que se extienden a partir del 
núcleo central causan las diferencias de tamaño del dominio y son los responsables de la 
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Figura 16-59 Dineinas. Electromicrografía 
de grabado por congelación de una molécula 
de dineína citoplasmática y una molécula de 
dineína ciliar (del axonema). Como en la 
miosina ll y en las quinesinas, las dineínas 
citoplasmáticas son moléculas con dos 
cabezas. La dineina ciliar mostrada procede 
de un protozoo y tiene tres cabezas; la 
dineína de animales tiene dos cabezas. 
Obsérvese que la cabeza de dineína es muy 
grande comparada con la de las miosinas o la 
de las quinesinas. (Cortesía de John Heuser). 


Figura 16-60 Estructuras obtenidas 
mediante cristalografía de rayos X de 
cabezas de miosina y de quinesina. 
Los dominios centrales de unión al 
nucteótido (sormbreado amarillo) 

son estructuralmente muy parecidos, 
Los distintos tamaños y funciones de los 
dos motores son debidos a diferencias 
importantes endos dominios de unión al 
polímero y las zonas de transducción de 


fuerza del Adaptado de 


dominio motor ( 
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selección de la vía. Estas regiones incluyen el lugar de unión a actina y de unión a los micro- 
túbulos, en la miosina y en la quinesina respectivamente, Se cree que ambas proteínas des- 
cienden de una proteína motora precursora ancestral común y que las diferencias en la 
especialización de sus funciones se producen a través de duplicaciones génicas y modifica- 
ciones de los lazos producidas a lo largo de la evolución y a partir del núcleo central. 

Una clave importante sobre el grado de implicación de este núcleo central en la gene- 
ración de la fuerza procede de los parecidos estructurales entre el lugar de unión de los nu- 
cleótidos entre estas proteínas y las pequeñas GTPasas de la superfamilia de Ras. Como 
hemos indicado en el Capítulo 3 (véase Figura 3-72), estas proteínas presentan conforma- 
ciones diferentes en su estado unido a GTP (activo) y en su estado unido a GDP (inactivo): el 
lazo móvil del lugar de unión al nucleótido está íntimamente en contacto con el y-fosfato 
del estado unido a GTB pero estos lazos cambian de conformación cuando el y-fosfato hi- 
drolizado se libera. Aunque los detalles del movimiento son distintos para las dos proteínas 
motoras y en un caso se hidroliza ATP y en el otro GTB el cambio estructural relativamente 
pequeño que se produce en el lugar activo —por la ausencia o presencia de un fosfato termi- 
nal- se amplifica de forma parecida en ambos casos y produce la rotación de una parte dife- 
rente de la proteína. 

En la quinesina y en la miosina, un lazo de este tipo interacciona con las regiones de la 
proteína implicadas en la unión a la actina y a los microtúbulos respectivamente, permi- 
tiendo que los cambios estructurales causados por el ciclo de hidrólisis del ATP sean 
transmitidos a la interfase de unión al polímero. Parece que la transmisión de cambios es- 
tructurales entre el sitio de unión al polímero y el lugar de hidrólisis del nucleótido actúa en 
ambos sentidos, ya que la actividad ATPasa de las proteínas motoras está activada con in- 
tensidad por la unión a los lamentos que hacen de carriles. 


Las proteínas motoras generan fuerza acoplando la hidrólisis 
del ATP a cambios conformacionales 


Las proteínas motoras del citoesqueleto y las proteínas que unen GTP utilizan los cambios 
estructurales, que se producen en sus lugares de unión alos nucleósidos trifosfato, para pro- 
ducir interacciones cíclicas con la proteína a la que se unen. Sin embargo, las proteínas mo- 
toras tienen un requerimiento adicional: cada ciclo de unión y liberación debe empujarlas 
en un sentido determinado a lo largo del filamento, hacia un nuevo lugar de unión del mis- 
mo filamento. Para conseguir este movimiento unidireccional las proteínas motoras utilizan 
la energía derivada de la unión e hidrólisis del ATP, generando un movimiento amplio en 
una parte de la molécula proteica. En el caso de la miosina, cada etapa del movimiento a lo 
largo de la actina viene generada por un balanceo de unos 8,5 nm de largo en la hélice at, o 
brazo de palanca, estabilizado estructuralmente por la unión de las cadenas ligeras. En la 
base de este brazo de palanca y cerca de la cabeza existe una hélice parecida a un pistón, 
que conecta los movimientos producidos en la hendidura de unión del ATP de la cabeza, 
con pequeñas rotaciones en el dominio llamado convertidor (véase Figura 16-60). Un pe- 
gueño cambio en este punto provoca un balanceo de la hélice, como sí fuera una larga 
palanca, que hace que el extremo de la hélice se desplace cerca de 5 nn. 

Estos caribios conformacionales de la miosina están acoplados con cambios en su abi- 
nidad de unión a la actina, permitiendo que la cabeza de miosina se libere del punto de aga- 
rre a la actina y busque otro punto de agarre. El ciclo mecanoguímico completo de unión del 
nucleótido, hidrólisis del mucleórido y liberación del fosfato (que provoca la fuerza impulso- 
ra) produce una etapa del movimiento (Figura 16-61). 

En la quinesina, en vez del golpe del brazo de palanca, los pequeños movimientos del 
brazo en el lugar de unión del nucleótido regulan la unión y kiberación del dominio motor de 
la cabeza bacia una región larga de unión que conecta esta cabeza motora en un extremo 
con el dominio de dimerización sobreenrollado situado en el otro extremo (véase Figura 
16-61). Cuando el frente idirector) de la cabeza de quinesina está unido al microtúbulo an- 
tes de que se ínicie la fuerza impulsora, su región de unión está desestructurada. Al unirse el 
ATP la región de unión se desplaza a lo largo de la cabeza de forma lateral, lo cual empuja a 
la segunda cabeza hacia una posición en la que podrá unirse de nuevo al protofilamento, 8 
poa más cercana al extremo más del microtúbulo que el lugar de unión para la primera ca- 
beza. Los ciclos de hidrólisis del nucleótido en las dos cabezas están coordinados y permiten 
que las dos cabezas motoras se desplacen mano a mano lo cabeza a cabeza) a modo de es- 
calera (Figura 16-62) y avancen cada vez un discreto “escalón” de 8 nm. 
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- filamento de actina 


UNIÓN Aj iniciarse el ciclo que se muestra en la figura, 
extremo Una cabeza de miosina, sin ningún nucleótido unido, 
más se une fuertemente a un filamento de actina en una 
configuración de rigor (así lamada porque es la 
responsable del rigor mortis, la rigidez de la muerte). 
En un músculo en contracción activa, este estado es 
de corta duración y finaliza rápidamente mediante 
la unión de una molécula de ATP. 


extremo 
menos 


LIBERACIÓN Una molécula de ATP se une en el surco 
de la “parte trasera” de la cabeza (es decir, en la parte 
más alejada del filamento de actina) e inmediatamente 
provoca un ligero cambio en la conformación de los 
dominios que libera el lugar de unión a la actina. Esto 
reduce la afinidad de la cabeza por la actina y le permite 
desplazarse a lo largo del filamento. (El espacio dibujado 
entre la cabeza y la actina destaca este cambio, aunque 


filamento grueso en realidad probablemente se mantiene muy cerca de 
de miosina la actina.) 


| HIDRÓLISIS 


MOVIMIENTO El surco se cierra como la concha de una 
almeja alrededor de la molécula de ATP, induciendo un 
gran cambio morfológico que provoca el desplazamiento 
de la cabeza a lo largo del filamento, a una distancia de 
unos S nm. Se produce la hidrólisis del ATP, pero el ADP 
y el fosfato inorgánico (P) producidos se mantienen 
fatimamente unidos a la proteina. 


GENERACIÓN DE LA FUERZA La débil unión de la cabeza 
de la miosina a un nuevo lugar en el filamento de actina 
provoca la liberación del fosfato inorgánico producido 
por la hidrólisis de) ATP, con lo cual se refuerza la unión 
de la cabeza con la actina. Esta liberación proporciona el 
gran golpe de potencia: el cambio de forma que genera 
la fuerza, mediante el cual la cabeza recupera su 
conformación original. Durante este golpe de potencia, 

la cabeza pierde el ADP que tenía unido y se inicia un 
nuevo ciclo. 


UNIÓN Al final del ciclo, la cabeza de la miosina se 
extremo encuentra de nuevo intimamente unida al filamento 
más de actina en la configuración de rigor. Nótese que la 
cabeza se ha desplazado hacia una nueva posición en 
el filamento de actina. 


extremo 
menos 


> AAA 


| | Parece que el dorainio de sobreenrollamiento coordina los ciclos mecánico-químicos Figura 16-61 Ciclo de cambios mediante 
: de ambas cabezas (dominios motores) del dímero de quinesina y determina la direccionali- los cuales una molécula de miosina ll se 
dad de su desplazamiento, Hay que recordar que la mayoría de los miembros de la superfa- aplaza alo So de un filamento de 
milia de las quinesinas, con sus dominios motores en el extremo N-terminal, se desplazan A a aca 
hacia los extremos más de los microtúbulos, pero que unos cuantos miembros de la super- S y ES 


de actina sólo un 5% del ciclo, permitiendo 
33 A . , a a a ñ A y Pa ja . a 2 z 
familia tienen los dominios motores en el extremo C-terminal y se desplazan hacia los ex- que muchas miosinas trabajen a la vez 


: tremos menos. Sin embargo, los dominios motores de ambos tipos de proteína son desplazando un mismo ñlamento de actina. 
idénticos. ¿Córmo pueden desplazarse en sentidos opuestos? Larespuesta parece encontrar- (Basado en | Rayment et al, Science 
seen la forma en la que están conectadas sus cabezas. En imágenes de alta resolución de las 261:50-58, 1993, Con la autorización 
cabezas de armbos tipos, unidas alos rucrotúbulos, las cabezas que están unidas al micro- inicia 


tíbulo prácticamente no se pueden distinguir, pero las segundas cabezas, no unidas, están 
ornentadas de forma distinta. Esta diferencia de inclinación parece que influye en cuál será el 
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Figura 16-62 El ciclo mecánico-químico de la quinesina. <GAAT> La quinesina-1 es un 
dímero de dos dominios motores de unión a nucleótidos (cabezas) que están conectados 

a través de una larga cola con sobreenrollamiento fvéase Figura 16-58). Los dos dominios 
motores de quinesina actúan de forrma coordinada; durante un”“paso” de quinesina, la cabeza 
posterior se libera de st lugar de unión a la tubulina, atraviesa el dominio motor de su pareja 
y entonces se une de nuevo al lugar de unión de la siguiente tubulina disponible. Usando 
este movimiento de “mano a mano", el dimero de quinesina puede desplazarse largas 
distancias por los microtúbulos sin apartarse demasiado de su vía. 

Al principio de cada paso, una de las dos cabezas de quinesina, la posterior o de retención 
(verde oscuro), está unida con fuerza al microtúbulo y al ATR mientras que la cabeza frontal o 
de avance está débilmente unida al microtúbulo y al ADP en el dominio motor frontal (entre 
los pasos 2 y 3 de este esquema). La unión del ATP a este dominio mator provoca que un 
pequeño péptido llamado "conector del cuello” cambie de una conformación hacia atrás 
a una conformación hacia adelante (el conector de cuello aparece como una línea conectora 
entre el dominio motor y la zona de superenrallamiento entrelazada). Este cambio impulsa 
al dominio motor posterior hacia delante, después de liberarse del microtúbulo con el ADP 
unido; la liberación requiere de la hidrólisis de ATP y la liberación de un fosfaro (P¡). 

La molécula de quinesina está ahora colocada para su próxiroo paso, que se producirá 
como una repetición exacta del proceso mostrado, 


próximo lugar de unión de la segunda cabeza y, probablemente, determina el sentido del 
desplazamiento motor (Figura 16-63). 

El motor de dineína no está relacionado estructuralmente con las miosinas y con las 
quinesinas pero mantiene la norma general de acoplar la hidrólisis de un nucleótido a la 
unión y desunión de un microtúbulo y también la generación de fuerza a través de los cana- 
bios conformacionales. Una cadena pesada gigante de 500.000 daltons forma la estructura 
básica generadora del movimiento. Su parte N-terminal forma una cola que se une a un con- 
junto de cadenas ligeras y conecta con otras cadenas pesadas dentro de la molécula de di- 
neína, mientras que la mavor parte de la cadena pesada se utiliza para formar una cabeza 
muy elaborada en forma de anillo. Esta cabeza consiste en un anillo plano formado por sie- 
te dominios: seis dominios AAA más el dominio C-terminal de la cadena pesada; por consi- 
guiente, es un pariente complejo de la ATPasa hexamérica descrita en el Capítulo 6 (véase 
Figura 6-91). Una región de unión en forma de gancho une la cola de la cadena pesada al do- 
minio AAA que es más activo que una ATPasa. Entre el cuarto y el quinto dominio AAA hay 
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Figura 16-63 Orientación del "paso 
adelante” y del “paso hacia atrás” 

de las proteinas de la superfamilia de 
las quinesinas unidas a microtúbulos, 
Estas imágenes fueron generadas 
superponiendo las estructuras de los 
dirneros libres de las proteinas motoras 
(determinadas por cristalografía de 
rayos X) sobre una imagen, a menor 
resolución, de los dímeros unidos 

alos microtúbulos ideterminada 

por cioelectromicroscopla). 

(A) La quinesina-] (quinesina 
convencional ene su dominio 

motor en el marermo Naterminal 

dela proteína y se desplaza hacía el 
extremo más del microtúbulo. Cuando 
un extremo del dímero está unido al 
microtúbulo en un estado posterior al 
del golpe de potencia (con al ATP en su 
sido de unión), la segunda cabeza no 
unida apunta hacia el extremo más de 
los microtúbulos, preparada para dar 
el siguiente paso. (8) La quinesina-13 
amada Ncd en la Drosophilal, un 
mator que avanza hacia el extremo 
menos, con el dominio motor en el 
extremo Cierminal, forma dimeros 

en orientación opuesta. (De E, Sablin 
ecal, Mane 3932 13-B768, 1998, 

Conla autorización de Macmillan 
Magazines Ltd.) 
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un dominio de cadena pesada que forma un pedúnculo largo y enrollado de forma antipa- 
ralela. Este pedúnculo se extiende desde el extremo superior del anillo, con un lugar de bi- 
drólisis de ATP regulado por unión a un microtúbulo en su extremo. La “potencia de empuje” 
de las dinefnas está dirigida por la liberación del ADP y del fosfato inorgánico, y provoca la 
rotación del anillo en relación a la cola (Figura 16-64). 

Aunque tanto la raiosina, como la quinesina y la dineína sufren ciclos mecánico-quí- 
micos parecidos, la naturaleza exacta del acoplamiento entre los ciclos mecánicos y quími- 
cos es diferente en los tres casos. Por ejeraplo, cuando la miosina ne se halla unida a ningún 
nucleórido, está fuertemente unida a su Blamento de actina, el llamado estado “rigor”, y se Hi- 
bera de su anclaje cuando une ATP Por el contrario, la quinesina fooma una asociación de d- 
po “rigor” con el microtúbulo cuando tiene el ATP unido y es la hidrólisis de este ATP la que 
la libera de su punto de unión. El ciclo mecánico-químico de la dineína es más parecido al 
de la miosina que al de la quinesina, en el cual, la dineína libre de nucleótido está unida con 
fuerza al microtúbulo y se libera cuando se une al ATP Sia embargo, para la dineína, parece 
que el ADP y el fosfato inorgánico se liberan al mismo tiempo provocando el cambio con- 
formacional que dirige el empuje impulsor, mientras que para la 2mmiosina el fosfato se libera 
en primer lagar y el empuje impulsor no se produce hasta que eLADP se disocia de la cabe- 
Za motora, 

Así pues, las proteínas motoras del citoesqueleto trabajan de forma ruy análoga a las 
proteinas que unen GTE con la excepción de que en las proteínas motoras los pequeños 
cambios conformacionales (unas cuantas decenas de nanómetros) asociados a la hidrólisis 
de un nucleótido están araplificados por dominios proteicos especiales el brazo de palanca 
en el caso de la miosina, el segmento de ionión en el caso de la quinesina y el anillo y el pe- 
dúnculo en el caso de la dineína- generando grandes cambios conformadionales [de algu- 
nos nanómetros) que desplazan las proteínas motoras a lo largo de las vías de lamentos. 


Recientemente la analogía entre las GTPasas y las proteínas motoras del citoesqueleto se ha. 


arapliado, al observarse que una de las proteína 


5 de unión a GTP -el factor de elongación 


1019 


Figura 16-64 El golpe de potencia de la 
dineina. (A) La organización de los dominios 
en cada una de las cadenas pesadas de 
dinefna. Se trata de vna molécula muy 
grande, que tiene alrededor de 5000 
aminoácidos, El número de cadenas pesadas 
en una dineína es igual al número de sus. 
cabezas motoras. (8) La dineína c es una 
dineína monomérica de los flagelos, que se 
ha encontrado en el alga verde unicelular 
Chlamydomones reinhardtíi. El gran dominio 
motor de cabeza.es un anillo plano que 
contiene el dominio C-terminal foris) 

y seis dominios AAA, cuatro de los cuales 
mantienen secuencias de unión a ATP 
aunque sólo una de ellas (rofo oscuro) tiene 
la principal actividad ATPasa, Extendiéndose 
a partir de la cabeza encontramos un largo 
pedúnculo en superenrollamiento con el 
lugar de unión a los microtúbulos en un 
extremo y una cola con unión para una Carga. 
En el estado de unión al ATP el pedúnculo na 
está unido al microtúbulo, pero la hidrólisis 


del AT 04m 2. él, La liberación del ADE ——nm_m 


y del P, comporta un “golpe de potencia” 
que implica la rotación de la cabeza y del 
pedúnculo en relación a la cola. Cada ciclo 
genera un paso de cerca de 8 nm de avance 
alo largo del micratúbulo y hacia el extremo 
menos. (C) Electromicrografía de dineínas 
purificadas en dos conformaciones distintas 
representando dos etapas distintas de su 
ciclo mecánico-químico, (B, de S.A. Burgess 
etal,, Nature 421:715-718, 2003, Con la 
autorización de Macmillan Publishers Ltd.) 
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La cinética de las proteínas motoras está adaptada 
a las funciones celulares 


propiedades móviles. Es muy interesante el hecho de que un simple dírnero de quinesina- 
se desplace elegantemente y viaje durante cientos de ciclos de ATPasa a lo largo de un mi-* 
crotúbulo sin disociarse. Por el contrario, la miosina II del músculo esquelético no puede” 
desplazarse de esta forma, sino que sólo avanza unos cuantos pasos alo largo del filament 
de actina y luego se libera de él. Estas diferencias son muy importantes para las diversas fun 
ciones biológicas que ejercen estas proteínas. Un pequeño número de moléculas de quine 
sina-1 deben ser capaces de transportar un orgánulo a lo largo de un axón de una célula: 
nerviosa, por lo que requieren. que el proceso se pueda repetir durante mucho tiempo. Por el 
contrario, la miosina del músculo esquelético nunca actúa corno una sola molécula sino como... 
una parte de un gran conjunto de moléculas de miosina II en un filamento grueso. En este” 
caso una elevada capacidad de repetición del proceso podría inhibir la función biológica, 
puesto que una contracción muscular eficiente requiere que cada cabeza de miosina realicé” 
su fuerza impulsora y rápidamente dejar el camino libre para no interferir en las acciones de 
las otras cabezas de miosina adheridas al mismo filamento de actina. ] 

Este elevado grado de repetición del proceso delos desplazarvientos de la quinesina-1 
se debe a dos razones. La primera es que los ciclos mecánico-químicos de las dos cabezas 
motoras de un dímero de quinesina-1 están coordinados, de forma que una cabeza no avan- 
za hasta que la otra esté situada en el lugar adecuado para unirse. Esta coordinación le per- 
mite a la proteína motora actuar de forma “mano a mano”, impidiendo que la carga, por 
ejermplo un orgánulo, difunda alejándose de la pista del microtúbulo. Por el contrario, no 
existe coordinación aparente entre las cabezas de múosina de un dímero de miosina IL La se- 
gunda razón es que la quinesina-1 se mantiene durante una gran parte de su ciclo de ATPasa 
unida al microtúbulo, En ambos casos, el de la quinesina-1 y el de la miosina fl, el cambio 
conformacional que produce el movimiento generador de potencia debe ocurrir mientras la 
proteína motora esté unida al polímero; mientras que la fuerza de recuperación, que es la 
preparación para la próxima etapa, tienen que producirse mientras la proteína rnotora esté 
separada del polímero. Sin embargo, la miosina Il sólo está unida durante un 5% del tiempo 
que dura él ciclo ATPasa y se mantiene separada del flarnento el resto del tiempo. 

Lo que la miosina pierde en capacidad de repetición del proceso continuado lo gana en 
velocidad; en una hilera en que la mayoría de las cabezas motoras están interactuando con 
un mismo filamento de actina, un grupo de miosinas unidas puede desplazar su filamento 
una distancia total equivalente a 20 pasos durante un ciclo simple, mientras que las quíne- 
sinas sólo se desplazarán 2. Así pues, la miosina ll puede deslizarse por un filamento raucho 
más rápidamente queda quinesina-1, a pesar de que arnbas hidrolicen ATP a la misma velo- 
cidad y tengan longitudes de avance comparables. Esta propiedad es en particular impor- 
tante en la rápida contracción del músculo esquelético que se describirá más adelante. 

Dentro de cada clase de proteínas motoras, la velocidad de desplazamiento varía am- 
pliamente, desde los 0,2 hasta los 60 jura por segundo en las miosinas, y desde los 0,02 hasta 
los 2 ym por segundo en las quinesinas. Estas diferencias se deben a na regulación muy fina 
del ciclo mecánico-químico, El número de pasos que puede dar una molécula motora du- 
rante un tempo determinado y, por tanto, su velocidad, pueden dismirmir al reducir la velo- 
cidad intrínseca de la ATPasa o al aumentar la proporción del tienpo del ciclo durante el que 
la proteína se encuentra unida al filamento. Por ejemplo, la miosina Y (que actúa corno un 
motor vesicular con capacidad elevada de repetición del proceso) pasa el 90% de su ciclo de 
nuceótido unida fuertemente al Glamento de actina, en contraste con la miosina Í que sólo 
pasa el 5%. Además, una proteína motora puede cambiar la duración de cada paso, ya sea 
cambiando la longitud del brazo de palanca (p. ej., el de la miosina V es tres veces más largo 
que el de la miosina 1) o el ángulo de balanceo de la hélice (Figura 16-65). Cada uno de estos 
parámetros varía un poco entre los distintos miembros de las familias de rmiosinas y de quí- 
nesinas, y se corresponde con ligeras diferencias en sus secuencias y estructuras, 

Se asvone que la evolución ha perfeccionado el coroportarmiento de cada proteína mo- 
tora, cuya función viene determinada por el tipo de carga que transporta en su dominio de 
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Figura 16-65 El efecto de la longitud del 
brazo de palanca sabre el avance de una 
proteína motora. El brazo de palanca de la 
miosina les mucho más corta que el de la 
mosina Y, El golpe de potencia de la cabeza 
gira estos brazos el mismo ángulo en ambos 
casos, de forroa que la miosina Y es capaz de 
realizar un paso (lpvance) más grande que da 
miosina IL 
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cola, por su velocidad y su mantenimiento de avance, de acuerdo con las necesidades espe- 
cíficas de la célula. En las células eucariotas típicas existen distintos miembros de las familias 
de la miosina y de la quinesina, pero sólo existe una forma de dineína citoplasmática. 
Todavía no se sabe si las propiedades mecánicas de la dineína citoplasmática pueden modi- 
ficarse respondiendo a necesidades distintas de la célula ni cómo ocurre. 


Las proteínas motoras median el transporte intracelular 
de los orgánulos rodeados de membrana <CAAT><AAAT> 


En las células en interfase, una función importante de los motores del citoesqueleto es el 
transporte y posicionamiento de los orgánulos rodeados de membrana. Ihicialmente se 
identificó la quinesina como la proteína responsable del transporte rápido a lo largo de los 
axones, del desplazamiento rápido de las mitocondrias, de las vesículas secretoras precur- 
soras y de varios componentes de las sinapsis alo largo de las autopistas microtubulares de 
los axones hacia los distantes terminales nerviosos. Aunque en la mayoría de las células los 
orgánulos no tienen que recorrer distancias tan grandes, sigue siendo necesario su trans- 
porte polarizado. Un conjunto típico de microtúbulos de una célula en interfase está orien- 
tado con sus extremos menos cerca del centro de la célula, en el ceontrómero, y los extremos 
más extendidos hacia la periferia celular. Así pues, los desplazamientos centrípetos de los 
orgánulos o vesículas hacia el centro celular requieren de la acción de las proteínas motoras 
que se dirigen hacia los extremos menos como por ejemplo la dineína citoplasmática, mien- 
tras que los movimientos centrífugos, hacia la periferia celular, requieren motores dirigidos 
hacia los extremos más, como las quinesinas. 

El ejemplo más claro del efecto de los microtúbulos y de las proteínas motoras de los 
mmicrotúbulos, sobre el cormportamiento de los sistemas membranosos intracelulares, lo 
constituye su papel organizador del retículo endoplasmático (ER) y del complejo de Golgi. 
La red de túbulos membranosos del ER se alinea con los microtúbulos y se extiende casi hasta 
los extremos celulares. El complejo de Golgi, por el contrario, está localizado cerca del cen- 
trosoma. Cuando se tratan las células con un compuesto que despolimeriza los microtúbu- 
jos, como por ejemplo la colchicina o el nodocodazo!, el ER se colapsa en el centro de la 
célula, mientras que el complejo de Golgi se fragmenta y queda disperso por el citoplasma 
(Figura 16-66). In vitro, las quinesinas pueden unir las membranas derivadas del ER a pistas 
de microtúbulos preformadas y hacerlas avanzar hacia sus extremos más, formando protu- 
berancias tubulares y espacios membranosos muy parecidos a los del ER de las células. De 
manera parecida, el desplazamiento de los túbulos del ER hacia la periferia celular está aso- 
ciado con el crecimiento de los microtúbulos en las células vivas. Por el contrario, las dineínas 
son necesarias para el posicionamiento del complejo de Golgi en el centro de la célula, des- 
plazando las vesículas del Golgi a lo largo de los microtúbulos hacia los extremos menos en 
el centrosoma. 

Los distintos tipos de colas y sus cadenas ligeras asociadas de las diferentes proteínas 
motoras específicas les permiten unirse de forma específica a los orgánulos que transpor- 
tarán. Receptores motores asociados a membrana, que son dirigidos de forma específica ha- 
cía compartimientos rodeados de membrana, interactúan directa o indirectamente con las 
colas de determinados miembros de la farnilia de las quinesinas. Uno de estos receptores 
parece ser el precursor de la proteína amiloide (APP: amyloid precursor protein), que se une 
directamente a la cadena ligera de la cola de la quínesina-1 y se propone que sea una molécu- 
la proteica receptora motora transmembrana en los axones de las células nerviosas. El pro- 
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Figura 16-66 Efecto de la despolimerización 
de microtúbulos sobre el complejo de 
Golgi. (A) En esta célula endotelial, los 
microtúbulos están marcados en rojo y el 
complejo de Golgi en verde (usando un 
anticuerpo contra una proteína del Golgi). 
Mientras el sisterna de microtúbulos 
permanece intacto, el Golgi se encuentra 
cerca del centrosoma, próximo al núcleo en 
el centro de la célula, La céluta de la derecha 
está en interfase, con jan solo centrosoma. 
La célula de la izquierda está en profase; los 
centrosomas duplicados se han desplazado 
hacía lados opuestos del núdeo. (B) Después 
de un vatamiento con nocodazol, que 
provoca la despolimerización de los 
microtúbulos (véase Tabla 16-2), el complejo 
de Golgi se fragmenta y se dispersa por todo 
el citoplasma celular, (Cortesía de David 
Shima) 
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cesamiento anormal de esta proteína conduce a la enfermedad de Alzheimer, generándose 
grandes cantidades de agregados estables de proteína en las células nerviosas del cerebro 
(Véase Figura 6-95). En el retículo endoplasmático se han identificado otros receptores para 
quinesinas específicas y también en otros orgánulos rodeados de membrana que dependen 


del transporte mediado por microtúbulos para su localización. Las JIP (proteínas que inte- 
ractúan con JNK; JNX-interacting proteins) son proteínas estructurales asociadas con la se- 


ñalización celular. Estos receptores de quinesina proporcionan un punto de unión entre el” 


transporte y la señalización celular. 

En el caso de la dineína se conoce que su unión a las membranas está mediada por un 
gran ensamblaje macromolecular. La dineína citoplasmática ya es, por sí misma, un gran 
complejo proteico y para transportar orgánulos de forma eficiente tiene que asociarse a otro 
gran complejo, llamado dinacrina. Este complejo incluye un corto filamento parecido a la 
actina formado por una proteína relacionada con la actina, la proteína Arp1 (distinta de Arp2 
y Arp3, los componentes del complejo ARP implicado en la nucleación de los filamentos de 
actina convencionales). Las membranas del complejo de Golgi están recubiertas con las pro- 
teínas anquirina y espectrina. Se propone que estas proteínas se asocian con el filamento de 
Arp1 en el complejo dinactina y forman un citoesqueleto plano parecido al citoesqueleto de 
la membrana de los eritrocitos (véase Figura 10-41). Probablemente la red de espectrina en 
conjunto proporciona estabilidad estructural a la membrana del complejo de Golgi y, 
a través del filamento Arpl, hace de mediador en la unión regulable de la dineína al orgánu- 
lo (Figura 16-67). En otros casos, los motores de dineína citoplasmáticos interactúan de for- 
ma directa con su carga. La cola citoplasmática de la rodopsina, la proteína detectora de luz 
en los conos de la retina del ojo, se une directamente a una de las cadenas ligeras de dineína; 
esta interacción es indispensable para el desplazamiento normal de la rodopsina a lo largo 
de los conos. 

Las proteínas motoras tienen también un papel significativo en el transporte de orgá- 
nulos alo largo de los filamentos de actina. La miosina V fue la primera miosina encontrada 
como mediador del desplazamiento de los orgánulos, una miosina de doble cabeza que 
genera un gran desplazamiento en cada etapa (véase Figura 16-65). En los ratones y en los 
humanos, los gránulos de pigmento rodeados de membrana, lamados melanosomas, se sin- 
tetizan debajo de la piel, en unas células denominadas melanocitos. Estos melanosomas se 
desplazan hacia los extremos de las proyecciones dendríticas de los melanocitos, donde son 
liberados hacia los queratinocitos que forman la piel (y el pelaje en el ratón). La miosina V 
está asociada con la superficie de los melanosomas y puede intervenir en el desplazamiento 
basado en actína que se puede observar en un tubo de ensayo (Figura 16-68). En el ratón, 
mutaciones en el gen de la miosina V provocan un fenotipo diluido, con un pelaje descolori- 
do puesto que los rmelanosomas no son liberados a los queratinocitos de forma eficiente, 
por lo que la pigmentación es defectuosa. Otras miosinas, incluyendo la miosina I, están 
asociadas a endosomas y a una gran variedad de otros orgánulos, 


El citoesqueleto posiciona moléculas específicas de RNA 


Con el objetivo de concentrar las proteínas en el lugar donde ejercen su función, las células 
restringen a menudo su síntesis en los lugares donde se localizan sus moléculas de mRNA, 

proceso que establece las asimetrías celulares. Este hecho es.en particular importante cuan- 
do una célula se divide generando dos células hijas con características distintas. Otro ejem- 
plo sería el de los mANA que codífican proteínas implicadas en la función sináptica y que se 
localizan cerca de las sinapsis en la mayoría de neuronas; existen evidencias de que la loca- 
lización de los mANA y la regulación de la traducción en los lugares sinápticos desempeñan 
un papel importante en la regulación de la mernoria á largo plazo y de la plasticidad sináp- 
tica. No es sorprendente que sea el citoesqueleto y las proteínas motoras del citoesqueleto 
las que posicionen las moléculas de mRINA en este úpo de situaciones. 

El oocito gigante de Drosophila posiciona una gran cantidad de 1mRNA codificados ma- 
termalmente en lugares especificos dentro de la célula, como paso previo a los rápidos acon- 
tecimientos de especificación que se producen en las fases tempranas de la embriogénesis 
(descrito en el Capítulo 22). Un grapo de mENA que codifican proteínas necesarias para el 
correcto desarrollo de la región posterior del ernbrión, incluyendo el desarrollo de las célu- 
las germinales, se localizan en la parte posterior del cocito; un grupo distinto de miENA que 
codifican proteínas necesarias para la especificación de las estructuras anteriores del em- 
brión se localizan en la parte anterior del oocito. 
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Figura 16-67 Un modelo para la unión 

de la dineína a un orgánulo rodeada de 
membrana. La dineína necesita la presencia 
de muchas proteínas accesorias para 
asociarse con los orgánulas rodeados de 
membrana. La dinactina es un complejo 
grande (rojo) que incluye componentes 

que se unen débilmente a los microtúbulos, 
componentes que se unen a la propia 
dineína y componentes que forman 
pequeños filamentos de actina con la 
proteína Arp1. Se cree que el filamento 

Arp1 puede mediar la unión de este gran 
complejo a los orgánulos, a través de una red 
de espectrina y anquirina parecida a la del 
citoesqueleto asociado a la membrana de 
los eritrocitos (véase Figura 10-41). 


(8) 48) 


Figura 16-68 La miosina Y de los 
melanosomas. lA) imagen obtenida por 
contraste de fases de una parte de un 
melanocito aislado de un ratón, Las manchas 
negras son melanosomas, con orgánulos 
rodeados de membrana llenos del pigmento 
de la piel, la melanina, (8) La misrna célula 
marcada con un anticuerpo fhuorescente 
contra la miosina Y. Cada melanosoma está 
asociado cen un gran número de copias 

pd proteina rootora. (De X.Wu et al, 

Sd. 110:847-353, 1997_Lon la 
autorización de The Corapaoy of Biologists.) 
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El oocito se aprovecha de su citoesqueleto polarizado de microtúbulos, donde la mayo- 
ría de los extremos menos están agrupados en la parte anterior de la célula y los extremos 
más se sitúan cerca de la posterior, para establecer estas distribuciones especializadas de 
MENA. Así por ejemplo, el mRNA que codifica Bicoid, un factor de transcripción crítico pa- 
ra el desarrollo de la parte anterior, posee una estructura dentro del 3"UTR que se une a una 
proteína llamada Swallow, que a su vez se une a la cadena ligera de la dineína citoplasmática, 
presumiblemente permitiendo su transporte hacia los extremos menos de los microtíbulos 
en la parte anterior de la célula. Por el contrario, el transporte del mENA que codifica Oskar, 
una proteína necesaria para el desarrollo de la célula germinal en la parte posterior del em- 
brión, necesita de quinesina-1 para ser transportado hacia los extremos más de los microtú- 
bulos. El anclaje de los MENA en sus posiciones adecuadas después de ser transportados a 
través de los microtúbulos parece que depende del citoesqueleto cortical de actina. El miNA 
de Oskar, por ejemplo, se une de forma directa a una proteína de unión a la actina llamada 
moesina, un fiembro de la familia de ERM. 

En algunas células, el transporte de los mMANA y su anclaje es dependiente de actina. La 
levadura madre y la levadura hija retienen identidades diferentes, como lo indican las gran- 
des diferencias que presentan posteriormente en cuanto a su capacidad de sufrir cambios 
en el tipo de apareamiento (descrito en el Capítulo 7) y en la selección de su próximo lugar 
de gernación. Muchas de estas diferencias están provocadas por una proteína reguladora de 
genes llamada Ash]. Tanto la proteína como el mRkNA para Ash] sólo se localizan en la yema 
en crecimiento y aparecen en exclusiva en la célula hija. Uno de los dos tipos de miosina V 
encontrado en las levaduras, Myo4p, es necesario para la distribución asimétrica del mANA 
de Ash1. Un análisis genético de mutaciones que impiden las diferencias materno-filiales 
ha permitido observar que al menos existen otros seis productos génicos asociados con el 
- citoesqueleto que son necesarios para la polaridad normal; incluyen una de las forminas, 
la tropomiosina, la profilina, la propia acúna y también un complejo de dos proteínas que 
forman una unión directa entre secuencias específicas del mENA de Ash 1 y la proteína mio- 
sina V (Figura 16-69). 


Las células regulan la función de las proteínas motoras 


La célula puede regular la función de las proteínas motoras, lo que permite cambiar la loca- 
lización de los orgánulos rodeados de membrana y todos los movimientos celulares. Uno de 
los ejermplos más interesantes es el que proporcionan los melanocitos de los peces. Estas 
células gigantes, responsables de los cambios rápidos de coloración de la piel en algunas 
especies de peces, contienen grandes gránulos de pigmento que pueden variar su localiza- 
ción como respuesta a estíraulos neuronales u hormonales (Figura 16-78). Estos gránulos 
de pigmento se agregan o se dispersan, desplazándose a lo largo de una extensa red de mi- 


crotábulos. Los extremos menos de estos microtúbulos se nuclean en el centrosorna y están 


localizados en el centro de la célula, mientras que los extremos más se distribuyen alrededor 


de la periferia celular. 
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Figura 16-69 Localización polarizada 

de mRNA en el extremo de la yema de la 
levadura. (A) Mecanismo molecular 

de localización del mANA de Ash], que se 
determinó genética y bioquímicamente, 

(B) La localización del mANA de Ash? (rojo) 
en esta célula de levadura en división 

se realizó mediante hibridación in situ 
fluorescente (FISH). El mRNA está confinada 
en el extremo más alejado de la céluta hija 
(todavía una yema grande). La proteína Ash1, 
transcrita por este mRNA localizado, sólo 

se encuentra en la célula hija. (B, por 
cortesía de Peter Takizawa y Ron Vale.) 
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El tráfico de los gránulos individuales de pigmento (Figura 16-71) revela que el des- 
plazamiento hacia el interior es rápido y sin interrupciones, pero que el desplazamiento 
hacia el exterior presenta interrupciones con algunas etapas de retroceso. Tanto la dineína 
como la quinesina están asociadas a los gránulos de pigmento y también la miosina V. Parece 
que este desplazamiento internumpido es el resultado de una guerra de tirones entre las dos 
proteínas motoras con una corpulenta quinesina, la cual resulta finalmente ganadora. 
Cuando la cadena ligera de la quinesina se fosforila por una estimulación hormonal, que in- 
duce un cambio de color de la piel, la quinesina se inactiva y deja que la dineína transporte 
con rapidez los gránulos de pigrnento hacia el interior de la célula; el resultado es que el co- 
lor del pez cambia. De forma parecida, el desplazamiento de otros orgánulos de membrana 
recubiertos de proteínas motoras particulares está controlado por un balance complejo de 
señales competidoras que regulan tanto la actividad como la unión de las proteínas motoras. 

La célula también puede utilizar la fosforilación para regular la actividad de la miosina, 
En las células no musculares, la miosina li puede fosforilarse en varios lugares tanto de la 
cadena pesada como de las cadenas ligeras, lo cual puede afectar tanto a la actividad moto- 
ra corno al ensamblaje de los lamentos. En estas células, la miosina H puede encontrarse en 
dos estados conformacionales distintos, un estado extendido capaz de iormar filamentos 
bipolares y un estado plegado en el cual, aparentemente, el dominio de la cola interactúa 
con la cabeza motora. La fosforilación de la cadena ligera reguladora por la quinasa depen- 
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Figura 16-70 Regulación del movimiento 
de los melanosomas en las células 
pigmentarias de los peces. Estas células 
gigantes, responsables de los cambios de 
coloración de la piel en algunas especies 
de peces, presentan grandes gránulos 

de pigmento o melanosomas imarrón). 
Los melanosomas pueden cambiar su 
localización en la célula como respuesta 

a cambios hormonales o a estímulos 
neuronales, (4) Esquema de una célula 
pigmentania, en el que se muestra tanto 

la dispersión como la agregación de los 
melanosomas en respuesta a un incremento 
o una disminución de los niveles de AMP 
cíclico (CAMP), respectivamente. Ambas 
redistibuciones de los melanosomas se 
producen a lo largo de las microtúbulos. 
(E) Imágenes obtenidas con campo daro 
de una sola célula de un pez cíclido africano, 
en las que se muestra sus melanosomas 
dispersos por el citoplasma (izquierda) 

o agregados en el centro de la cétula 
íderecha). (8, cortesía de Leah Haimo.) 


Figura 16-71 Desplazamiento bidireccional 
de un melanosoma en un microtúbulo, 
Un melanosoma zistlado famarillo) se 
desplaza a lo largo de un microtúbulo, 
desde el extremo más hacia el extremo 
menos, en un cubrecbjetos. A medio 
camino en la secuencia de vídeo, cambia 
inesperadamente de sentido y pasa a 
desplazarse desde el extremo menos 
hada el extremo más, [De SL Rogers et al, 
Proc Had Acad. SL USA 3143 /100-3775, 
1997, Con la artorización de The National 
Academy of Sciences.) 
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diente de calcio de la cadena ligera de la miosina (MLCK: imyosin light chain kinase) induce a 
la miosina H a adoptar la forma extendida, que facilita el ensamblaje de los filamentos bipo- 
lares y conduce a la contracción celular (Figura 16-72). La MLCK también se activa durante la 
mitosis, induciendo a la miosina a ensamblarse formando el anillo contráctil responsable 
de dividir la célula mitótica en dos. Como se describirá más adelante, la fosforilación de la 
miosina también es un componente importante de control en la contracción en las células 
musculares lisas. La regulación de otros miembros de la superfamilia de las miosinas no se 
comprende todavía correctamente pero se considera que en el control de estas miosinas es- 
tán implicados lugares específicos de fosforilación. 


Resumen 


Las proteinas motoras utilizan la energía de la hidrólisis del ATP para deslizarse a lo largo de los 
microtúbulos y de los filamentos de actina. Facilitan el deslizamiento de los filamentos con otros fi- 
lamentos y el transporte de cargas a lo largo de los mismos. Todas las proteínas motoras conocidas 
que se desplazan a lo largo de los filamentos de actina son miembros de la superfamilia de las mio- 
sinas. Las proteínas motoras que se desplazan a lo largo de los microtúbulos son miembros de la su- 
perfamilia de las quinesinas o de la familia de las dineínas. Las superfamilias de la miosina y de la 
quinesina son diversas, con cerca de 40 genes codificando cada tipo de proteína en hurnanos. El único 
elemento estructural común entre todos los miembros de cada superfamilia es el dominio motor de 
“cabeza”. Estas cabezas se fusionan con una gran variedad de “colas” distintas, que se unen a distintos 
tipos de cargas y permiten a los diversos miembros de la familia realizar funciones diferentes en la 
célula. Estas funciones incluyen el transporte y la localización de proteínas específicas, orgánilos 
rodeados de mernbrana y mRNA, 

Aunque la miosina y la quinesina viajan a lo largo de vías distintas y utilizan mecanismos di- 
ferentes para producir la fuerza y el movimiento mediante la hidrálisis del ATR comparten un nú- 
cleo estructural común, lo cual sugiere que derivan de la misma proteína ancestral. La proteína 
motora dineína ha evolucionado de forma independiente, y posee tina estructura y in mecanismo 
de acción distintos. 


El CITOESQUELETO Y EL COMPORTAMIENTO CELULAR 


Un desafío importante en todas las áreas de la biología celular es comprender cómo se com- 
binan las funciones de muchos coroponentes individuales dando lugar a coraportamientos 
celulares complejos. Todos los comportamientos celulares que describimos en este apartado 
final se basan en 1a organización coordinada de los componentes y de los procesos que he- 
mos explorado en los tres primeros apartados del capítulo: el ensamblaje y desensambiaje di- 
námico de los polímeros del citoesqueleto, la regulación y modificación de sus estructuras por 
las proteínas asociadas alos polímeros y las acciones de las proteínas motoras desplazándose 
ado largo de los Blamentos. ¿Córno coordina la célula todas estas actividades para definir su 
furona, desplazarse o dividirse en dos durante la paitosis? Estos problemas acerca de la coordi- 
bación del citoesqueleto han desañado a los científicos durante muchos años. 
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Figura. 16-72 Fosforilatión de la cadena 
ligera y regulación del ensamblaje de la 
miosina ll en los filamentos gruesos. 

(A) La fosforilación controlada, producida por 
la quinasa de la cadena ligera de la miosina 
(MLCIO, de una de las dos cadenas ligeras 
(Mlarnada cadena ligera reguladora; se 
muestra en azul claro) de la miosina ll no 
muscular en un tubo de ensayo, tiene al 
menos dos efectos: provoca un cambio en 
la conformación de la cabeza de la miosina, 
dejando expuesto el lugar de unión a actina, 
y libera la cola de la miosina de sti lugar de 
unión en la cabeza, permitiendo que las 
moiéculas de miosina se ensambien en 
filarnentos cortes, gruesos y bipulares. 

(8) Electrromicrografía de filamentos cortos 
de miosina il, contrastados negativamente, 
cuyo ensamblaje se ha inducido en un tubo 
de ensayo por fosforilación de sus cadenas 
ligeras. Estos filarnentos de miosina ll son 
mucho más pequeños que los encontrados 
en las fibras del músculo esquelético 

(véase Figura 16-55), (8, cortesía de Jobn 
Kendrick-Jones.) 
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cente de retículo endoplasmátíco modificado que envuelve cada miofibrilla como si fuera 
un calcetín (Figura 16-"77A y B). 

Cuando el potencial de acción entrante activa un canal de 
bulo T, una entrada de 


en la membrana del tú- 
provoca la apertura de los canales liberadores de en el retí- 
culo sarcoplasmático (Figura 16-77C). El Ca“*fluye hacia el citosol y se inicia la contracción 
de cada miofibrilla. La señal procedente de la membrana plasmática de la fibra muscular se 
transmite en cuestión de inñisegundos (a través de ios túbulos T y del retículo sarcoplasmá- 
tíco) a cada sarcóriiero de la célula, por lo que todas las miofibriilas se coraiaen al mismo 
tiempo. El incremento de la conceotración de Ca”+ es traiisitorio, ya que el es rápida- 
mente bombeado de nuevo hacía el retículo sarcoplasmático por una bomba de CaM! de- 
pendiente de ATP muy abundante (también llamada Ca--fflPasa) situada en su membrana 
[véase Figura 11-13). Por lo general,, la concentración de 
gimdos, p e i T T - 
pende de dos . 
filaiD.erit.os, di; ' . 
rigido porlab " e 
La dependencia de 


se restablece a los 30 milise- 
= liofibrillas se relajen. Así pues, la contracción nHJsaiiar de- 
nsumeri grandes cantidades de ATT" el deslizamiento de los 

'J 1 isa del dominio motor de la miosina, y el bombeo de di- 
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de la coretiacción del músculo esquelético en los venebrados, y 
su dependencia de las órdenes motoras eni.iadas por los nervios, se debe en su totalidad a 
un conjunto de proteínas accesorias especializadas que estái mtimaineiite relacionadas con 
los filairientos delgados de actína. Uaa deestas proteínas accesorias es inia forma musatlai 

:deJa tmprtmiosína, una. nioiéciila alargada que se une a lo kirgo de la raiiuia, de la héict; de 
actiiia. Otra protema es la tmponimi, un cximplejo de tres polipéptidos, las troporiinaf'i T, I y € 
(derwimlnadas así por sus dominios de unión a trcipoiniosiiia, a inliíMdores y a,ctividad«i de 
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Figura 16-77 Los túbulos T y el retículo 
sarcoplasmático. (A) Esquema de los dos 
sistemas de membrana que transmiten la 
señal de contracción desde la membrana 
plasmática de la fibra muscular atodas las 
miofibriilas de la célula. (B) Electromicrografía 
que ilustra dos túbulos T. Nótese la posición 
de los grandes canales liberadores de 

en la men-sbrana del retículo sarcoplasmático; 
parecen "pies" de forma cuadrangular que 
están conecrados a la membrana del rúbolo T 
adyacente. (C) Esquema que muestra cómo 
puede abrirse un canal liberador de de 
la membrana del retículo sarcoplasmático 
mediante activación de un canal de Ca** 
sensible al voltaje. (B, por cortesía de 

Clara Franzini-Armstrong.) 
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culas de tropomiosina regresar a su posición habitual de forma que las cabezas de miosina pue- 
den deslizarse a lo largo de los filamentos de actina (Figura 16-78). La troponina C está muy re- 
lacionada con la proteína de unión a Ca?*, calmodulina (véase Figura 15-44); se puede 
considerar como una forma especializada de calmodulina que ha adquirido lugares de unión 
para la troponina l y la troponina T, de forma que se asegura que la miofibrilla responda de 
forma extremadamente rápida a un incremento en la concentración de Ca? 

En las células musculares lisas, llamados así porque han perdido las estriaciones regu- 
lares del rmúsculo esquelético, la contracción se produce también por una entrada de iones 
de calcio, pero el mecanismo que lo regula es distinto. El músculo liso forma las partes con- 
tráctiles del estómago, intestino y útero, la pared de las arterias y muchas otras estructuras 
que necesitan de contracciones mantenidas pero lentas. El músculo liso está formado por 
láminas de células en forma de huso muy alargadas, cada una de las cuales tiene un solo mú- 
cleo. Las células musculares lisas no expresan troponinas, La entrada de Ca** en la célula 
regula la contracción mediante dos mecanismos que depender: de la calmodulina, la pro- 
teína ubicua de unión a calcio. 

En primer lugar, la calmodulina con el Ca?* unido se une a una proteína de unión a la 
actina llamada caldesmon, que bloquea los lugares de unión de la actina donde normal- 
mente se unirían las cabezas motoras de la miosina. Este hecho provoca que caldesmon se 
separe de los filamentos de acúna preparándolos para la contracción. En segundo lugar, la 
miosina muscular lisa se fosforila en tuno de sus dos cadenas ligeras por la quinasa de la ca- 
dena ligera de la miosina (MLCK), como se ha descrito previamente para la regulación de la 
miosina ll no muscular (véase Figura 16-72). Cuando la cadena ligera está fosforilada, la ca- 
beza de miosina puede interactuar con los filamentos de actina y provocar la contracción; 
cuando está desfosforilada, la cabeza de miosina tiende a disociarse de la actina y se inacti- 
va (al contrario que la miosina 1 no musculaz, la desfosforilación de la cadena ligera no 
induce el desensamblaje de los filarmentos gruesos en las células musculares lisas). La MLCK 
necesita de la unión de Ca**/calmodulina para ser completamente activa, 

Otras moléculas señalizadoras externas tales como la adrenalina (epinefrina) también 
pueden regular la actividad contráctil del músculo liso, La adrenalina se Une a su receptor en 
la superficie celular acoplado a proteína G provocando un aumento de los niveles intracelu- 
lares de AMP cíclico, que a la vez activan la proteína quinasa dependiente de AMP cíclico 
(PKA) (véase Figura 15-35). La PKA fosforíla e inactiva a MLCK y provoca, en consecuencia, 
la relajación de la célula muscular lisa. 

Las fosforilaciones que regulan la contracción de las células musculares lisas se produ- 
cen lentamente y la contracción méxima a menudo necesita im segundo para llevarse a ca- 
bo (comparada con los pocos milisegundos necesarios para la contracción de la célula 
muscular esquelética). Pero para el músculo liso no es importante que la activación de la 
contracción sea rápida: su miosina ll hidroliza ATP diez veces más lentamente que la miosi- 
na del músculo esquelético, produciendo un ciclo lento de cambios conformacionales de 
miosina que dan logar una contracción lenta. 
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El músculo cardíaco es una máquina de ingeniería 
muy precisa <AGGT> 
El corazón es el inúsculo del organismo que desarrolla un trabajo más pesado: se contrae 


a vida iuunana normal, Este nú- 
vida aormal de un motor de ua 


coil aíllones (3 x 10%) de veces a lo largo de 1 


mero es casiidéntico al promedio de revoluciones durante 


automóvil En las células del corazón se expresan algunas isoformas específicas de la miosi- 


el desplazamiento de la tropomiosina 
mediado por el Ca?* deja expuesto 
el lugar de unión de la miosina 
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Figura 16-78 Control de la contracción 

del músculo esquelético por la traponina. 
(4) Filamento delgado de una célula del 
músculo esquelético que muestra la posición 
de la tropomiosina y de la troponina a lo 
largo del flamento de actina. Cada molécula 
de tropomiosina tiene siete regiones de 
secuencias homólogas, espaciadas 
regularmente, cada una de las cuales se 

une a una subunidad de actina en el 
filamento. (B) Un filamento delgado ilustra 
cómo parece que la unión del Ca?* (unido a 
la troponina) libera el bloqueo que ejerce la 
tropomniosina en la interacción entre la actina 
y la cabeza de miosina (A, adaptada de GN. 
Phillips, JP. Fillers y €. Cohen, .J. Mol, Biol. 192: 
111-131, 1986, Con la autorización de 
Academic Press.) 
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na muscular cardíaca y de la actina muscular cardíaca. Cambios incluso sutiles en las pro- 
teínas contráctiles que se expresan en el corazón -cambios que no producirían ninguna 
consecuencia detectable en otros tejidos pueden provocar una enfermedad cardíaca grave 
(Figura 16-79). 

Parece que el aparato contráctil cardíaco normal es una máquina regulada de una for- 
ma tan fina, que cualquier pequeña anormalidad en su hancionamiento puede ser suficien- 
te para producir un declive de su función durante los años de movimiento repetitivo. La 
cardiomiopatía familiar hipertrófica es causa frecuente de muerte súbita en atletas jóvenes. 
Se trata de una enfermedad hereditaria que afecta a dos de cada mil personas y está asocia- 
da a un aumento del tamaño del corazón, a vasos vasculares coronarios anormalmente pe- 
queños y a alteraciones en el riumo cardíaco (arritmias cardíacas). Se ha encontrado que esta 
enfermedad puede estar producida por una de las 40 sutiles mutaciones puntuales posibles 
en los genes que codifican la cadena pesada de la miosina [) cardíaca (casi todas causantes 
de cambios en el dominio motor o cerca de él) o una mutación en otra docena de genes que 
codifican proteínas contráctiles, incluyendo la cadena ligera de la miosina, la troponina car- 
díaca y la tropomiosina. Otras mutaciones menores sin sentido en el gen de la actina car- 
díaca pueden provocar otra alteración del corazón, llamada cardiomiopatía dilatada, 
que también con frecuencia es la causa de un fallo cardíaco temprano. 


Los cilios y los flagelos son estructuras móviles formadas 
por microtúbulos y por dineína 


Al igual que las miofibrillas, que son estructuras altamente especializadas y eficientes en 
cuanto a motilidad formadas por filamentos de actina y miosina, los cilios y los flagelos son 
estructuras móviles muy especializadas y eficientes formadas por microtúbulos y dineína. 
Ambas estructuras son apéndices celulares filifarmes que contienen un haz de microtuíbulos 
en su interior. Los flagelos se presentan en los espermatozoides y en muchos protozoos. 
Mediante su movimiento ondulante permiten, a las células que los poseen, nadar por los 
medios líquidos (Figura 16-804). Los cilios son más cortos que los flagelos y están organi- 
zados de forma parecida, pero su movimiento es parecido al movimiento de tuna brazada 
(Figura 16-80B). Los movimientos de los cilios adyacentes están casí completamente sin- 
cronizados y dan lugar a unos patrones parecidos a olas que pueden ser observados al mi- 
eroseopio. El movimiento de los cilios puede empujar a las células a través de un fluido 
(coro p. ej. es el caso del protozoo Paramecium) o puede desplazar un fluido por encima de 
la superficie de un grupo de células de un tejido. En el cuerpo humano, un número muy ele- 
vado de cilios (10%/cm? o más) tapizan nuestro tracto respiratorio, barriendo capas de moco, 
atrapando partículas de polvo, expulsando bacterias hacia la cavidad bucal donde son tra- 
gadas y posteriormente eliminadas. De la misma forma, los cilios del oviducto ayudan al 
transporte de los embriones hasta el útero. 

El movimiento de un cilio o de un flagelo está producido por el batido de su parte cen- 
tral, Llamado axonema. El axonema está formado por rmmicrotúíbulos y por sus proteínas as0- 
ciadas que se organizan según un patrón regular y diferencial. Nueve dobletes especiales de 
microtúbulos (que contienen un miecrotúbulo cornpleto y la mitad de otro microtúbulo 
fusionados de forma que comparten una pared tubular común) están organizados en un 
anillo alrededor de un par sencillo de microtúbulos (Figura 16-81). Esta organización ca- 
racterística se presenta en casi todos los cilios y flagelos de las células eucariotas (desde los 
protozoos hasta la especie humana). Los microtúbulos se extienden de forma continua a lo 
largo de todo el axonema, que puede tener entre 10 y 200 jon. En posiciones determinadas y 
regulares a lo largo de los microtúbulos, diferentes proteínas accesorias entrecruzan estos 
múcrotúbulos, o - 


Figura 16-80 Contraste entre los movimientos de un cilio y un flagelo. (4) El movimiento 
ondulante del flagelo de un espermatozoide de un tunicado. La célula se fotografió con 
una iluminación estroboscópica de 400 destellos por segundo. Nótese que las ondas de 
amplitud constamie se desplazan desde la base del flagelo hasta su punta. (B) El batido 

de un cilio que parece la brazada de un nadador. El golpe de una brazada (fechas rojas), 
durante el cual el fluido es empujado sobre la superficie de la célula, va seguido de un 
movimiento de recuperación lento. Por lo general, cada ciclo tarda en completarse entre 
01y072: enera una fuerza perpendicular al eje del axonema lel núdeo del 

de CJ. Brokawó 


Figura 16-79 Efecto de una mutación sutil 
de la miosina cardíaca sobre el corazón. 
izquierda, corazón normal de una cría de 
ratón de 6 días de edad. Derecha, corazón 
de una cría con una mutación puntual en las 
dos copias del gen de su miosina cardíaca 
que cambia la Arg 403 por una Gin. Las 
flechas indican los atrios. En el corazón de 

la cría con el gen mutado, los dos atrios son 
anormalmente grandes (hipertróficos) 

y el ratón muere a los pacos días de nacer. 
(De D. Fatkin et al, 1. Clin. Invest, 103:147,1999. 
Con la autorización de The Rockefeller 
University Press.) 
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vaina interior. 
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brazo exterior de dineina 
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brazo interior de dineina 
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doblete externo de microtúbulo 


Moléculas de dineína ciliar forman puentes entre los dobletes de microtúbulos vecinos 
akededor de la circunferencia del axonema (Figura 16-82). Cuando se activa el dominio mo- 
tor de esta dineína, las moléculas de dineína unidas a un doblete de microtúbulos (véase 
Figura 16-64) intentan desplazarse hacia el doblete siguiente, forzando a los microtúbulos 
adyacentes a deslizarse unos sobre otros, de forma parecida a cómo se deslizan los filamen- 
tos delgados de actina durante la contracción muscular. Sin embargo, la presencia de otras 
uniones entre los dobletes de microtúbulos impide este deslizamiento y la fuerza de la dine- 
ína se convierte en movimiento de flexión (Figura 16-83). 

La longitud de los flagelos está cuidadosamente regulada. Si uno de los dos Hagelos de 
una célula de Chlamydomonas es amputado, el flagelo restante se encoge mientras que el 
fragmento restante del flagelo armputado crece de nuevo, hasta conseguir ambos la misma 
longitud y continuar juntos su crecimiento hasta que son tan largos como lo eran en la célu- 
la sin amputar. Los nuevos componentes flagelares, incluyendo la tubulina y la dineína se in- 
corporan a los flagelos en crecimientos desde los extremos distales. Así pues, incluso en estas 
disposiciones de filamentos motores altamente ordenadas y estables, las células utilizan la 
flexibilidad y adaptabilidad intrínseca del citoesqueleto para responder de forma rápida y 
dinámica a los cambios que experimentan. 

En el hombre, algunos defectos hereditarios en la dineína ciliar provocan el síndrome 
de Kartagener, Este síndrome se caracteriza por la esterilidad masculina debido a la falta de 
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Figura 16-81 Disposición de los 
microtúbulos en un cilio o en un flagelo. 
(A) Electromicrografía que muestra una 
sección transversal del flagelo del alga 
verde (Chlamydomonas), en la que se puede 
observar la disposición axonemática 
característica de*9 + 2” de los microtúbulos, 
(B) Esquema de las partes de un flagelo o de 
un cilio. Las diversas proyecciones de los 
microtúbulos los mantienen unidos y se 
producen a intervalos regulares a lo largo 
del axonema. (A, por cortesía de Lewis Tilney.) 


"Figura 16-82 La dineina ciliar. La dineína dliar (del axonema) es un gran complejo proteico [cerca de 2 millones de dafltons] compuesto 
por entre 9 y 12 cadenas polipepúdicas, la mayor de las cuales es la cadena pesada que tiene más de 500.000 daltons. (A) Se cree que las 
cadenas pesadas constituyen la mayor parte de la cabeza globular y los dominios del tallo, y muchas de las cadenas más pequeñas se 
encuentran agrupadas alrededor de la base de éste (véase Figura 16-59B para observar la molécula aislada). La cola de la molécula se une 
fuertemente a un rmicrotúbulo A, a través de una reacción independiente de ATP, mientras que las cabezas alobulares mayores tenen un 
lugar de unión dependiente de ATP para un microtúbulo B lvéase Higura 16-81). Cuando las cabezas húdrolizan el ATP que tienen unido, se 
desplazan hada el extremo menos del microtúbalo 3 y producen asi una fuerza de deslizamiento ente los dobletes de microtúbulos 
adyacentes de un cilio o de un flagelo. Para más detalles, véase Figura 16-64. (8) Blectromicrografía de un dilio sometido a cñofractura, 


mostando los brazos de dineina proyectándose a intervalos regulares a parir de los dobletes de microtúbulos. (Por cortesía de John Heuser] 


El CITOESQUELETO Y EL COMPORTAMIENTO CELULAR 


proteínas 
de unión 


Qe 


+ATP fledión 
mamas 
(A) EN DOBLETES DE MICROTÚBULOS (8) EN UN FLAGELO NORMAL: 


AISLADOS: LA DINEÍMA PRODUCE 
EL DESLIZAMIENTO DE 
LOS MICROTÚBULOS 


LA DINEÍNA PRODUCE 
LA FLEXIÓN DE LOS 
MICROTÚBULOS 


motilidad de los espermatozoides, una alta susceptibilidad a infecciones respiratorias debi- 
das ala paralización de los cilios de la mucosa respiratoria, que impide la eliminación de los 
restos celulares y bacterias, y a defectos en la determinación de los ejes laterales (izquierdo- 
derecho) del organismo durante el desarrollo embrionario (descrito en el Capítulo 22). 

Las bacterias también se desplazan por los medios acuosos utilizando estructuras de la 
superficie celular Mamadas Hagelos, pero éstas no contienen ni microtúbulos ni dineína, con 
lo que ni ondean ni se flexionan. De hecho, los flagelos bacterianos son filamentos largos, de 
hélices rígidas, formados por subunidades repetidas de la proteína flagelina. Los flagelos gi- 
ran como hélices, dirigidos por motores especiales de rotación inmersos en la pared celular 
bacteriana (véase Figura 15-71). La utilización de un mismo nombre para estos dos tipos de 
aparatos nadadores tan sumamente distintos es un desafortunado accidente histórico, 

Unas estructuras, denominadas corpúsculos basales, unen firmemente los cilios y fla- 
gelos por su base a la superficie celular. Los corpúsculos basales tienen la misma forma que 
los centríolos que se encuentran en el centro de los centrosomas de las células animales, con 
nueve grupos de tripletes de microtúbulos fusionados organizados como una rueda de carro 
(Figura 16-84). De hecho, en algunos organismos, los corpúsculos basales y los centríolos 
pueden intercambiar sus funciones: por ejemplo, en el alga unicelular Chlamydomonas, el 
flagelo desaparece durarte cada mitosis y los corpúsculos basales se dirigen hacia el interior 
celular y forman parte del huso mitótico. Aparecen nuevos centríolos y nuevos corpúsculos 
basales a través de un proceso replicativo curioso, mediante el cual se forma un pequeño 
descendiente perpendicular a la estructura original, por un mecanismo todavía desconoci- 
do (véase Figura 17-231). 

Incluso en las células animales que han perdido totalmente los cilios o los flagelos, los 
centríolos nuclean con frecuencia el crecimiento de una proyección inmóvil de superficie 
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Figura 16-83 La flexión de un axonema. 
(A) Cuando los axonemas están expuestos 
ala enzima proteolítica tripsina, las uniones 
que mantienen unidos los dobletes de 
microtúbulos vecinos se rompen. En este 
caso, la adición de ATP permite la acción 
motora de las cabezas de dineína, de forma 
que un par de dobletes se desliza sobre otro 
par. (B) En un axonema intacto [corno el del 
espermatozoide), se impide el deslizamiento 
de los dobletes de microtúbulos mediante 
la unión de proteínas flexibles. La acción 
motora provoca la flexión, generando olas 
o diversos movimientos ondulantes, como 
los que se muestran en la Figura 16-80. 


Figura 16-84 Corpúsculos basales. 

(A) Electromicrografía de una sección 
transversal a través de tres centriolos del 
córtex de un protozoo. (8) Esquerna de 

un corpúsculo basal visto lateralmente. 
Cada corpúsculo basal constituye la porción 
inferior de un axonema ciliar y está formado 
por nueve tripletes de microtúbulos, cada 
uno de los cuales tiene un microtúbulo 
completo (el rmicrotúbulo A) fusionado 

con dos microtúbulos incompletos 

(los microtúbulos B y C), Otras proteínas 
(marcadas en rojo en B) forman puentes que 
mantienen unida la disposición cilíndrica de 
los microtúbulos, La estructura del centríolo 
es esencialmente la misrna (véase Figura 
16-39), (A, por cortesía de O.T., Woodrow 

y RW. Linck) 
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rica en microtúbulos Hamada cilio primario. El cilio primario tiene una longitud de unas 
cuantas micras y no contiene dineína. Se encuentran en la superficie de muchos tipos celu- 
lares distintos incluyendo fibroblastos, células epiteliales, neuronas, células óseas y condro- 
citos (células del cartlago). Muchas de las proteínas señalizadoras se localizan en el clio 
primario, incluyendo proteínas implicadas en la vía de señalización Hedgehog (véase 
p. 950) y receptores para los neurotransniisores de las neuronas del sistema nervioso central. 
En. las células epiteliales del riñón, los cilios primarios actúan como sensores de flujo que 
detectan el movimiento del fluido a través de los túíbulos renales. Unos canales de calcio de 
sensibilidad mecánica se abren cuando el Rujo del fluido batea los cilios primarios, regulan- 
do el crecimiento y la proliferación en el riñón. La pérdida del canal de calcio o de otros com- 
ponentes estructurales del cilio primario en las células renales provoca la enfermedad renal 
policística, un trastorno genético común que induce hiperproliferación de las células epite- 
liales renales; se forman grandes cistos llenos de fluido en los órganos y finalmente se pro- 
duce insuficiencia renal. Otro tipo especializado de cilio primario que por lo general no 
ondea es necesario para establecer la asimetría bilateral del embrión en desarrollo (véase 
Figura 22-87). 


La dinámica de los microtúbulos y las interacciones 
de muchas proteínas motoras son necesarias para 
la formación del huso mitótico 


Las miofibrillas y los cilios son estructuras relativamente permanentes especializadas en la 
producción de movimientos repetitivos. Pero la mayoría de movimientos celulares de- 
penden de estructuras lábiles que aparecen en estadios concretos del ciclo celular e como 
respuesta a señales externas y entonces desaparecen una vez finalizan su acción. La estrue- 
tura más familiar de este tipo es el huso mitótico y el anillo contráctil que se forman duran- 
te la división celular. En el Capítulo 17 describimos en detalle tanto el proceso de la mitosis 
cormo los sistemas de control del ciclo celular que determinan la aparición de los eventos de 
la división celular. Aquí estudiaremos brevemente unos cuantos mecanismos del citoesque- 
leto que contribuyen a la formación y función mecánica del huso mitótico. 

La construcción del huso mitótico es un ejemplo fascinante y particularmente impor- 
tante de la capacidad de autoorganización de los equipos de proteínas motoras en interac- 
ción con los filamentos dinámicos del citoesgueleto. También se incluye la participación 
delos cromosomas. En una rápida secuencia de acontecimientos que en las células anima- 
les dura menos de una hora, los haces en interfase de los microtúbulos se desensamblan 
completamente y se reorganizan formando la estructura de huso bipolar que es la respon- 
sable de segregar a los cromosomas replicados con una fidelidad perfecta en las dos células 
hijas. Debido a la gran importancia de la exactitud en la ransmisión del material genético, 
la construcción y el funcionamiento del huso ritótico presentan un alto grado de redun- 
dancia, de forma que si un conjunto de mecanismos fallan por alguna causa, existen me- 
canismos de compensación que aseguran el posicionamiento correcto de los cromosomas. 

En las primeras etapas de la mitosis, el comportamiento dinámico y la longibad media 
de los microtúbulos sufren cambios drásticos. En los haces en interfase, los microtúbulos 
son largos y casi nunca sutren catástrofes, pero durante la mitosis la longitud se reduce y se 
vuelven ruucho más dinámicos. La nucleación de microtábulos y su ensemblaje se incre- 
menten en las zonas alrededor de los cromosomas condensados. Mientras los rmicroróbulos 
se ensamblan en la cromatina condensada apuntando en direcciones al azar, las acciones 
coordinadas de algunas proteínas motoras construyen un huso bipolar coherente a partir 
de la masa desorganizada de microtíbulos. En primer lugar, la quinesina-5 bipolar (véase 
Figura 16-58) distribuye alos microtúbulos en haces paralelos y desliza rmicrotúbulos que se 
orientan en sentidos opuestos. A continuación, otra quinesina unida a los brazos de los cro- 
mosomas, la quinesina-4, se desliza hacia los extremos más de los ruicrotíbulos asociados 
con los cromosomas y empuja sus extremos menos lejos de los cromosomas. Por último, el 
extremo menos dirigido por la dineína y la quinesina-14 forman complejos oligoméricos 
con proteínas de soporte que mantienen los extremos menos unidos formando los polos 
del huso mitótico. En la mayoría de las células animales, estos procesos están dirigidos 
por un par de centrosomas que ayudan en la nucieación y organiza 
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su ciclo celular en la metafase de la roeiosís, y el huso se espera durante días o meses hasta 
que la fecundación coraporta la progresión a través del ciclo celular (véase Capítulo 21). Esta 
apariencia estable es decepcionante puesto que el huso es una estructura altamente di- 
námica, preparada para la acción que ermpezará cuando los cromosornas repentinamente 
emplecen a separarse enla anafase. Por ejernplo, muchos delos microtúbulos del huso pre- 
sentan un comportamiento llamado flujo guardián, en el cual se produce un aumento neto 
de subunidades de tubulina enlos extremos más que se equilibra con la misma pérdida neta 
endos extreros menos cerca del polo del huso. El flujo guardián está dirigido por la acción 
de proteínas motoras en los extremos menos del polo del huso que están constantemente 
rebobinando microtúbulos mientras que en los microtúbulos interpolares la quinesina-5 
ermpuja hacia fuera los extremos más (véase Figura 16-85). Como se describirá con más de- 
talle en el Capítulo 17, el delicado equilibrio entre estos dos tipos de actividades de las pro- 
teínas motoras en el huso deternína termbién su longitud. Por encima de todo, el huso 
mitólco representa un esfuerzo de colaboración en el que se combinan las propiedades di- 
némicas de los roicrotóbulos con las acciones individuales de docenas de motores molecu- 


lares y de otros componentes organizadores. 
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Figura 16-85 El huso mitótico en las cólilas 
animales. <GTCT> (A) Existen tres clases de 
microtúbulas dinámicos en el huso mitótico 
de la metafase: microtúbulos del cinetocoro 
(azuf, que unen cada cromosoma al polo del 
hueso; microtúbulos interpolares (rojo), que 
mantienen unidas las dos mitades del huso, 
y los microtúbulos astrales (verde), que 
pueden interactuar con el córtex celular, 
Todos los microtúbulos están orientados 
con sus extremos menos en los polas del 
huso donde están los centrasomas y los 
extremos más proyectándose hacia 

fuera. Como se indica con las flechas, los 
microtúbulos astrales sufren inestabilidad 
dinámica, creciendo y acortándose en sus 
extrernos rmás, mientras que Jos microtúbulos 
del cinetocoro y los interpolares fluctúan 
hacía los polos del huso. (B) Micrografía 

de contraste de fases de un huso mitático 
aistado en metafase, con los cromosomas 
alineados en el ecuador del huso. (C) Esta 
imagen de fluorescencia muestra los 
microtúbulos del huso en verde y 

los cromosomas en azul. Las manchas 

rojas marcan dos cinetocoros, estructuras 
especializadas que conectan los 
microtúbulos a los cromosomas. (B, de E.D. 
Salmon y RR. Segall, /, Cell Bíol. 86:355-365, 
1980. Con la autorización de The Rockefeller 
University Press; €, de A. Desal, Curr. Biol. 
10:508, 2000. Con la autorización de 
Elsevier.) 
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Muchas células pueden desplazarse sobre un sustrato sólido 


El deslizamiento celular proporciona otro ejemplo en el que se aprecia la integración diná- 
mica de los filamentos del citoesgueleto, los reguladores de los filamentos y las proteínas 
tnotoras. Muchas células, en lugar de utilizar cilios y Mlagelos para nadar, se desplazan arras- 
trándose sobre superficies. Las armebas predadoras se arrastran continuamente para buscar 
alimento y fácilmente puede observarse en una gota de agua como atacan y devoran a fla- 
gelados y ciliados más pequeños. En el caso de los animales, la mayor parte de los sistemas 
de locomoción también se producen arrastrándose, con la excepción de los espermatozoi- 
des. Durante la embriogénesis, la estructura de un animal se genera a partir de las migracio- 
nes de células individuales hacia localizaciones diana específicas y por el movimiento 
coordinado de capas epiteliales (descrito en el Capítulo 23). En los vertebrados, las células de 
la cresta neural recorren largas distancias desde su lugar de origen en el tubo neural hacia una 
gran variedad de destinos del embrión. Estas células tienen destinos diversos, conviriéndo- 
se en células pigrnentarias de la piel, neuronas sensoriales o simpáticas y células gliales u 
otros tipos celulares. Este largo recorrido es fundamental para la construcción del sistema 
nervioso completo: también de esta forma los conos de crecimiento en los frentes de avance, 
ricos en actina, de los axones en desarrollo viajan hacia sus futuras dianas sinápticas guia- 
dos, alo largo de su recorrido, por una combinación de señales solubles y de señales asocia- 
das con la superficie celular y con la matriz extracelular. Ñ 

El aniznal adulto también dispone de células que se arrastran. Los macrófagos y los neu- 
tóñilos se dirigen hacia los lugares de infección y engullen a los organismos invasores extra- 
ños como función crítica de la respuesta inrnune. Los osteoclastos del hueso forman canales 
rellenos de osteoblastos, que los siguen en un proceso continuado de remodelación y reno- 
vación del hueso. De forma parecida, los fibroblastos pueden migrar a través del tejido 
conjuntivo, remodelándolo donde sea necesario y ayudando a la reconstrucción de las es- 
tructuras dañadas en las heridas. En un proceso ordenado, las células del epitelio que tapiza 
el intestino viajan hacia las capas superiores reemplazando las células absorbentes que se 
han eliminado en los extremos de las vellosidades. Desgraciadamente, este desplazamiento 
de rastreo también es muy importante en muchos cánceres, cuando las células de un tumor 
primario invaden el tejido circundante, se arrastran hacia los vasos sanguíneos y linfáticos y 
entonces aparecen en otros lugares del organismo donde producen inetástasis. 

Este movimiento es un proceso complejo altamente integrado, dependiente del córtex 
de actina situado bajo la membrana plasmática. En él están implicadas tres actividades dis- 
tintas: protuberancia, mediante la cual las estructuras ricas en actina son ermpujadas hacia el 
frente celular; adhesión, mediante la cual el citoesqueleto de actina conecta la membrana 
plasmática con el sustrato, y tracción, mediante la cual la mayor parte del citoplasma es di- 


córtex de actina sustrato 


lamelipodio 


ei 


A 


la polimerización de la 
actina en dos extremos 
más forma el lamelipodio 


PROTUBERANCIA 


contactos focales 
(contienen integrinas) 


Figura 16-86 Modelo de cómo las fuerzas 
generadas en el cóorteaorico en actina 
desplazan la célula hacia adelante, 

La protuberancia dependiente de la 
polimerización de actina, y la firme adhesión 
de un lamelipodio en el frente de avance de 
la célula, desplaza el exiremo hada adelante 
fechas verdes en el frente) y contrae el cáriex 
de actina. La contracción en la parte posteñor 
de la célula empuja el resto del cuerpo hacia 
adelante (Hecha verde detrás) relajando parte 
de la tensión generada (tracción), En el frente 
se forman nuevos contactos focales y los 
antiguos se desensarablan enla parte 
posterior mientras la célula se arrastra hacia 
adelante, Este mismo dcdlo se puede repetir y 
el resultado es que la célula se desplaza hacia 
adelante, Alternativamente, todos los pasos 
pueden estar inimamente coordinados, 
desplazando con suavidad la céhula hacia 
delante, En rojo se rnuestra la actina cortical 
polimenzada de Nuevo. 
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rigido hacia adelante (Figura 16-86). En algunas células, como los queratinocitos de la epi- 
dermis de los peces, estas actividades están muy coordinadas y las células parece que se des- 
licen casi sin cambiar de forma. En otras células, como los Bbroblastos, estas actividades son 
más independientes y la locomoción es más irregular. 


La protuberancia de la membrana plasmática está dirigida 
por la polimerización de actina 


La primera etapa de la locomoción, la protuberancia del frente de avance, parece estar diri- 
gida por fuerzas generadas por la polimerización de actina que empujan a la membrana 
plasmática hacia adelante. Distintos tipos celulares generan tipos diferentes de estructuras 
protuberantes, como flopodios (también conocidos como microespinas), lamelipodios y 
pseudópodos. Todos ellos están formados por un núcleo denso de filamentos de actina, que 
excluye los orgánulos rodeados de membrana. Estas estructuras se diferencian por la forma 
de organización de la actina: en una, dos y tres dimensiones, respectivamente (ya se ha des- 
crito córno esto se produce a partir de la asociación de diferentes proteínas). 

Los filopodios, formados por los conos de crecimiento en migración y en algunos tipos 
de fibroblastos, son esencialmente unidimensionales. Contienen un núcleo de largos haces 
de filamentos de actina, parecidos alos microvilli pero más largos y delgados, y también más 
dinámicos. Los lamelipodios, que se forman en células epiteliales y fibroblastos y también 
en algunos tipos de neuronas, son estructuras laminares bidimensionales. Están formados 
por una red ortogonal de filamentos de actina entrecruzados, la mayoría de los cuales des- 
cansan en un plano paralelo al sustrato sólido. Los pseudópodos, que se forman en amebas 
y en neutrófilos, son pequeñas proyecciones tridimensionales formadas por un gel filamen- 
toso de actina <ATGG>. Probablemente debido a que la geometría bidimensional los hace 
muy adecuados para ser observados al microscopio óptico, disponemos de mucha más in- 
formación acerca de la organización dinámica y del mecanismo de formación de las prot- 
berancias de los lamelipodios que de los filopodios y de los pseudópodos. 

Los lamelipodios disponen de toda la maquinaria necesaria para la motilidad celular. 
Han sido bien estudiados en las células epiteliales de la epidermis de peces y ranas, conoci- 
das como queratinocitos debido a su riqueza en filamentos de queratina. Por lo general estas 
células recubren todo el animal, formando una capa epitelial, y están especializadas en el 
cierre muy rápido de heridas, desplazándose a velocidades superiores a las 30 jm/minuto. 
Cuando se cultivan como células individuales, adoptan una forma diferencial con un lame- 
lipodio muy largo y un cuerpo celular pequeño que no está unido al sustrato (Figura 16-87). 
Con una micropipeta se pueden extraer fragmentos de este lamelipodio. Aunque es fre- 
cuente que estos fragmentos pierdan los microtúbulos y los orgánulos membranosos, pue- 
den continuar arrastrándose como si fueran diminutos queratinocitos. 

El comportamiento dinámico de los filamentos de actina puede estudiarse en los lame- 
lipodios de los queratinocitos, marcando los pequeños parches de actina y examinando su 


Figura 16-87 Células migratorias 

de la epidermis de los peces. <GTTA> 

(A) Micrografías obienidas mediante un 
microscopio óptico de un queratinocito en 
cultivo, tomadas a intervalos de 15 segundos. 
La célula está migrando aproximadamente a 
15 pn/segundo. (8) Queratinocito observado 
con el microscopio electrónico de barrido, 
mostrando su extenso y plano lamelipodio 

y su pequeño soma celular, que contiene | 
el núcleo arrastrado sobre el sustrato, 

10 Distribución de los flarnentos del 
citoesqueleto en esta célula, Los filarnentos 
de actina (rojo) llenan el gran lamelipodio y 
son los responsables del rápido movimiento 
de las células, Los microtúbulos (verde) 

y los flamentos intermedios (azul) están 
restringidos en la zona próxima al núcleo, 

ÍA y B por cortesia de Juliet lee) 
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Figura 15-88 Nucdeación de los filamentos de actina en el lamelipodio y formación de la 
red por el complejo ARP. (A) Queratinocito con filamentos de actina marcados en rojo con 
faloidina fluorescente y el complejo ARP marcado en verde con un anticuerpo contra uno 
de los componentes proteicos. Las regiones de superposición de los dos aparecen amarillas. 
El complejo ARP está muy concentrado cerca del frente del larnelipodio; en esta zona, la 
nucleación de actina es más activa. (8) Electrornicrografía obtenida después del sombreado 
con platino de una réplica del frente de avance de un queratinocito, mostrando la densa red 
de filamentos de actina. Las marcas indican áreas aumentadas en C (€) Imágenes a mayor 
aumento de las regiones de la red de actina del frente de avance mostradas en B. $e pueden 
observar muchos filamentos ramificados, formando el característico ángulo de 70% cuando 
el complejo ARP nuclea nuevos flamentos de actina hacía el exterior de un filamento 
preexistente (véase Figura 16-34). (De T. Svitkina y G. Borisy, J. Cell Biol. 145:1009-1026, 1999, 
Con la autorización de The Rockefeller University Press.) 


aspecto. Este procedimiento revela que, mientras que el lamelipodio avanza, los filamentos 
de actina permanecen estacionarios con respecto al sustrato. Los filamentos de actina de la 
red están orientados con sus extremos más hacia adelante. Con frecuencia, el extremo me- 
nos se encuentra unido de forma lateral a los flamentos de actina mediante complejos ARP 
(véase Figura 18-34), lo cual facilita la formación de la red bidimensional (Figura 16-88). La: 
red sufre un “recambio rotatorio”, ensamblaje en el frente y desensamblaje en la parte pos- 
terior, que se parece al recambio rotatorio que se produce en los filamentos de actina y en los 
microtúbulos, del que hemos tratado anteriormente (véase Figura 16-14). El recambio rota- 
torio de una red dendrítica formada por el complejo ARP es una de las muchas maneras en 
que las células pueden usar los filamentos de actina dinámicos para dirigir la protuberancia 
del extremo de avance. Parece que algunas células de movimientos lentos, incluyendo a los 
fibroblastos, utilizan un mecanismo que no depende del complejo ARB pero que sigue ne- 
cesitando del ensamblaje y desensamblaje coordinado de los fdamentos de actina, coordi- 
nado posiblemente por las forminas. 

Se considera que para que el desplazamiento unidireccional de los lamelipodios se 
mantenga hace falta la cooperación y la integración mecánica de algunos factores. La mu- 
cleación de los lamentos se localiza en el frente de avance; en esta localización se produ- 
ce el crecimiento de nuevos filamentos de actina y se proyecta hacia adelante la mermbrana 
plasmática. La mayor parte de la despolimerización se produce en lugares posteriores al 
frente de avance. Puesto que la cofilina (véase Figura 16-42) se une de forma cooperativa y 
preferencial a los lamentos de actina con ADP (forma D), los filamentos nuevos que adop- 
tan la forma T, generados en el frente de avance, deberían presentar resistencia a la despo- 
limerización por cofilina (Figura 16-89). Al aumentar la vida del filamento, se produce la 
hidrólisis del ATB por lo que la cofilina desensarmbla de forma eficiente los filamentos más 
viejos. Así pues, el retraso de la hidrólisis del ATP puede constituir la base del mecanismo 
que mantiene un proceso de recambio rotatorio unidireccional y eficiente en el lamelipo- 
dío (Figura 16-90). Por último, parece que los filamentos de miosina 1] bipolar se asocian 
con los filamentos de actina de la red y los ernmpujan hacia una nueva orientación, casi pa- 
ralelos al frente de avance. Esta contracción impide la protuberancia y constriñe los extre- 
mos de los lamelipodios de forma que se mantienen en los laterales de la célula mientras 
ésta avanza (Figura 16-91). Figura 16-89 la cofilina en el larnelipodio, 

a (4) Queratinacito con los Alamentos de actina 
marcadas en rojo por faloidina fluorescente 
y la cofilina marcada en verde con un 
anticuerpo fluorescente, Las regiones donde 
ambas se superponen se pueden observar en 
amarlo. Aunque la densa red de actina se 
distribaiye por todo el lamelipodio, la coflina 
no se encuentra en el frente de avance, 
18) imagen a mayor aumento de la región 
señalada en A con un rectángulo blanco. 
Los filamentos de actina cercanos al frente 
de avance, que también son los que se han 
formado más recientemente y los que 
tenen actina-ATP len lugar de actina-ADP), 
porio general no están asociados con 
cofilina. (De Y. Switkina y G. Borisy, 
i Cell Biol 14510097028, 1999. Con la 
autorización de The Rockefeller 
University Press) 
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Figura 16-90 Modelo para la formación de 
una protuberancia de la red de actina en el 
frente de avance. Se ilustran dos momentos 
durante el avance de in lamelipodia, 
destacando en color más claro las estructuras 
ensambiadas de nuevo, La nudeación está 
mediada por el complejo ARP del frente. Los 
filamentos de actina formados de nuevo se 
unen lateralmente a los filamentos 
preexistentes generalmente en un ángulo de 
70%. Los filamentos se alargan, empujando a 
la membrana plasmática hacia delante, por 
algún tipo de anclaje del haz anterior. A una 
velocidad constante, los filamentos de los 
extremos más se encasquetan. Cuando los 
nuevos filamentos han hidrolizado su ATP, 
son más susceptibles a la despolimerización 
por cofilina. Este ciclo provoca una 
separación espacial entre el ensamblaje 
complejo ARP en el frente y el desensamblaje en la parte 
2 posterior; de manera que la red de actina se 
desplaza hacia adelante como un todo, . 
aunque los filamentos se mantengan 
estacionarios respecto al sustrato, 
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La fuerza de empuje generada por la polimerización de una red ramificada de filamen- 
tos de actina tiene un papel importante en muchos procesos celulares. La polimerización 
l en el extremo más puede empujar la menbrana plasmática hacia fuera, como en el ejemplo 
¡ que acabamos de describir (véase Figura 16-90), o puede impulsar a vesículas u partículas a 
través del citoplasma celular, como en el ejemplo de la bacteria Listeria monocytogenes des- 
crito en el Capítulo 24 (véase Figura 24-37 <GTAT>). Además, cuando se anclan de forma 
| más compleja en la membrana, este mismo tipo de fuerza dirige las invaginaciones de la 
| membrana, corno se produce durante los procesos de endocitosis y fagocitosis tratados en el 
Capítulo 13. 


: Es interesante comparar la organización de los lamelipodios ricos en actina con la or- 


¿ ganización del huso mitótico rico en microtúbulos. En ambos casos, la célula controla y arn- O: 
plifica el cormportamiento dinámico intrínseco del sistema de filamentos del citoesqueleto LZ acuna 
¡ generando grandes estructuras que determinan el comportamiento de la totalidad de la A <X£ miosina 


célula. Ambas estructuras proporcionan un recambio rápido de los Blamentos que los cons- 
ituyen, incluso cuando las estructuras permanecen intactas en un estado estacionario du- 
rante largos periodos de tiempo. La membrana plasmática del exteemo de avance en el 
lamelipodio cumple un papel organizador análogo al de los cromosomas condensados en la 
organización y estirmdación de la dinámica del miso mitótico. En axabos casos, las proteínas 
mnotoras ayudan a incrernentar el flujo y el recambio de los flarmentos del citoesqueleto en 
haces de gran tamaño. 


Figura 16-91 Contribución de la miosina U al movimiento celular polarizado. — 

(A) Los filarnmentos bipolares de miosina l se unen ados filamentos de actina enla malla 
de larmelipodios dendrítica y provocan la contracción de la red. La reorientación dirigida 
por la miosina de los Mamentos de actina en la malla dendrítica formoa un haz de actina 
que atrae más miosina ll y contribuye a generar las fuerzas contráctiles necesarias para 
la retracción del extremo posteñor de la célula en movimiento. (B) Se pueden aislar los 
fragmentos de un gran lamelipodio de un queratinocito del sorna celular principal, ya 
sea por cirugía con tina rrúícropipeta o tratando a la célula con fármacos. Muchos de 
estos fragmentos continúan moviéndose rápidarnente, con la misma organización del 
cdtoesqueleto que en el queratfinacito intacto, 


j 
1 
: 


La actina lazual) formas una malla que 
sobresale en el frente del fragmento. La reiosina ll (rosa) se encuentra en fora de banda, 
detrás. (De A. Verkowsky et al, Curr Bio -20, 1999, Conda autorización de Elsevier) 
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frente de avance de la célula 


20 um 


La adhesión celular y la tracción permiten avanzar a las células 


Parece que los lamelipodios de todas las células comparten una organización básica, simple 
y dinámica, en la que el ensamblaje de los filamentos de actina se produce sobre todo en 
el extremo en avance y el desensamblaje en el extrerno posterior. Sin embargo, las in- 
teracciones entre la célula y su entomo físico normal hacen que la situación sea considera- 
blemente más compleja que la de los queratinocitos de peces arrastrándose por la superficie 
del medio de cultivo. Un aspecto muy importante de la locomoción es la íntima relación entre 
el citoesqueleto y el aparato de adhesión celular. Aunque para que se produzca cualquier 
tipo de arrastre es necesario un cierto grado de adhesión al sustrato, parece que las veloci- 
dades de adhesión y de locomoción están relacionadas de forma inversa, de manera que las 
células muy adhesivas se desplazan más lentamente que las células con adhesión débil. 
Los queratinocitos de peces están poco unidos al sustrato de manera que la fuerza de la po- 
limerización de actina ermpuja el frente de avance de manera muy rápida. Por el contrario, 
cuando las neuronas del alga marina Aplysia se cultivan en un sustrato, forman grandes la- 
melipodios que se adhieren demasiado como para permitir el avance. En estos lamelipodios 
continúa funcionando el mismo ciclo de nucleación localizada de nuevos filamentos de ac- 
tina, despolimerización de los filamentos viejos y contracción dependiente de miosina. Sin 
embargo, puesto que el frente de avance tiene un impedimento físico para desplazarse, es la 
red entera de actina la que retrocede hacia el cuerpo celular, empujada por miosinas (Figura 
16-92). Por lo general, el grado de adhesión de la mayoría de las células se encuentra entre 
estos dos extremos, y la mayoría de lamelipodios presentan algún tipo de combinación de 
protuberancias de filamentos de actina en avance (como los queratinocitos) o fujos reversos 
de actina (como las neuronas de Aplysia). 

Como los lamelipodios, los Blopodios o los pseudópodos se desplazan sobre un sustra- 
to y pueden generar nuevos lugares de unión en el frente de avance que permanecen esta- 
cionarios hasta que la célula se desplaza, manteniéndose incluso hasta que el extremo 
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Figura 16-92 Movimiento de la parte 
posterior de la red de actina de un cono 

en crecimiento en un lametipodio. 

(A) Se ha cultivado un cono en crecimiento 
de una neurona del alga de mar Aplysia 
sobre un sustrato altamente adhesivo 

y se ha observado mediante microscopía 

de contraste diferencial interferencial. 

Los microtúbulos y los orgánulos 
membranosos se encuentran en el área 
posterior, brillante, del cono en crecimiento 
(izquierda), mientras que la red de filamentos 
de actina está en el lamelipodio (derecha). 
(B) Tras un corto tratamiento con citocalasina, 
que se une a los extremos más de los 
filamentos de actina (véase Tabla 16-2, 

p. 988), la red de actina se separa del frente 
de avance y la célula. es empujada hacía atrás, 
(O) En el momento mostrado en B, la célula 
ha sido fijada y marcada con faloidina ligada 
a rodamina para mostrar la distribución de 
los filamentos de actina. Puede observarse 
que en el frente de avance existen algunos 
filamentos de actína, mientras que en la 
región de detrás del extremo en avance del 
cono en crecimiento tratado con citocalasina 
está por completo desprovista de ellos. 
Obsérvese la banda puntiaguda del 
movimiento retrógrado de la red de actina, 
(D) La compleja estructura química 

de la citocalasina B. (A-C, por cortesía 

de Paul Forscher.) 


Figura 16-93 Lamelipodios y microespinas 
del extremo anterior de un fibroblasto 
humano en cultivo que está migrando. 
La flecha en esta electromicrografía de 
barrido indica ta dirección que sigue el 
desplazamiento de la célula. A rnedida 
que la célula avanza, los lamelipodios 
pierden su unión al sustrato y se enrollan 
sobre la superficie dorsal: un movimiento 
conocido corno “rizado”, [Por cortesía 

de Julian Heath) 
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posterior se fija a ellos. Cuando los lemelipodios dejan de estar adheridos al sustrato, se si- 
hían en la superficie dorsal de la célula y son transportados hacia atrás como un “rizo” 
(Figura 16-93). 

Los lugares de adhesión establecidos en el frente de avance actúan de puntos de ancla- 
je, que permiten a las células generar tracción con el sustrato y empujar el cuerpo celular 
hacía adelante. Parece que las fuerzas de tracción se generan mediante proteínas motoras tipo 
miosina, en especial miosina IL En muchas células en movimiento, la miosina ll está muy con- 
centrada en la parte posterior de la célula donde puede contribuir a empujar el cuerpo celular 
hacia adelante, igual que la pasta de dientes saliendo del tubo de dentífrico (Figura 16-94; vé- 
ase también Figura 16-91). La ameba Dictyostelium que no tiene miosina l es capaz de emitir 
pseudópodos a velocidades normales, pero la translocación de su cuerpo celular es mucho 
más lenta que en las amebas normales, lo cual indica la importancia de la contracción de la 
miosina H en esta parte del ciclo del movimiento. Además de contribuir a empujar el cuerpo de 
la céhila hacia adelante, la contracción del córtex rico en actina en la parte posterior de la cé- 
lula también puede debilitar selectivamente las interacciones adhesivas más viejas que man- 
tienen unida la parte posterior. La miosina 1 puede transportar componentes del cuerpo 
celular hacia adelante sobre un haz de filamentos de actina polarizados. 

Las fuerzas de tracción generadas por las células móviles realizan un empuje significa- 
tivo sobre el sustrato (Figura 16-95). En un animal vivo, la ¡mayoría de las células se arrastran 
sobre un sustrato semniflexible fabricado de matriz extracelular, que puede ser deformado y 
reorganizado por estas fuerzas celulares. En cultivo, el desplazamiento de los fibroblastos a 
través de un gel de fibras de colágeno, alinea el colágeno, generando una matriz extracelular 
organizada que a su vez afecta la forma y el sentido del desplazamiento de los Bibroblastos en 
su interior (Figura 16-96). Por el contrario, la tensión mecánica o el estiramiento aplicados 
de forma externa a la célula provocarán el ensamblaje de fibras de estrés y adhesiones foca- 
les, haciendo que sea más contráctil. Aunque todavía no se comprende completamente, es- 
ta doble interacción mecánica entre las células y su entorno fÁsico puede ser la forma 
primitiva en que se organizan los tejidos de los vertebrados. 


Los miembros de la familia de proteínas Rho inducen 
reorganizaciones importantes del citoesqueleto de actina 


La migración celular es un ejemplo de un proceso que necesita comunicación y coordina- 
ción de larga distancia entre los dos extremos celulares. Durante la migración dingida es im- 
portante que el frente de avance de la célula sea estructural y funcionalmente distinto que el 
extremo posterior. Adernás de dirigir los procesos mecánicos locales como las protube- 
rancias en el frente de avance y las retracciones en el extremo posterior, el citoesqueleto es el 
responsable de coordinar la forma celular, la organización y las propiedades mecánicas, des- 
de un extremo al otro de la célula, una distancia que es típicamente de decenas de micras 
para las células animales. En muchos casos, incluidos aunque no limitados a la migración 
celular, las grandes coordinaciones del citoesqueleto permiten establecer la polaridad celular, 
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Figura 16-24 Localización de miosina l 

y miosina li durante el desplazarniento 

de la ameba Dictyostelium. En el momento 
de fijar esta célula, se estaba arrastrando 
hacia la pare superior derecha de la imagen. 
Se ha marcado con anticuerpos especificos 
contra las dos isoformas de rniosina, 

La miosina i (verde) está restringida 
principalmente en el frente de avance del 
pseudópodo, en el frente celular. En cambio, 
la miosina il [rojo) es más elevada en el córtex 
posteñor rico en actina, La contracción del 
córtex enla parte posterior de la célula 
mediada por la miosina li puede ayudar a 
empuiar el cuerpo celular hacia adelante. 
(Cortesía de Yoshio Fukaij). 


Figura 16-95 Las células adhesivas ejercen 
fuerzas de tracción sobre el sustrato, Estos 
fibroblastos han sído cultivados sobre una 
lárnina muy fina de silicona. La adhesión 
seguida de la contracción del ditoesqueleto 
ha provocado la formación de arrugas en el 
sustrato. (De AL. Harris, P. Vid y D. 5Stopak, 
Sdence 2089 77-479, 1980, Cop la 
autodzadón de ARAS) 
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Figura 16-96 Forma de la matriz extracelular durante el empuje celular. Esta 
micrografía muestra una región situada entre dos zonas del corazón embrionaño 
del pollo (explantes de tejido ricos en fibroblastos y celulas musculares cardiacas) 
que crecieron en cultivo en un gel de colágeno durante 4 días, Entre ambos 
explantes se ha formado un conjunto de fibras densas de colágeno alineadas, 
resultado del desplazamiento de los fibroblastos por la matriz. (De D. Stopak y 
AK_ Harris, Dev. Biol. 90:383-398, 1982. Con la autorización de Academic Press.) 


según la cual una célula construye estructuras diferentes con componentes moleculares 
distintos en el frente respecto al extremo posterior o en la parte apical respecto a la parte 
basal. El movimiento celular necesita una polarización inicial de la célula en un sentido de- 
terminado. El control de la polarización celular también es necesario para las divisiones ce- 
lulares orientadas en los tejidos y para la formación de una estructura multicelular 
organizada y coherente. Estudios genéticos en levaduras, moscas y gusanos han proporcio- 
nado la mayor parte de la información de que se dispone actualmente sobre las bases mole- 
culares de la polaridad celular. Los mecanismos que generan la polaridad celular en los 
vertebrados están siendo ahora explorados. Sin embargo, en todos los casos conocidos, el 
citoesqueleto desernpeña un papel central y la mayoría de los componentes moleculares se 
han conservados a lo largo de la evolución. 

Para el citoesqueleto de actina, diversos receptores de la superficie celular provocan 
reorganizaciones estructurales globales en respuesta a señales externas. Pero parece que es- 
tas señales convergen en el interior de la célula en un grupo de GTPasas íntimamente rela- 
cionadas que pertenecen a la familia de proteínas Rho: Cdc42, Rac y Rho. Parece que esta 
misma familia de Rho también está implicada en el establecimiento de la mayoría de tipos de 
polaridad celular. 

Aligual que otros miembros de la superfamilia de Ras, estas proteínas Rho actúan como 
interruptores moleculares que controlan los procesos celulares ciclando entre un estado ac- 
tivo unido a GTP a un estado inactivo unido a GDP (véase Figura 3-71). La activación de 
Cádc42 en la membrana plasmática comporta la polimerización de la actina y su ensamblaje 
formando filopodios o protuberancias celulares cortas llamadas rnicroespinas. La activación 
de Rac induce la polimerización de la actina en la periferia celular e implica la formación de 
extensiones de lamelipodios en forma de sábana y rizos de membrana, que son protuberan- 
cias ricas en actina en la superficie dorsal de la célula (véase Figura 16-93). La activación de 
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Figura 16-97 Efectos drásticos de Rac, Rha 
y Cdc42 sobre la organización de la actina 
en fibroblastos. En todos los casos, los 
filamentos de actina han sido marcados con 
faloidina fluorescente. (4) Fibroblastos en 
ausencia de suero, que presentan filamentos 
de actina sobre todo en el córtex y 
relativamente pocas fibras de estrés. 

(8) La microinyección de una proteína Rho, 
constitutivamente activada, provoca un 
ensamblaje rápido de muchas fibras de 
estrés, (() La microinyección de una proteína 
Sac activada constitutivamente, muy 
relacionada con la GTPasa monomérica, 
provoca la forrnación de un lamelipodio 
enorme que se extiende por toda la 
circunferencia de la célula. (D) En cambio, la 
microinyección de una proteína Cdc42, otro 
rmúembro de la familia de Rho, provoca la 
protuberancia de muchos filopodios largos 
en la periferia celular. Los diferentes efectos 
globales de las tres GTPasas sobre la 
organización del citoesqueleto de actina 
están mediados por la acción de docenas de 
otras rmoléculas proteicas reguladas por estas 
GTPasas. Muchas de estas proteínas diana 
incluyen algunas de las diversas proteínas 
asociadas a la actina descritas en este 
capitudo. (De A, Hall, Science 279:509-514, 
1998. Con la autorización de AÁAS.) 
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Rho induce el ensamblaje de fibras de actina y de lamentos de miosina Il en las fibras de es- 
trés y la clusterización de las integrinas y de proteínas asociadas formando los contactos fo- 
cales (Figura 16-97). Estos cambios estructurales dramáticos y complejos se suceden 
debido a que cada uno de estos tres interniptores moleculares tiene numerosas proteínas 
diana que afectan la dinámica y la organización de la actina. 

Algunas dianas clave de Cdc42 activado son miembros de la familia de proteínas WASp. 
Pacientes humanos deficientes en WASp sufren el síndrome de Wiskott-Aldnech, una inru- 
nodeficiencia grave en la que las células del sistema inmune tienen un movimiento anor- 
mal dependiente de actina y las plaquetas no pueden formarse de forma adecuada. Aunque 
WASp sólo se expresa en las células de la sangre y del sisterna inmune, otros miembros de la 
familía tienen una expresión más ubicua que permite a Cde42 activado incrementar la poli- 
merización de actina. Las proteínas WASp pueden existir en una conformación plegada 
inactiva y una conformación abierta activa. La asociación de GTP a Cdc42 estabiliza la forma 
abierta de WASp, permitiéndole su unión al complejo ARP y aumentando considerablemen- 
te la actividad nucleadora de actina de este complejo (véase Figura 16-34), De esta forma, la 
activación de Cdc42 aumenta la nucleación de actina. 

Rac-GTP también activa a los miembros de la familia de WASp y así induce la actividad 
de unión de la proteína formadora de geles filamina, inhibe la actividad contráctil de la pro- 
teína motora miosina II, estabiliza los lamelipodios e inhibe la formación de las fibras de es- 
trés contráctiles (Figura 16-984). 

La proteína Rho-GTP tiene un conjunto muy diverso de dianas. En vez de activar al 
complejo ARP para formar redes de actina, Rho-GTP puede activar las forrainas para cons- 
truir haces paralelos de actina. Al mismo tiempo, Rho-GTP activa una proteína quinasa que 
indirectamente inhibe la actividad de cofilina, conduciendo a la estabilización de los fila- 
mentos de actina. La misma proteína quinasa inhibe una fosfatasa que actúa sobre las ca- 
denas ligeras de miosina (véase Figura 16-72). El consiguiente incremento de la cantidad 
neta de fosforilación de la cadena ligera de miosina aumenta la cantidad de miosina con- 
tráctil e induce la formación de estricturas dependientes de tensión tales como las fibras de 
estrés (Figura 16-98B). 

En algunos tipos celulares, Rac-GTP activa Rho, habitualmente con una cinética mu- 
cho más lenta que la activación del complejo ARP por Rac. Esto le permite ala célula utilizar 
la vía de Rac para construir nuevas estructuras de actina que activa de forma secuencial la 
vía de Rho induciendo contractibilidad que permite incrementar la tensión en esta estruc- 
tura, Este proceso se produce, por ejemplo, durante la formación y maduración de los con- 
tactos célula-célula. Como exploraremos con más detalle más adelante, la comunicación 
entre las vías de Rac y de Rho también facilita el mantenimiento de las grandes diferencias 
que existen entre el frente celular y el extremo posterior de la célula durante la migración. 
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Figura 16-98 Los efectos contradictorios 
de la activación de Rac y Rho en la 
organización de actina, (A) La activación 

de la pequeña GTPasa Rac comporta la 
nucleación de actina por el complejo ARP y 
otras alteraciones en proteinas accesorías de 
la actina que favorecen la formación de redes 
de actina, como los lamelipodios. Otras 

vías diferentes contribuyen de manera 
independiente. Rac-GTP activa miembros de 
la familia de proteínas WASp, que a su vez 
activan la nucleación de actína y la formación 
de redes rernificadas por el complejo ARP, En 
uma vía paralela, Rac-GTP activa una proteína 
quinasa, PAK, que tiene distintas dianas que 
incluyen la proteína entrecruzadora y 
formadora de redes filamina, que se activa 
mediante fosforilación, y la quinasa de la 
cadena ligera de la miosina (MLCK), que se 
inhíbe mediante fosforilación. La disminución 
en la fosforilación de la cadena ligera 
reguladora de la miosina comporta el 
desensambiaje del filamento de miosina ll 

y una disminución de la actividad contráctil. 
En algunas células, PAK inhibe también de 
forma directa la actividad de la mínsina 
mediante fosforilación de la cadena pesada 
de la miosina (MHO), Otro conjunto de vías 
por debajo de la activación de Rac están 
mediadas por señales lipídicas tipo 
fosfatiditinositol. La formación local de PIP 
[P(4,5)P2] contibuye a la reducción de la 
actividad de la proteína formadora de 
casquetes y ayuda ala polimerización de 
actina. La activación de la PI 3-quinasa 

que produce PIP a partir de PIP, implica 
una posterior activación del propio Rac; 

este fenómeno genera un ciclo de 
retroalimentación positivo. 

(B) La activación de la GTPasa relacionada 
Rho supohe la nucleación de los filamentos 
de actina mediados por las forminas y 
aumenta la contracción por miosina ll, 
promoviendo la formación de haces 
contrácules de actina tales como las filoras de 
estrés. La activación de la miosina dl mediada 
por Rho necesita una proteína quinasa 
dependiente de Rho, llamada Rock Esta 
quinasa inhibe a la fosfatasa que libera los 
grupos fosfato activados de las cadenas 
ligeras dela rriosina Y MLO); puede fosforilar 
directamente a las cadenas ligeras de miosina 
en algunos tipos cejulares, Rock también 
activa a otras proteínas quinasa corno por 
ejemplo la LIM quinasa, que a su vez 
contribuye a la formación de los haces 
estables de actina contráctil mediante 
inhibición de la cofilina, el factor 
despolimenzador de acti ra formar 
el anillo contráctl necesario durante la 
ckocinesis es imporante una vía de 
señalización similar (véase Figura 17-52), 
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Algunas señales extracelulares pueden activar 
a los tres miembros de la familia de proteínas Rho 


La activación de las GTPasas monoméricas Rho, Rac y Cdc42 se produce por un intercambio 
entre un GTP y una molécula de GDP fuerternente unida, catalizado por un factor intercarn- 
biador de nucleótidos de guanina (GEF: guanidine exchange factor). De los 85 GEF identifi- 
cados en el genoma humano algunos son específicos para un miembro concreto de la 
familia de Rho, mientras que parece que otros acnían sobre los tres miembros de la familia. 
El número de GEF supera al número de GTPasas de Rho puesto que algunos GEF están res- 
tringidos a tejidos específicos, incluso tienen localizaciones subcelulares concretas, y 501 
sensibles a distintos tipos de señales reguladoras. Diversos receptores de la superficie celu- 
lar activan a los GEF Un ejemplo es el receptor tirosina quinasa de Eph implicado en el cre- 
cimiento neural que se describe con detalle en el Capítulo 15. Sorprendentemente, algunos 
miembros de la familia de GEF de Rho se asocian con los extremos de los microtúbulos en 
crecimiento uniéndose a uno de los +TI2 Esto proporciona tina conexión entre la dinámica 
del citoesqueleto de microtúbulos y la gran organización del citoesqueleto de actina, impor- 
tante para la integración total de la forma y el movimiento celular. 

Las GTPasas de la familia de Rho también son los determinantes primarios de la polari- 
dad celular en la levadura. Los análisis en este campo han aumentado nuestra comprensión 
de los mecanismos generales implicados. Durante los periodos de falta de alimento, las le- 
vaduras, igual que muchos otros organismos unicelulares, producen esporas. Sin embargo la 
espondación puede producirse sólo en las células de levadura diploides mientras que la pro- 
liferación es exclusiva de los organismos haploides. Un individuo haploide tiene que locali- 
zar auna pareja de apareamiento opuesto y aparearse con él antes de la esporulación. Las 
células de levadura son incapaces de nadar y tampoco llegan a sus parejas mediante creci- 
miento polarizado. La forma haploide de la levadura dispone de dos tipos de apareamiento, 
a y a, que secretan factores de apareamiento conocidos como factor a y factor o respectiva- 
mente. Estas moléculas señalizadoras se unen a receptores de la superficie celular que per- 
tenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G (deseñtos en el Capítulo 15). 
Una consecuencia de la unión del factor oa su receptor es la polarización de la célula recep- 
tora que adopra una forraa que se conoce como “shmoo” (Figura 16-99). En presencia de un 
gradiente de factor o, el extrerno a de la célula smoo se dirige hacia la concentración más 
alta de la molécula señalizadora y esto, bajo circunstancias normales, la conducirá hacia una 
amorosa célula a situada en un hugar próximo. 

Este crecimiento celular polarizado requiere una alineación del citoesqueleto de actina 
como respuesta a la señal del factor de apareamiento. Cuando la señal se une a su receptor, el 
receptor activa a Cdc42, que a su vez induce el ensamblaje de los filamentos de actina en un ha- 
gar próximo a la fuente de la señal. La activación local de Cdc42 se incrementa después me- 
diante un anillo de retroalimentación posifivo, que necesita de un transporte dependiente de 
actina para Cdc42 y para sus GEE a lo largo de las estructuras de actina ensambladas de nuevo 
hacia los lugares de la señal, Por consiguiente, los cables de actina se ensamblan apuntando 
hacia el lugar de acarnulación de Cdc42 debido a la activación de otro miembro de la farnilia 
de Rho que a su vez estimula a la formmina de la levadura. Los cables de actína actúan de vías 
para el transporte dirigido y la exocitosis del material de pared de la nueva célula, induciendo 
el crecimiento polarizado del extremo denominado shanoo (Figura 16-100). 

Las células de levadura haploides utilizan la misma maquinaria de polarización durante 
el crecimiento vegetativo. Para formar la yema que crecerá hasta convertirse en una célula 
hija, la levadura tiene que dirigir su mernbrana plasmática de nueva síntesis y el material 
para la pared celular hasta ina localización concreta. Igual que en la forrnación de shmoo, 
este proceso requiere un citoesqueleto con una determinada polaridad y con la mayoría de 
parches de actina en la yema en crecimiento y los cables de actina orientados a lo largo del 
eje de la yema. En las células haploides, se construye un nuevo lugar de gernación siempre: 
adyacente al lagar de gernación previo. En este caso, las orjentaciones espaciales que es- 
tablecen la polaridad del citoesqueleto son intrínsecas a la célbida, dejada previamente por 
otras rondas de división celular. Cdc42 está de nuevo implicado enla transducción de la señal 
desde el sitio de gemación hasta el citoesqueleto y la mayoría de proteínas implicadas en las 
vías, tanto por arriba como por abajo, se han identificado mediante experimentos genéticos. 
Después de su identificación enlas levaduras, se han encontrado homólogos de la mayoría de 
ellas en otros organismos, donde a menudo están implicados en el establecimiento de la po- 
laridad celular. 


las células de levadura como respuesta al 


Figura 16-99 Polarización morfológica de 


factor de apareamiento. (A) Normalmente 
las células de Saccharomyces cerevisiae on 
esféricas, (B) $e polarizan cuando se tratan 
conan factor de apareamiento, Las células 
polarizadas se llaman "shmoos” (0) El Shrnoo 
original, famoso personaje de cómic de 

Al Capp. ÍA y B, cortesía de Michael Synder: 
C, 0 3948 Capo Enterprises, Inc, usado bajo 
autorización.) 
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Señales externas pueden dictar la dirección de la migración celular 


La quimiotaxís se define como un desplazamiento celular en un sentido, controlado por un 
gradiente de una sustancia química que difunde. Este es un caso particularmente interesan- 
te en el que diferentes señales externas activan las proteínas de la familia de Rho para esta- 
blecer una gran polaridad celular que va a influenciar la organización del sistema necesario 
para la motilidad celular. Un ejemplo muy bien estudiado es el desplazamiento quimiotác- 
tico de un tipo de células sanguíneas, lamadas neutrófilos, hacia una fuente de infección 
bacteriana. Unas proteínas receptoras situadas en su superficie permite alos neutrófilos de- 
tectar concentraciones muy bajas de péptidos N-formilados, derivados de las proteínas bac- 
terianas (sólo los procariotas empiezan la síntesis proteica con una N-formilmetionina). 
Usando estos receptores, los neutrófilos son guiados hacia las dianas bacterianas gracias a su 
capacidad para detectar diferencias de concentraciones de sólo un 1% de estos pépudos di- 
fusibles, entre un lado de la célula y el otro (Figura 16-101). 

Tanto en este caso como en el similar de la quimiotaxis de la ameba Dictyostelium hacia 
una fuente de AMP cíclico, se produce una polimerización local de actina cerca de los re- 
ceptores alos que se ha unido su ligando. Esta polimerización de actina depende de GTPasas 
de la familia Rho, que ya hernos descrito. Como en la levadura “"shmoo” (véase Figura 16-99), 
la célula responde extendiendo una protuberancia hacia la señal. Para las células quirnio- 
tácticas, la unión del ligando a su receptor acoplado a una proteína G activa la fosfatidilino- 
sitol 3-quinasa (PI3K: phosphatidilinositol 3 kinase), que genera una moléculas señalizadora 
de base lipídica (PL(3,4,5)P3), que a su vez activa la GTPasa de Rac. Entonces Rac activa el 
complejo ARP y se produce la formación de lamelipodios (véase Figura 16-98). A través de 
un mecanismo desconocido, la acumulación de una red de actina polarizada en el frente de 
avance puede provocar un incremento de la actividad de PI3K produciéndose un anillo de 
retroalimentación positivo que comporta la formación de más protuberancias. El P1(3,4,5)P3 
que activa Rac no puede difundir muy lejos de su lugar de síntesis puesto que es transfor- 
mado con rapidez en PIP, por una fosfatasa de lípidos constitutivamente activa. Al mismo 


Figura 16-101 Polarización y quimiotaxis de los neutrófilos. <GTCG><TGTA> El extrerno 
Je ha pipeta, a la derecha de la imagen, está liberando una pegueña cantidad del péptido 


formil-Met-Leu-Phe. Sólo las proteinas bacterianas presentan residuos de metionina formila- 
dos, de forma que los neutrófilos humanos reconocen estos péptidos como el producto de 
un invasor (se describe en el Capítulo 24). El neutrófilo extiende rápidamente un nuevo ta- 
rnelipodio hacia la fuente de péptido (superor). Entonces extiende este lamelipodio y polari- 
za su citoesqueleto de forma que la miosina Y contráctil se localiza en la parte posterior, en 
sentido opuesto al lugar del lamelipodio (medio). Por último, la célula se arrastra hacia la 
fuente de este péptido (inferior). Si en lugar de la pipeta, la fuente del péptido fuese una bac- 
teñía real, el neutrófilo la fagocitaría y la destruirla véase también la Figura 164). (De O.D. 
Weiner et al, Nat. Cell Biol 1:75-81, 1999. Con la autorización de Macmillan Publishers Ltd) 
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Figura 16-100 Vía de señalización del 
factor de respuesta de apareamiento en 

la levadura. El factor de apareamiento 
extracelular se une a un receptor ligado a 
proteina G enla membrana plasmática. 

La activación del receptor comporta la 
disociación de la subunidad Garunida a GTP 
de la proteína G heterotrimérica (tratado 

en el Capítulo 15). Este hecho, a su vez, activa 
la proteína Cdc42 de la familia de proteinas 
unidas a GTP Rho. Como en las células de 
mamífero, Cdc42 activa una proteína WASp 
que activa el complejo ARP, que permite 

la nucleación local de actina en el lugar 

de unión del factor de apareamiento. 

La nucleación local de actina y el 
crecimiento del filamento generan 

un ciclo de retroalimentación positiva 

en el cual la actividad de Cdc42 aumenta de 
forma progresiva. Esto implica la activación 
de Rho y formina y finalmente la formación 
de cables de actina, un crecimiento 
polarizado y, la adquisición, de la forma 
shmoo. Además, la activación del receptor 
comporta otras respuestas a través de la 
cascada de MAP-quinasas (descrito en el 
Capítulo 15), preparando a la célula haploide 
para el apareamiento (no se muestra). 
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tiempo, la unión del ligando quimiotáctico a su receptor activa otra vía señalizadora que im- 
plica a Rho e incrementa la contractibilidad basada en actina. Los dos procesos se inhiben 
mutuamente y el resultado es que la activación de Rac domina en el frente de la célula mien- 
tras que la activación de Rho domina en la parte posterior (Figura 16-102). Este mecanismo 
permite a la célula mantener su polaridad funcional con protuberancias en el frente de 
avance y contracciones en la parte posterior, 

La dirección de la migración celular también puede estar influenciada por sustancias 
químicas no difusibles unidas a la matriz extracelular o a la superficie de las células. La acti- 
vación de receptores por estas señales puede provocar, además de una polimerización diri- 
gida de actina, un incremento de la adhesión celular. La mayoría de los desplazamientos 
largos de las células animales, incluyendo la migración de las células de la cresta neural y los 
movimientos de los conos neuronales, dependen de una combinación de señales difusibles 
y no difusibles, que transportan a las células móviles o a los conos en crecimiento hacia los 
hagares apropiados de destino (véase Figura 15-62). 


La comunicación entre el citoesqueleto de microtúbulos y el 
de actina coordina la polarización y el movimiento de las células 


Para colaborar en la organización de un desplazamiento persistente en una dirección deter- 
minada, las células utilizan sus microtúbulos junto con sus filamentos de actina. En muchas 
células móviles, la posición del centrosoma está influida por la localización de la polimeri- 
zación protuberante de actina, que se encuentra en la parte posterior del núcleo. El meca- 
nismo de reorientación del centrosoma no está claro, aunque existen evidencias de que 
Cdc42 podría estar implicado. Se cree que la activación de receptores en un extremo de la 
célula podría no sólo estimular allí la polimerización de actina (y por tanto la protuberancia 
local) síno también activar de forma local a las proteínas motoras tipo dineína que despla- 
zarían el centrosoma empujando los microtúbulos. Algunas proteínas efectoras por debajo 
de Rac y Rho modulan de forma directa la dinámica de los microtiíbulos. Por ejemplo, una 
proteína quinasa activada por Rac puede fosforilar y, portanto, inhibir la proteína de unión 
a tubulina, estatraina (véase Panel 16-3, pp. 994-995), desestabilizando los microtúbulos; en 
cambio, la activación de Rho podría estabilizaros. 

A su vez, la dinámica de los microtúbulos influencia las reorganizaciones de actina. El 
centrosoma nuclea un gran número de microtúbulos dinámicos y su cambio de posición in- 
dica que muchos tienen sus extremos más extendiéndose desde el centrosoma hacia la re- 
gión protuberante de la célula. Los extremos más muy dinámicos indirectamente pueden 
modular una adhesión local y activar las GTPasas de tipo Rac que activarán la polimeriza- 
ción de actina en la región protuberante mediante la transferencia de Rac-GEF que se unen 
alos +T1P viajando en los extremos de los microtíbulos en crecimiento. El aumento de la 
concentración de los microtúbulos favorecería posteriores protuberancias, creando 1na re- 
troalimentación positiva que permitiría mantener el desplazamiento en el mismo sentido 
durante un periodo prolongado. Además de este mecanismo, la orientación del centrosoma 
parece reforzar la información de la polaridad que el citoesqueleto de actina recibe del mundo 
e uesta sensible a señales débiles. 

Un mecanismo cooperativo parecido a éste actúa en muchos otros casos de polariza- 


rior y posibilita una r 


ción celular. Un ejemplo en particular interesante es la muerte de células diana determica- 
da par los linfocitos T. Estas células son um cormponente crítico de la respuesta adaptativa 


Figura 16-102 Señalización durante la 
polarización de un neutrófilo. Les bacterias 
que invaden el cuerpo humano secretan 
moléculas que son reconocidas como ajenas 
por el sistema inmune, incluyendo a los 
neutrófilos. La unión de las moléculas 
bacterianas a un receptor acoplado a 
proteína G en la superficie del neutróñilo 
estirmula un movimiento dirigido. Estos 
receptores se han encontrado por toda la 
superficie celular, pero la unión al ligando 
bacteriano se produce más facilmente en 

el frente. Dos vías de señalización distintas 
contribuyen a la polarización celular. En el 
frente de la célula, cerca de la fuente de ta 
señal bacteriana, la estimulación de la vía 

de Rac comporta, mediante la acción de una 
proteína G trimérica, Gi, el crecimiento de 
redes protuberantes de actina. Algunos 
segundos mensajeros de esta vía son de vida 
media corta, de forma que la protuberancia 
está limitada a la región celular próxima al 
estímulo. El mismo receptor estimula 
también una segunda vía señalizadora, a 
través de las proteínas G triméricas G12 y G13 
(señaladas corno G12/13), que conduce a la 
activación de Rho. Las dos vías se excluyen 
mutuamente. Puesto que la protuberancia 
dependiente de Rac es activa en el frente 
celular, Rho se activa sólo en la parte 
posterior, estimulando la contracción del 
extremo posterior celular y favoreciendo el 
movimiento dirigido. Para un ejemplo real de 
la eficiencia de este sistema de señalización, 
véase Figura 164. 
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inmune de los vertebrados a la infección por virus. Las células T, igual que los neutrófilos, 
utilizan un movimiento basado en actina para desplazarse a través de los tejidos del cuerpo 
y encontrar a las células diana infectadas. Cuando una célula T entra en contacto con una cé- 
lula infectada por virus y sus receptores reconocen a los antígenos virales como extraños, la 
misma maquinaria de polarización se activa de forma muy diferente para facilitar la muerte 
de la célula diana. Rac se activa en el lugar del contacto célula-célula, provoca la polime- 
rización de actina en este lugar y genera una región especializada del córtex. Este lugar 
especializado provoca la reorientación del centrosoma, desplazándose junto con sus micro- 
túbulos hacia la zona de contacto entre la célula diana y la célula T (Figura 16-103). Entonces 
los microtúbulos colocan al complejo de Golgi debajo de la zona de contacto, apuntando la 
maquinaria “asesina” hacía la célula diana. El mecanismo de la muerte celular se describe en 
el Capítulo 25 (véase Figura 25-47). 


La compleja especialización morfológica de las neuronas 
depende del citoesqueleto 


El último caso de formas en que las propiedades intrínsecas del citoesqueleto eucariota per- 
miten grandes comportamientos celulares específicos y enormemente complicados son las 
neuronas. En el embrión, las neuronas nacen como células poco importantes, que utilizan 
los filamentos de actína para migrar hacia sus localizaciones específicas. Sin embargo, una 
vez allí, envían hacia el exterior una serie de extensiones celulares largas y especializadas que 
les permitirán recibir señales eléctricas (dendritas) o transmitir estas señales hacia células 
diana (axones). <[ACC> La preciosa y elaborada ramificación morfológica de los axones y de 
las dendritas permite a las neuronas formar redes de señalización altarnente complejas e in- 
teractuar con muchas otras células de forma simultánea y hacen posible el complicado y a 
menudo impredecible comportamiento de los animales superiores. Ambos tipos de exten- 
siones celulares (amados colectivamente neuritas) están repletas de haces de microtúbulos, 
que son críticos tanto para su estructura como para su función. 

En los axones, todos los microtúbulos están orientados en la misma dirección, con sus 
extremos menos apuntando haciala parte posterior del soma celular y sus extremos más di- 
rigidos hacia el terminal axonal (Figura 16-104). Cada microtúbulo no va desde el soma ce- 
hular hasta el axón terminal; por lo general cada uno de ellos no tiene más de unas cuantas 
micras de longitud, pero grandes cantidades de ellos están organizados en haces super- 
puestos. Este conjunto de microtúbulos perfectamente alineados fanciona como una pista 
de transporte para proteínas especificas o para vesículas que contienen proteínas y mBNA 
hacia los axones terminales donde se forman y mantienen las sinapsis. El axón más largo del 
organismo se forma en la base del cordón espinal hacia el extremo del dedo gordo del pie y 
tiene más de un metro de longitud. 

Este largo viaje en este sentido (anterógrado) lo realizan mitocondrias, 140 gran número 
de proteínas específicas empaguetadas en vesículas de transporte y vesículas sinápticas pre- 
cursoras. Son transportadas mediante proteínas motoras de la familia de las dineinas dirigi- 
das hacia los extremos más de los microtábulos, que pueden desplazarlas cerca de un metro 
cada dos 0 tres días. Este transporte es mucho más eficaz que la dibusión, ya que ésta tardaría 


aproximadamente algunas décadas en desplazar una mitocondria a esta distancia. Muchos 


roiernbros de la superfaroilia de las quinesinas contibuyen a este transporte axonal anteró- 


grado, transportando conjuntos espect 
de los microtúbulos. La gran diversidad de proteínas motoras de la facoilia de las quinesinas 


Es 


ficos de orgánulos rodeados de membrana a lo largo 


Figura 16-103 Polarización de una célula Y 
citotóxica tras el reconocimiento de una 
célula diana. (A) Cambios en el citoesqueleto 
de una céluia T citotóxica después de entrar 
en contacto con una célula diana. El 
reconocimiento comporta la aparición 

de señales que causan la polimerización de 
actina en ambas células, en el lugar de 
contacto, En la célula T, las interacciones entre 
las zonas de contacto ricas en actina y los 
microtúbulos procedentes del centrosoma, 
provocan la reorientación del centrosoma, 
de forma que el complejo de Golgi asociada 
se coloca adyacente a la célula diana. 

(8) Micrografía obtenida por 
inmunofluorescencia en la que la célula T 
(superior) y su céluta diana (inferior) han sido 
marcadas con un anticuerpo contra los 
microtúbulos. En la célula T, el centrosoma y 
los microtúbulos que irradian a partir de él 
están orientados hacia el punto de contacto 
de ambas células. Al contrario, en la célula 
diana el haz de microtúbulos no está 
polarizado, (B, reproducida de B, Geiger, 

D. Rosen y G. Berke, J, Cell Biol 

95:137-143, 1982, con la autorización 

de The Rockefeller University Press.) 
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usadas en el transporte axonal sugiere que además del desplazamiento, pueden estar impli- 
cadas en dirigir su carga hacia estructuras específicas cerca del final o a lo largo de la vía y 
también en el desplazamiento de la carga. Simultáneamente, los componentes viejos de los 
axoues vuelven hacia el soma celular para su degradación y reciclaje mediante un transpor- 
te axonal retrógrado. Este transporte se produce a lo largo de los mismos microtúbulos 
orientados y está producido por la dineína citoplasmática, proteína motora que se dirige ha- 
cia los extremos menos. El transporte retrógrado también es crítico para comunicar la pre- 
sencia de señales de crecimiento y supervivencia recibidas en el nervio hacia el núcleo, para 
influenciar la expresión génica, 

Una forma de neuropatía periférica humana, la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, 
está provocada por una mutación puntual en un miembro de la familia de las quinesinas 
Que transporta los precursores de las vesículas sinápticas hacia los axones. Otros tipos de 
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer pueden en parte estar provocadas.por 
interrupciones en el tráfico neuronal; como se indicó anteriormente, el precursor amiloide 


de la proteína APP es parte de un complejo proteico que funciona como receptor para la. 


unión de la quinesina-1 a otras vesículas de transporte axonal. 

La estructura de los axones depende tanto los mieroníbulos axonales como de la con- 
tribución de los otros dos sistemas principales del citoesqueleto: los filamentos de actina y 
los filamentos intermedios. Los filamentos de actina rodean el córtex del axón, justo debájo 
de la mernbrana plasmática. Las proteínas motoras basadas en actina como la miosina V 
también son abundantes en los axones, quizás para ayudar a desplazar los materiales, aun- 
que se desconoce cuáj es su función exacta. Los neurofilamentos, filamentos intermedios 
especializados de las células nerviosas, proporcionan el soporte estructural más importante 
de los axones, Una rotura de la esvuctura delos neurofilamentos o del entrecruzamiento de 
las proteínas, que unen los neuroflamentos a los microníbulos y a los lamentos de actina 
distribuidos a lo largo del axón, puede provocar una desorganización axonal y finalmente 
una degeneración axonal. 

La construcción de la elaborada arquitectura ramificada de las neuronas durante el de- 
sarrollo embrionario necesita del movimiento basado en actina. Como ya se señalo, los ex- 
tremos de los axones en crecimiento y las dendritas se extienden a través dean cono de 
crecimiento, una estructura móvil especializada rica en actina (Figura 16-105). La mayoría 
de conos de crecimiento neuronales producen flopodios y algunos también lamelipodios. 
La formación y estabilización de los Mlopodios del cono de crecimiento es muy sensible a 
las variaciones arnbientales. Algunas células secretan proteínas solubles, corno por ejemplo 
la netrína, para atraer o repeler a los conos de crecimiento. Esto modula la estnactura y mo- 
vilidad del cono en crecimiento alterando el balance entre la actividad de Rac y la de Rho en 
el frente de avance (véase Figura 15-62). Aderoás existen marcadores que los guían a lo lar- 
go del camino, adheridos a la matriz extracelular o a la superficie de las células, Cuando los 
filopodios encuentran estos “puestos guía” en su exploración, rápidamente forman contac- 
tos adhesivos. $e cree que un colapso dependiente de Iniosina de la red de actina en la parte 
no estabilizada del cono de crecimiento provoca que el axón en desarrollo efectúe un giro 
hacia el puesto guía. 

Así pues, una combinación compleja 


de señales positivas y negativas, tanto solubles co- 
“mo insolubles, guían el cono de í ñ 


ecimiento hacia su destino fia 


“Y al. Los núecrotúbmulos reluer- 


Figura 16-104 Organización de los 
microtúbutos en fibroblastos y neuronas. 
(A) Enun fibroblasto, fos microtúbulos 
irradian del centrosorma, sítuado en el centro 
de la célula. Las vesículas con los extremos 
más asociados a la quinesina se mueven 
hacía el exterior, mientras que las vesículas 
con los extrernos menos asociados a dineína 
se desplazan hacía el interior. (B) En una 
neurona la organización de los microtúbulos 
es más compleja. En el axón, todos los 
microtúbulos tenen la misma polaridad, 
con los extremos más apuntando hacia el 
exterior del axón, Ningún microtúbulo cubre 
la longitud entera del axón; de hecho, las 
vías para el rápido transporte axonal están 
constituidas por pequeños segmentos 
superpuestos de microtúbulos paralelos. 

En las dendritas, los raicrotúbulos tienen 
polaridades mezcladas, de forma que 
algunos extremos más apuntan al exterior 

y otros hacia el interior. 
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zan las decisiones direccionales tomadas por las estructuras ricas en actina en el frente de 
avance del cono de crecimiento. Los microtúbulos de los haces paralelos del axón, justo de- 
trás del cono de crecimiento, están creciendo constantemente hacia el interior del cono y 
acortándose en la parte posterior por inestabilidad dinámica. Las señales adhesivas que sirven 
de guía están relacionadas con los extremos dinámicos de los microníbulos, de forma que 
los microtúbulos que crecen en la dirección correcta están estabilizados contra su desen- 
samblaje. De esta forma, detrás del cono queda un axón rico en microtúbulos, que marca el 
camino por donde ha viajado dicho cono de crecimiento. 

Por lo general, las dendritas son proyecciones más cortas que los axones y reciben se- 
ñales sinápticas en lugar de haberse especializado en enviarlas como los axones. Todos los 
microtúbulos en las dendritas están dispuestos en paralelo wuios con otros, y con sus polari- 
dades mezcladas, de forma que algunos tienen sus extremos más apuntando hacia los 
extremos de las dendritas, mientras los de otros apuntan hacia el cuerpo celular. De todas 
formas, las dendritas también se forman como resultado de la actividad de un cono de 
crecimiento. Así pues, el crecimiento de los conos en los extremos tanto de axones como de 
dendritas crea la morfología compleja y altamente individualizada de cada tipo de célula 
neuronal madura (Figura 16-106). 

Aunque las neuronas del sistema nervioso central son células de vida larga, esto no sig- 
nifica que sean estáticas. Las sinapsis se forman constantemente, aumentan, disminuyen y 
son eliminadas mientras el cerebro aprende, evalúa y olvida. Imágenes de alta resolución de 
la estructura de las neuronas del cerebro han revelado que la morfología neuronal sufre 
reordenaciones constantes mientras se forman y rompen las sinapsis (Figura 16-107). Se 
cree que estas reorganizaciones dependientes de actína son críticas en el aprendizaje y en la 
memoria de larga duración, De esta forma, el citoesqueleto proporciona la máquina para 
la construcción de todo el sistenía nervioso y de las estructuras de soporte que refuerzan, es- 
tabilizan y mantienen sus cormponentes, 
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Figura 16-105 Crecimiento de los conos 
neurales. <AAGA> (A) Electromicrografía 
obtenida con el microscopio electrónico de 
barrido de dos conos en crecimiento en el 
extremo de una neurita, procedente de una 
neurona simpática de pollo mantenida en 
cultivo, En este caso, previamente, un cono 
sencillo en crecimiento ha sido fragmentado 
en dos mitades. Obsérvese la gran cantidad 
de filopodios existentes y el gran lamelipodio. 
La forma tirante de la neurita es debida a 

la tensión generada por el desplazamiento 
anterógrado de los conos de crecimiento 
que son los que a menudo fijan los puntos 
de adhesión del axón con el sustrato. 

(B) Electromicrografía obtenida con el 
microscopio electrónico de barrido de 

un cono en crecimiento de una neurona 
sensorial arrastrándose por la superficie 
interna de la epidermis de un renacuajo de 
Xenopus. (A, de D. Bray, en Cell Bahaviour [R. 
Bellairs, A, Curtis y G. Dunn, eds]. Cambridge, 
UK: Cambridge University Press, 1982; B, de 
A. Roberts, Brain Res. 118:526-530, 1976. Con 
la autorización de Elsevier.) 


Figura 16-106 La compleja arquitectura 

de una neurona de un vertebrado, Esta 
neurona procede de la retina de un mono, 
Las flechas indican el sentido en el que viajan 


- las señales eléctricas a lo largo del axón. > 


En el cuerpo hurnano, las neuronas más 
largas y más grandes se extienden hasta 
distancias de cerca de 1 m (1 millón de um), 
desde la base de la cuerda espinal hasta la 
punta del dedo gordo del pie, y tienen 
axones de un diámetro de 35 juro, (Adaptado 
de BB. Boycotí en Essays on the Nervoss 
System TR. Bellalrs y EG. Gray, eds. 

Odord, UK Clarendon Press, 1974) 
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tiempo en minutos 


Resumen 


Dos tipos de estructuras especializadas diferentes en las células eucariotas están formadas por haces 
de proteínas motoras muy ordenadas que se desplazan a lo larga de las vías de filamentos estabi- 
lizados. El sistema miosina-actina de los sarcómeros permite la contracción de diversos tipos de 
músculos, incluyendo el esquelético, el liso y el misculo cardíaco. El sistema microtábulos-dineína 
del axonema permite el batido de los cilios y las ondulaciones de los flagelos. 

Los movimientos globales, las formas a gran escala y la estrisctura de las células necesitan de la 
actividad coordinada de los tres tipos de filamentos básicos y de la actividad de una gran variedad 
de proteínas accesorias del citoesqueleto, incluyendo las proteínas motoras. Durante la división 
celular, las funciones del huso mitrótico formado por microtúbulos necesitan de una cooperación 
temporal y espacial entre los filamentos dinámicos del citoesqueleto, proteínas motoras activas mo- 
¡ecularmente y una gran variedad de factores accesorios. El desplazamiento de las células -un com- 
portamiento muy extendido e importante en el desarrollo embrionario, en la cicatrización de 
heridas, en el mantenimiento de los tejidos y en el funcionamiento del sistema inmune en los ani- 
males adulios- es otro ejemplo de las acciones coordinadas y complejas del citoesqueleto, Para que 
una célula se desplace, debe generar y mantener na polaridad estructural general, que está in- 
fluenciada por señales externas. Además, la célicla tiene que coordinar protuberancias en el frente de 
avance (ensamblando nuevos filamentos de actina), adhesión en la parte nueva de unión de la 
célula con el sustrato, tracción mediante motores moleculares para retraer el corpúsculo celular y 
desensamblaje de los contactos célula-sustrato ya establecidos. 

Células complejas como las neuronas, necesitan del ensamblaje coordinado de microtúbulos, 
neurofilamentos (filamentos intermedios neuronales) y filamentos de actina, así como de la acción 
de docenas de motores moleculares altamente especializados para transportar bos componentes sub- 
celulares a sus lugares de destino. 


Figura 16-107 Cambios rápidos en la - 
estructura de las dendritas en el cerebro 
de un ratón vivo, (A) Imagen de neuránas 
corticales en un ratón transgénico qué ha 
sido generado para expresar la protefría 
fluorescente verde en un pegueño número 
de sus células cerebrales. $e pueden 
observar cambios en estas neuronas z 

y en sus proyecciones durante meses * 
usando microscopios fluorescentes de alta 
sensibilidad. Para estas observaciones, el 
ratón debe ser sometido a una operación 
quirúrgica que introduce una pequeña 
ventana transparente a través de su cráneo 
y debe ser anestestado cada vez que sé 
graba una imagen. (B) Una dendrita, imagen 


obtenida durante un periodo de 80 minutos, 


demuestra que las dendritas están =w 
constantemente enviando y retrayendo 
delgadas protuberancias dependientes de 
actina, generando las espinas dendríticas 
que reciben la gran mayoría de sinapsis 
excitadoras procedentes de los axones del 
cerebro. Se considera que estas espinas, 
que pueden estabilizarse y persistir durante 
meses, son importantes para la función 
cerebral y pueden intervenir en la memoria 
a largo plazo. (Cortesía de Karel Svoboda.) 


PROBLEMAS 


¿Qué afirmaciones son ciertas? Explicar por qué sí 
o por quéno 


16-4 Con una concentración de tubulina pura de 1,4 mg/ml, 
los microtúbulos crecen a 2 para /mán. Con esta tasa de crecimien- 
to, ¿cuántos dímeros de tubulina o:P (de 8 
añadidos por segundo a los extremos de los microtúbulos? 


16-1 El papel de la hidrólisis del ATP en la polimerización de 
actina es parecido al papel de la hidrólisis de GTP en la polimeri- 
zación de tubulina: arnbos sirven para debilitar los enlaces en el 
polímero y en consecuencia provocar la despolirnerización, 


162 En la mayoría de células animales, los motores microta- 


de Ca** al citosol, que se wue a la troponina € y se inicia una rápi- 
da contracción muscudlar. 


Resolver los siguientes problemas 


16-5  Seconsidera que una solución de dímeros puros de tibu- 
lina af nuclea a los microtúbulos formando un protofilamento 


vea de longitud) son 


bulares dirigidos hacia los extremos menos transfieren su carga a 
la periferia de la célula, mientras que los extremos más lo hacen 
hacia el interior de la célula. 


lineal de cerca de siete dímeros de longitud. En este punto, las 
probabilidades de que el siguiente dímero ab se una lateralrmen- 
teosecma al extremo del protofilamento son casi las mismas. Se 
considera que el acontecimiento critico para la formación de los 

a etúbulos es la primera asociación lateral (Figura P16-1). 
¿Cómo puede la asociación lateral estimular la formación rápida 
de un microniíbulo? 


PROBLEMAS 


CRECIMIENTO LINEAL ASOCIACIÓN LATERAL 
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Figura P16-1 Modelo para la nucleación de un microtúbulo mediante 
dímeros puros de tubulina ab (Problema 16-5). 


16-6  ¿Cómo"“sabe" un centrosoma que ha encontrado el centro 
de la célula? 


16-7 La concentración de actina en las células es de 50 a 100 
veces más elevada que la concentración crítica observada para la 
actina pura en un tubo de ensayo. ¿Cómo es posible este hecho? 
¿Qué impide que las subunidades de actina de las células polime- 
ricen en filamentos? ¿Por qué es ventajoso para las células mante- 
nerun almacén tan grande de subunidades de actina? 


16-8 Los movimientos de una proteína motora simple pueden 
ser analizados de forma directa. Mediante la utilización de un lá- 
ser polarizado de luz es posible crear patrones de interferencia 
que ejercen una fuerza centralmente dirigida, que va del cero 
en el centro a unos pocos piconewtons en la periferia (cerca de 
200 nn del centro). Las moléculas individuales que entran en el 
patrón de interferencia son rápidamente empujadas hacia el cen- 
tro, donde son capturadas y dirigidas según considere necesario 
el experimentador. 

Utilizando estas “pinzas ópticas”, las moléculas simples de qui- 
nesina pueden ser colocadas en un microtúbulo fijado a un cu- 
breobjetos. £unque una sola molécula de quinesina no puede ser 
observada ópticamente, puede marcarse con una bola de sílice y 
se puede seguir indirectamente al seguir la bola (Figura P16-24). 
En ausencia de ATB la molécula de quinesina permanece en el 
centro del patrón de interferencia, pero con ATP se mueve hacia 
el extremo más del microtúbulo. Al moverse a lo largo del microtú- 
bulo, la quinesina se encuentra con la fuerza del patrón de interfe- 
rencía que simula la carga que transporta la quinesina durante su 
función en la célula, Adernás, la presión contra las bolas de sílice 
contrarresta los efectos del movimiento browniano (térmico), de 
forma que la posición de la bola refleja de forma precisa la posi- 
ción de la molécula de quinesina en el microtúíbulo. 

Los rastros de los movimientos de la molécula de quinesina a 

lo largo de los microtíbulos se muestran en la Figura P16-2B. 
A. Como se muestra en la Figura P16-2B, todos los movimien- 
tos de la quinesina son en un sentido (hacia el extremo más del 
microtúbulo). ¿Qué proporciona la energía libre necesaria para 
asegurar el movimiento unidireccional a lo largo del microtíbulo? 
B.  ¿Cuálesla velocidad media del movimiento de la quinesina a 
lo largo del microtúbulo? 


€. ¿Cuál es la longitud de cada paso que realiza la quinesina al 
moverse alo largo del microtúbulo? 


D.  Sesabepor otros estudios que la quinesina tiene dos dominios 
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Figura P16-2 Movimiento de la quinesina a lo largo de un microtúbulo 
(Problema 16-8) (A) Sistema experimental con la quinesina unida a una 
bola de sílice, moviéndose a lo largo de un microtúbulo, (B) Posición 

de la quinesina (visualizada mediante la posición de la bola de sílice) en 
relación al centro del patrón de interferencia, como función del tiempo 

de movimiento a lo largo del microtúbulo. La naturaleza dentada del rastro 
es el resultado del movimiento browniano de la bola. 


globulares que pueden unirse a la tubulina P y que la quinesina se 
desplaza a lo largo de un solo protofilamento en wn microtúbulo. 
En cada protofilamento, la subunidad de tubulina f se repite a in- 
tervalos de 8 nm. Dada la longitud del paso y los intervalos entre 
subunidades de tubulina f, ¿cómo se desplaza una molécula de 
quinesina a lo largo de un microtúbulo? 


E. ¿Hay algo en los datos de la Figura P16-2B que permita saber 
cuántas moléculas de ATP se hidrolizan en cada paso? 


16-9 ¿Cómo se mantiene el movimiento unidireccional de un 
lamelipodio? 


16-10 Las medidas detalladas de la longitud de un sarcómero y 
de la tensión durante la contracción isométrica del músculo estria- 
do proporcionan una base crucial inicial para el modelo del desli- 
zamiento del filamento de la contracción muscular, A partir de los 
conocimientos del modelo del lamento deslizante y de la estruc- 
tura de un sarcómero, proponer una explicación molecular para 
la relación de la longitud del sarcómero en las porciones de la 
Figura P16-3 marcadas como 1, 1, 1] y IV. (En este músculo, la 
longitud del flarmento de miosina es de 1,6 yan y la longitud de 
los filamentos delgados de actina que se proyectan a partir de los 
discos Z es de 1,0 um.) 
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Figura P16-2 La tensión como función de la longitud de un 
sarcómero durante la contracción isométrica (Problema 16-10). 
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El ciclo celular 


La única forma de obtener una nueva célula es duplicar una célula ya existente. Este simple 
hecho, establecido por primera vez a mediados del siglo xxx, contiene un profundo mensaje 
sobre la continuidad de la vida. Desde el origen de la vida hace más de tres mil millones 
de años, todos los organismos vivos, desde las bacterias a los mamiferos, son el resultado de 
repetidas rondas de crecimiento y división celular. 

Una célula se reproduce Hevando a cabo una secuencia ordenada de acontecimientos 
en los que duplica su contenido y luego se divide en dos. Este ciclo de duplicación y división, 
conocido como ciclo celular, es el mecanismo esencial mediante el cual todos los seres vivos 
se reproducen. En las especies unicelulares, como las bacterias y las levaduras, cada división 
celular genera un nuevo organismo completo. En las especies pluricelulares, para producir 
un organismo funcional se requieren secuencias de divisiones celulares largas y complejas. 
Incluso en el adulto, la división celular es necesaria para reemplazar las células gue mueren. 
De hecho, cada uno de nosotros debe fabricar muchos millones de células cada segundo 
simplemente para sobrevivir: si todas las divisiones celulares se detuvieran —por ejemplo, 
por la exposición a grandes dosis de rayos X— moriríamos al cabo de pocos días. 

Los pormenores del ciclo celular varían de un organismo a otro y en los diferentes rmo- 
mentos de la vida de un organismo. Sin embargo, ciertas características son universales. El 
conjunto mínimo de procesos que una célula tiene que realizar son aquellos que le permiten 
llevar a cabo su tarea más importante: la transmisión de su información genética a la siguien- 
te generación de células. Para producir dos células hijas genéticamente idénticas, el DNA de 
cada cromosoma debe ser replicado fielmente generando dos copias completas y luego los 
cromosomas replicados tienen que ser distribuidos (segregados) con exactitud a las dos células 
hijas, de manera que cada célula reciba una copia de todo el genoma (Figura 17-1). 

Las células eucariotas han desarrollado una compleja red de proteínas reguladoras, CO- 
nocida como sistema de control del ciclo celular, que gobierna la progresión a través del ciclo 
celular. El núcleo de este sistema es una serie ordenada de internuptores bioquímicos que 
inician los principales acontecimientos del ciclo, incluidas la duplicación y la segregación 
de los cromosomas. En la mayoría de células, existen otros niveles de regulación que aumen- 
tan la fidelidad de la división celular y permiten que el sisterna de control responda a varias 
señales procedentes tanto del interior como del exterior de la célula. En el interior de la cé- 
lula, el sisterna de control comprueba la progresión a través del ciclo celular y retrasa los 
acontecimientos posteriores hasta que se hayan completado los acontecimientos previos. 
Por ejemplo, se impiden los preparativos para la segregación delos cromosomas duplicados 
múentras no se ha completado la replicación del DNA. El sistema de control también corm- 
prueba el entorno de la célula. En un animal pluricelular, el sistema es muy sensible a las 
señales de otras células, estimulando la división celular cuando se necesitan más células y 
bloqueándola cuando no se necesitan. Por lo tanto, el sistema de control del ciclo celular de- 
sempeña un papel fundamental en la regulación del número de células de los tejidos del 

—--—Organismo. Cuando el sistema funciona de forma incorrecta, un exceso de divisiones celula- 
res puede producir cáncer 

Además de duplicar su genoma, la mayoría de células también duplican sus orgánulos 
y macromoléculas; de lo contrano, las células híjas se volverían más pequeñas con cada divi- 
sión. Para mantener su tamaña, las células en división tienen que coordinar su crecimiento 
(es decir, el aumento de su masa celular) con su división. 

Este capítulo describe los diferentes acontecimientos del ciclo celular y cómo se controlan 
y coordinan. Comenzaremos con una breve visión general del ciclo celular Después, describi- 

i sisterna de control del ciclo celular y explicaremos cómo desencadena los diferentes 
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El ciclo celular 


La única forma de obtener una nueva célula es duplicar una célula ya existente. Este simple 
hecho, establecido por primera vez a mediados del siglo xxx, contiene un profundo mensaje 
sobre la continuidad de la vida. Desde el origen de la vida hace más de tres mil millones 
de años, todos los organismos vivos, desde las bacterias a los mamiferos, son el resultado de 
repetidas rondas de crecimiento y división celular. 

Una célula se reproduce Hevando a cabo una secuencia ordenada de acontecimientos 
en los que duplica su contenido y luego se divide en dos. Este ciclo de duplicación y división, 
conocido como ciclo celular, es el mecanismo esencial mediante el cual todos los seres vivos 
se reproducen. En las especies unicelulares, como las bacterias y las levaduras, cada división 
celular genera un nuevo organismo completo. En las especies pluricelulares, para producir 
un organismo funcional se requieren secuencias de divisiones celulares largas y complejas. 
Incluso en el adulto, la división celular es necesaria para reemplazar las células gue mueren. 
De hecho, cada uno de nosotros debe fabricar muchos millones de células cada segundo 
simplemente para sobrevivir: si todas las divisiones celulares se detuvieran —por ejemplo, 
por la exposición a grandes dosis de rayos X— moriríamos al cabo de pocos días. 

Los pormenores del ciclo celular varían de un organismo a otro y en los diferentes rmo- 
mentos de la vida de un organismo. Sin embargo, ciertas características son universales. El 
conjunto mínimo de procesos que una célula tiene que realizar son aquellos que le permiten 
llevar a cabo su tarea más importante: la transmisión de su información genética a la siguien- 
te generación de células. Para producir dos células hijas genéticamente idénticas, el DNA de 
cada cromosoma debe ser replicado fielmente generando dos copias completas y luego los 
cromosomas replicados tienen que ser distribuidos (segregados) con exactitud a las dos células 
hijas, de manera que cada célula reciba una copia de todo el genoma (Figura 17-1). 

Las células eucariotas han desarrollado una compleja red de proteínas reguladoras, CO- 
nocida como sistema de control del ciclo celular, que gobierna la progresión a través del ciclo 
celular. El núcleo de este sistema es una serie ordenada de internuptores bioquímicos que 
inician los principales acontecimientos del ciclo, incluidas la duplicación y la segregación 
de los cromosomas. En la mayoría de células, existen otros niveles de regulación que aumen- 
tan la fidelidad de la división celular y permiten que el sisterna de control responda a varias 
señales procedentes tanto del interior como del exterior de la célula. En el interior de la cé- 
lula, el sisterna de control comprueba la progresión a través del ciclo celular y retrasa los 
acontecimientos posteriores hasta que se hayan completado los acontecimientos previos. 
Por ejemplo, se impiden los preparativos para la segregación delos cromosomas duplicados 
múentras no se ha completado la replicación del DNA. El sistema de control también corm- 
prueba el entorno de la célula. En un animal pluricelular, el sistema es muy sensible a las 
señales de otras células, estimulando la división celular cuando se necesitan más células y 
bloqueándola cuando no se necesitan. Por lo tanto, el sistema de control del ciclo celular de- 
sempeña un papel fundamental en la regulación del número de células de los tejidos del 

—--—Organismo. Cuando el sistema funciona de forma incorrecta, un exceso de divisiones celula- 
res puede producir cáncer 

Además de duplicar su genoma, la mayoría de células también duplican sus orgánulos 
y macromoléculas; de lo contrano, las células híjas se volverían más pequeñas con cada divi- 
sión. Para mantener su tamaña, las células en división tienen que coordinar su crecimiento 
(es decir, el aumento de su masa celular) con su división. 

Este capítulo describe los diferentes acontecimientos del ciclo celular y cómo se controlan 
y coordinan. Comenzaremos con una breve visión general del ciclo celular Después, describi- 

i sisterna de control del ciclo celular y explicaremos cómo desencadena los diferentes 
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acontecimientos del ciclo celular. A continuación, se considerarán en detalle las principales 
etapas del ciclo celular, en las que los cromosomas se duplican y luego se segregan en dos cé- 
lulas hijas. Por último, se explicará cómo las señales extracelulares controlan las velocidades 
del crecimiento y de la división celular y córno se coordinan estos dos procesos. 


VISIÓN GENERAL DEL CICLO CELULAR 


Esta sección se inicia con una breve descripción de las cuatro fases del ciclo celular eucario- 
ta. Después, trataremos algunos de los métodos y sistemas celulares modelo utilizados para 
estudiar el ciclo celular. 


El ciclo celular eucariota se divide en cuatro fases 


La función más importante del ciclo celular es duplicar con exactitud la gran cantidad de 
DNA de los cromosomas y luego segregar las copias con precisión en dos células hijas gené- 
tícarmente idénticas. Estos procesos definen las dos fases principales del ciclo celular. La du- 
plicación de los cromosomas sucede en la fase S (S de síntesis de DNA), la cual requiere entre 
10 y 12 horas y ocupa alrededor de la mitad del tiempo que dura el ciclo cetular en una célu- 
la de marnífero típica. Después de la fase S, la segregación de los erornosomas y la división 
celular ocurren en la fase M (M de mitosis), la cual ocupa mucho menos tiempo (menos de 
una hora en una célula de mamífero). La fase M comprende dos acontecimientos principa- 
les: la división nuclear, o mitosis, durante la cual los cromosornas copiados se distibuyen 
en un par de núcleos hijos; y la división citoplasmática, o citocinesís, cuando la célula se 
divide en dos (Figura 17-2). 

Al final de la fase S, las moléculas de DINA de cada par de cromosomas duplicados están 
entrelazadas y se mantienen estrechamente unidas mediante uniones proteicas especiali- 
zadas. Al principio de la mitosis en una etapa denominada profase, las dos moléculas 
de DNA se desenrollan de forma gradual y se condensan en parejas de bastones rígidos y 
compactos llamados cromátidas hermanas, las cuales se mantienen juntas mediante la 
cohesión de las cromátidas hermanas. Cuando la envoltura nuclear se desensarmbla, las cro- 
mátidas hermanas se unen al huso mitótico, un gigantesca estructura bipolar de microtú- 
bulos (véase Capítulo 16). Las cromátidas hermanas se unen a los polos opuestos del huso y, 
al final, todas las cromátidas hermanas se alinean en el ecuador del huso en una etapa de- 
nominada metafase. La pérdida de la cohesión de las cromátidas hermanas al inicio de la 
anafase separa las cromátidas hermanas, las cuales son arrastradas hacia los polos opuestos 
del maso. Después, se desensambla el huso y los cromosomas segregados se empagquetan en 


Figura 17-13 El ciclo celular. Se muestra la 
división de una hipotética célula eucariota 
con dos cromosomas para ¡hustrar cómo se 
forman dos células hijas genéticamente 
idénticas en cada ciclo. Con frecuencia 
cada una de las células hijas continúa 
dividiéndose pasando a través de 

ciclos celulares adicionales. 
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Figura 17-2 Principales acontecimientos del 
ciclo celular. Los principales acontecimientos 
cromosómicos del ciclo celular suceden en la 
fase 5, cuando los cromosornas se duplican, 

y enla fase MM, cuendo los cromosomas 


duplicados se segres 


nun par de 
núdeos hijos (en la mitosis), después de lo 
cual tula se dbíde en dos (cito 


Í 
nesis). 
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núcleos distintos durante la telofase. Por último, la citocinesis divide a la célula en dos, de 
manera que cada célula hija hereda uno de los dos núcleos (Figura 17--3). <[ACT> <TCAA> 

La mayoría de células tardan mucho más tiempo en crecer y duplicar su masa de pro- 
teínas y orgánulos del que necesitan para duplicar sus cromosomas y dividirse. La mayoría 
de ciclos celulares disponen de fases preparativas (gap phases) adicionales para, en parte, 
dejar más tiempo para crecer. la fase G; entre la fase M y la fase S, y la fase G2 entre la fase $ 
y la mitosis. Así, el ciclo celular eucariota se divide en cuatro fases secuenciales: Gy, S, G2 y 
M. A las fases Gy, S y G» se las denomina, en conjunto, interfase (Figura 17-4 y véase 
Figura 17-3). En una célula humana típica que prolifera en cultivo, la interfase puede durar 
23 de las 24 horas de un ciclo, con una hora para la fase M. El crecimiento celular se produ- 
ce durante todo el ciclo celular, cox excepción de la mitosis. 

Las fases Gy y G2 son mucho más que meros periodos de espera que le permiten a la célu- 
la crecer. Proporcionan tiempo para que la célula compruebe el medio interno y externo para 
así asegurarse de que las condiciones son adecuadas y de que se han completado los prepara- 
tivos antes de que la célula desencadene los principales acontecimientos de la fase 5 y de la mi- 
tosis. La fase Gj] es en especial importante a este respecto, Su duración puede variar mucho 
dependiendo de las condiciones externas y de las señales extracelulares procedentes de Otras 
células. Por ejemplo, silas condiciones extracelulares son desfavorables, las células retrasan su 
progresión a través de la fase G; e incluso pueden entrar en un estado de reposo especializado 
llamado Go (G cero), en el cual pueden permanecer durante días, señanas o incluso años antes 
de volver a proliferar. En efecto, muchas células se mantienen permanentemente en Gyg hasta 
que ellas o el organismo mueren. Si las condiciones extracelulares son favorables y hay señales 
para crecer y dividirse, las células en 1 temprana 0 Go progresan a través de un punto de 
determinación próximo al final de G; denominado Inicio (en levaduras) o punto de restdie- 
ción (en cébulas de mmanifero). Utilizaremos el término Inicio tanto para levaduras como para 
cótulas animales. Superado este punto, las células quedan determinadas para replicar el 
DNA, incluso aunque desaparezcan las señales extracelulares que estumalan el crecimiento y 
la división celular. 
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Figura 17-3 Los acontecimientos de la 
división celular en los eucariotas vistos al 
microscopio. Los procesos fáciles de observar 
de la división nuclear (mitosis) y de la división 
celular (citocinesis), denominados en 
conjunto fase M, sólo ocupan una pequeña 
fracción del ciclo celular. La otra parte del 
ciclo, de mayor duración, recibe el nombre 
de interfase, la cual incluye las fases Gy, S y 

Ga (se describe en el texto). Se muestran las 
cinco etapas de la mitosis; durante la 
transición de la metafase a la anafase se 
produce un cambio abrupto en el estado 
bioquímico de la céfula. Una célula puede 
detenerse en la metafase antes de este punto 
de transición, pero una vez que supera este 
punto, la célula continuará hasta el final de 

la mitosis y a través de la citocinesis a la 
interfase. 


Figura 174 Las cuatro fases del ciclo 
cebular. En la mayoría de las células, 

las fases Ey y G separan los principales 
acontecioientos de la fase 5 y de la fase M. 
GS, es el intervalo entre la fa 


Ay la fase S, 
múentres que Gy es el intervalo entre la 
fase $ y la fase Mi, 
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El control del ciclo celular es semejante en todos los eucariotas 


Algunas características del ciclo celular, incluido el tiempo que se necesita para completar 
ciertos acontecimientos, varían mucho de un tipo celular a otro, incluso en un mismo orga- 
nismo. En carnbio, en todas las células eucariotas, la organización básica del ciclo es esencial- 
mente la misma y, al parecer, todos los eucariotas conducen y regulan los acontecimientos 
del ciclo celular mediante sistemas y mecanismos de control semejantes. Por ejernplo, las 
proteínas del sisterna de control del ciclo celular aparecieron por primera vez hace más 
de mil millones de años. Cabe destacar que se han conservado tan bien en el transcurso de 
la evolución que muchas de ellas funcionan perfectamente cuando se transfieren de una 
célula humana a una célula de levadura. Por lo tanto, podernos estudiar el ciclo celular y su 
regulación en una gran variedad de organismos eucariotas y utilizar todos los hallazgos para 
obtener una visión unificada de cómo se dividen las células eucariotas. En el resto de esta 
sección, revisarernos brevemente los tres sistemas eucariotas más utilizados para estudiar la 
organización y el control del ciclo celular: levaduras, embriones animales y células de ma- 
mífero en cultivo. 


El control del ciclo celular se puede diseccionar 
genéticamente analizando levaduras mutantes 


Las levaduras son hongos unicelulares de pequeño tamaño con un sisterna de control del 
ciclo celular muy parecido al nuestro. En los estudios del ciclo celular, por lo general se utili- 
zan dos especies de levaduras. La levadura de fisión Schizosaccharomyces pombe recibe es- 
te nombre por la cerveza africana en cuya fabricación se utiliza. Se trata de una célula en 
forma de bastón que crece por el alargamiento de sus extremos. La división tiene lugar cuan- 
do se forma un septo, o placa celular, en la mitad del bastón (Figura 17-54). La levadura de 
gemación Saccharomyces cerevisiae es utilizada tanto por cerveceros como panaderos. Se 
trata de una célula ovalada que se divide formando una yema, la cual comienza a aparecer 
durante G, y crece despacio hasta que se separa de la célula madre después de la mitosis 
(Figura 17-5B). 

Á pesar de sus diferencias externas, las dos especies de levaduras comparten muchas ca- 
racterísticas muy útiles para los estudios genéticos. Se reproducen casi zan rápido como las 
bacterias y el tamaño de su genoma es inferior al 1% del de un mamífero. Son ideales para lle- 
var a cabo manipulaciones genéticas de carácter molecular, en las que sus genes se pueden 
eliminar, sustituir o modificar con facilidad. Lo que todavía es más importante es su habilidad 
de proliferar en un estado haploide, con tan sólo una copia de cada uno de sus genes. Cuando 
las células son haploides, es fácil aislar y estudiar mutaciones que inactivan un gen, ya que 
evitamos la complicación de tener una segunda copia del gen en la célula. 

Muchos descubrimientos sobre el control del ciclo celular se han obienido en levadu- 
ras, mediante búsquedas de mutaciones que inactivan genes que codifican coraponentes 
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figura 17-5 Comparación de los ciclos 
celulares de las levaduras de fisión 

y de las levachsras de gemación. 

(4) La levadura de fisión Gene un ciclo 
celular eugariota típico con las fases Gy, 
S, Gz y M. La envoltura nuclear de las 
levaduras, a diferencia de la envoltura 
nuclear de las células de los organismos 
eucañiotas superiores, No se desorganiza 
durante la fase M, Los múcrotúbulos del 
huso mitótico tverde claro) se forman 
dentro del núdeo y se unen ados 
corpúsculos polares del huso tverde 
oscuro) en su periferia. La célula se divide 
formando un tablaue (conocido como 
placa celular) y se escinde en dos, 


TB) La levadura de gemación tiene fases Gy "UT 


y S normales pero no liene una fase Ga 
típica. En cambio, hacia el final de la fase S, 
comienza a constituirse un huso formado 
por microtúbulos, como en las levaduras 
de fisión, la ervoltura nuclear permanece 
intacta durarne la mitosis y el huso se 
forma dentro del núdeo, A diferencia de 
una levadura de fisión, la 
mediante gernación. 


célula se divide 
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(5) TEMPERATURA PERMISIVA (BAJA) (8) 


esenciales del sistema de control del ciclo celular. Los genes afectados por algunas de estas 
mutaciones se llaman genes del ciclo de división celular o genes Cdc. Muchas de estas mu- 
taciones detienen a las células en un punto específico del ciclo celular, lo cual indica que el 
producto del gen normal es necesario para que superen ese punto. 

En cambio, un mutante que no puede completar el ciclo celular no puede propagarse. 
Por este motivo, los mutantes Cdc sólo pueden ser seleccionados y mantenidos si su fenoti- 
po es condicional, es decir, sólo si el producto del gen mutado no es funcional en ciertas 
condiciones específicas. La mayoría de mutaciones condicionales del ciclo celular son mu- 
taciones termosensibles, en las cuales la proteína mutada no es funcional a altas temperatu- 
ras, pero a bajas temperaturas funciona lo suficientemente bien como para permitir la 
división celular. Un mutante Cdc termosensible se puede propagar a baja temperatura (con- 
dición permisiva) para que luego al aumentar la temperatura (condición restrictiva) se de- 
sactive la funición del gen mutado. En la temperatura más elevada, las células continúan 
progresando a través del ciclo celular hasta que alcanzan el punto en el que la función del 
sen mutado es imprescindible para seguir progresando y en ese punto concreto se detienen 
(Figura 17-6). En las levaduras de gemación, podemos detectar una detención del ciclo ce- 
lular de este tipo observarido las células: la presencia o ausencia de una yema, así como su ta- 
maño, indican el punto del ciclo en el que se ha detenido el mutante (Bigura 17—7). 


El contro! del ciclo celular se puede analizar bioquímicamente 
en embriones de animales 


Las características bioquímicas del ciclo celular se analizan con facilidad en los óvulos gi- 
gantes de muchos animales tras su fecundación, los cuales contienen grandes reservas de las 
proteínas necesarias para la división celular. Por ejemplo, el óvulo de la rana Xenopus mide 
un poco más de un 1 man de diámetro y contiene 100.000 veces más citoplasma que una cé- 
lula de tamaño medio del cuerpo humano (Figura 17-8). La fecundación de los óvulos de 


sd (8) A ¡AAA 
29 ura 


Figura 17-7 Morfología de las levaduras de gemación cuyo ciclo está detenido por una mutación Cdc. 
18) En ina población normal de levaduras en proliferación, las yemas varían de tamaño según la etapa 

del cido celular. (8) En un mutante Cdc15 que crece a la temperatura restíctiva, las células finalizan la anafase 
pero no pueden completar la salida de la mitosis y la citocinesis. En consecuenda, se detienen uniformemente 
presentando yemas grandes, las cuales son características del final de la mitosis. (Cortesía de Jeff Ubersax.] 
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Figura 17-6 Comportamiento de una 
célula mutante Cdc termosensible. 

ÍA) A la temperatura permisiva (baja), las 
células se dividen normalmente y se 
encuentran en cualquiera de las fases del 
ciclo (la fase celular se indica por su color). 
(8) Si se eleva la temperatura hasta que sea 
lo bastante restrictiva (alta), para que el 
producto del gen mutado deje de funcionar 
de forma correcta, las células mutantes 
continúan progresando a través del ciclo 
celular hasta que alcanzan un punto 
determinado que no pueden superar (en 
este ejemplo, el inicio de la fase S). Dado 
que los mutantes Cdc todavía continúan 
creciendo, se vuelven dernasiado grandes, 
Por el contrario, si las células que carecen de 
mutaciones del tipo Cdc fueran deficientes en 
un proceso necesario durante todo el ciclo 
para la biosíntesis y el crecimiento (como la 
producción de ATP), se detendrían al azar en 
cualquier etapa del ciclo celutar, según el 
momento en el que se agotaran sus reservas 
bioquímicas (no se muestra). 


Figura 17-48 Un óvulo maduro de Xenopus 
preparado para la fecundación. La mancha 
pálida próximma al ápice muestra la situación 
del núdeo, el cual ha desplazado al pigmento 
marrón de la capa superficial del citoplasma 
del óvulo. Aunque no se puede observar en la 
imagen, la envoltura nuclear se ha disgregado 
durante el proceso de maduración del óvulo. 
(Cortesía de Tony Mills) 
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Xenopus desencadena una secuencia muy rápida de divisiones celulares, denominadas dí- 
visiones de segmentación, en las cuales la célula gigante se divide, sin crecer, generando un 
embrión que contiene miles de células más pequeñas (Figura 17-9). <ATTT> Después de la 
primera división, de unos 90 minutos, las 11 divisiones siguientes se suceden, más o menos 
sincrónicamente, a intervalos de 30 minutos, produciéndose alrededor de 4096 (212) células 
en 7 horas. Cada ciclo se divide en las fases S y M de unos 15 minutos cada una, sin fases Gy 
O G2 aparentes, 

Así, las células de los embriones en desarrollo de Xenopus, las de la almeja Spisula y las 
de la mosca de la fruta Drosophila pueden realizar divisiones muy rápidas en ausencia de 
crecimiento o de muchos de los mecanismos de control (se describe después) que funcio- 
nan en los ciclos celulares más complejos. Por lo tanto, estos primeros ciclos celulares ern- 
brionarios revelan el funcionamiento del sistema de control del ciclo celular simplificado 
hasta el mínimo imprescindible, manteniendo los requisitos más fundamentales: la dupli- 
carión del genoma y su segregación en dos células hijas. El gran tamaño de estos embriones 
es otra ventaja para el análisis del ciclo celular. Es relativamente fácil inyectar fármacos dentro 
de un óvulo fecundado y determinar su efecto sobre la progresión del ciclo celular. También 
es posible obtener citoplasma casi puro de óvulos de Xenopus y reconsútuir muchos acon- 
tecimientos del ciclo celular en un tubo de ensayo (Figura 17-10). En tales extractos celula- 
res, podemos observar y manipular acontecimientos del cicio celular en condiciones muy 
simplificadas y controlables. 


El control del ciclo celular se puede estudiar en células 
de mamífero en cultivo 


En un mamifero intacto no es fácil observar células individualizadas. Por esta razón, en la 
mayoría de estudios sobre el control del ciclo celular de mamiferos se utilizan células que se 


núdeo del 
espermatozoide 
de rana 


ctoplasma 
de oocitos 
de rana 


| ado mitótico libre de células: 40-50 min | 


Figura 17-92 Crecimiento del oocito y 
segmentación del zigoto de Xenopus. 

El oocito crece sin dividirse durante muchos 
meses en el ovario de una rana y al final 
madura en forma de un óvulo (se describe en 
el Capítulo 21). Una vez fecundado, el óvulo 
se divide muy rápido -inicialmente a una 
velocidad de un ciclo de división cada 

30 minutos- y forma en uno o dos días un 
renacuajo pluricelular. Las células se hacen 
progresivamente más pequeñas en cada 
división y el embrión mantiene el mismo 
tamaño. El crecimiento sólo comienza 
cuando el renacuajo empieza a alimentarse. 
Todos los dibujos de la línea superior están 
a la misma escala (pero la rana del nivel 
inferior no). 


Figura 17-10 Estudio del ciclo celular en 
un sistema libre de células. Se realiza una 
centrifugación suave para lisar una gran 
cantidad de cocitos de rana y separar el 
citoplasma de los otros componentes 
celulares. Se recoge el citoplasma no diluido 
ele añade un núdeo de espermatozoide, 
e con ATP El núdeo del espermatozoide 
se descondensa y experimenta repetidos 
ciclos de replicación del DNA y de mitosis, 
lo que indica que el sisterna de control del 


> res operativo en este extracto 
cioplasmático libre de células. 


se 


1 
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VISIÓN GENERAL DEL CICLO CELULAR 


han aislado de tejidos normales o de tumores y que se hacen crecer en placas de cultivo de 
plástico en presencia de nutrientes esenciales y de otros factores (Figura 17-11), No obstante, 
existe una complicación. Cuando las células procedentes de tejidos normales de mamífero 
se cultivan en condiciones estándar, con frecuencia dejan de proliferar después de un nú- 
mero limitado de cíclos de división. Los fibroblastos humanos, por ejemplo, dejan de divi- 
dirse permanentemente después de 25-40 divisiones, un proceso denominado senescencia 
celular replicativa, sobre el cual trataremos más adelante. 

Las células de mamífero sufren a veces mutaciones que les permiten proliferar de forma 
indefinida en cultivo corno líneas celulares “inmortalizadas”, Aunque no son células norma- 
les, dichas líneas celulares se utilizan con frecuencia en los estudios del ciclo celular -y en bio- 
logía celular en general- ya que proporcionan una fuente limitada de células genéticamente 
homogéneas. Además, estas células son lo bastante grandes como para permitir observacio- 
nes citológicas detalladas de los acontecimientos del ciclo celular y son adecuadas para el 
análisis bioquímico de las proteínas implicadas en el control del ciclo celular. 

Los estudios de células en cultivo de mamiferos han sido sobre todo útiles para analizar 
los mecanismos moleculares que gobiernan el control de la proliferación celular en los or- 
ganismos pluricelulares. Estos estudios son importantes na sólo para entender el control 
normal del número de céhulas de los tejidos sino tarnbién para comprender la pérdida de es- 
tos controles en el cáncer (véase Capítulo 20). 


La progresión del ciclo celular se puede estudiar de varias formas 


¿Cómo es posible saber en qué etapa del ciclo celular se encuentra una célula animal? Una 
forma sencilla es observar células vivas con un microscopio. La observación de una pobla- 
ción de células de mamífero que proliferan en cultivo revela que una fracción se han redon- 
deado y están en mitosis (véase Figura 17-11). Otras se pueden observar en el proceso de la 
citocinesis. Podemos conseguir indicios adicionales sobre la posición del ciclo celular con 
colorantes fluorescentes que se unen al DNA (los cuales revelan la condensación de los cro- 
mosomas en la mitosis) o con anticuerpos que reconocen componentes celulares específi- 
cos como los microtúbulos (revelando el huso mitótico). Asimismo, las células que están en 
la fase 3 se pueden identificar en el microscopio si les surninistramos moléculas visualiza- 
bles que se incorporan en el DNA recién sintetizado, como el análogo artificial de la tirnidi- 
na denominado brormnodeoxiuridina (BrdU). Los núcleos celulares que han incorporado 
BrdU se visualizan mediante el marcaje con anticuerpos anti-BrdU (Figura 17-12). 

Por lo general, en una población de células que están proliferando rápida pero asincró- 
nicamente, cerca del 30-40% de ellas se encuentra en algún punto de la fase S y quedarán 
marcadas por un pulso breve de BrdU. A partir de la proporción de células de dicha pobla- 
ción que se ha marcado (índice de marcaje), podernos estimar la duración de la fase S corno 
una fracción de la duración total del ciclo celular. Asimismo, a partir de la proporción de cé- 
hulas en mitosis (índice mitótico), se calcula la duración de la fase M. Además, dando un pul- 
so de BrdU y dejando que las células continúen progresando a través del ciclo celular 
durante periodos de tiempo determinados, podemos determinar cuánto tiempo tarda una 
célula en fase $ en progresar a través de G? hasta la fase M, a través de la fase M hasta G; y, 
finalmente, a través de Gy hasta volver a la fase 5, 

Otra forma de determinar la etapa que una célula ha alcanzado en el ciclo celular es 
midiendo su contenido de DNA, el cual se duplica durante la fase $, Esta estrategia se ve fa- 
cilitada en gran manera mediante el uso de colorantes fluorescentes que se unen al DNA y 
un citómetro de flujo, el cual permite analizar grandes cantidades de céhulas rápida y auto- 
máticamente (Figura 17-13). También podemos utilizar la citometría de flujo para determi- 
nar la duración de las fases Gy, S y G2 + M, siguiendo durante el derapo a una población de 
células con el DNA marcado, seleccionada previamente por encontrarse todas las células en 
una misma fase del ciclo celular: las mediciones del contenido de DNA de dicha población 
celular sincronizada revelan cómo progresan las células a través del ciclo, 


Figura 17-32 Marcaje de células en fase 5. Micrografía de inmunofluorescencia 
de células epiteliales del intestino del pez cebra marcadas con BrdU, El pe 
fue expuesto a BrdUl, después de lo cual el tejido se fijó y se procesó para el 
rrarcaje con anticuerpos fluorescentes and-8rdU (verde). Todas las células están 
teñidas con un colorante fuorescente rojo. (Cortesía de Cécile Crosnier] 


Figura 17-11 Células de mamifero 
proliferando en cultivo. Las células 
de esta electromicrografía de barrido 
son fibroblastos de rata. (Cortesía de 
Guenter Albrecht-Buehler.) 
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Figura 17-123 Análisis del contenido de DNA con un citómnetro de flujo. Esta gráfica muestra 
los resultados típicos que se obtienen en una población celular en proliferación cuando se 
determina el contenido de DNA de cada una de sus células mediante un citómetro de flujo, 

(El citómetro de flujo, también llamado separador de células activadas por fluorescencia o FACS, 
también se utiliza para clasificar células en función de su fuorescencia véase Figura 8-2) Las 
células analizadas fueron teñidas con un colorante que se vuelve fluorescente cuando se une al 
DIA, de modo que la cantidad de fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de 
DNA de cada célula. Las células se reparten en tres categorias: células que tienen un 
complemento de DNA no replicado y, por lo tanto, se encuentran en Gy¿ células que han 
replicado todo el DNA (duplican el contenido de DNA de Gs) y se encuentran en la fase G2 0 M, y 
células que tienen una cantidad intermedia de DNA y se encuentran en la fase $. En el caso que 
se ilustra, la distribución de las celulas indica que hay más células en 6; que en las fases Ga +M, 
lo que indica que en esta población la duración de Gy es superior ala de Gz + Ma. 


Resumen 


Por lo general, la división celular cornienza con la duplicación del contenido de la célula, seguido 
por la distribución de esos contenidos en dos células hijas. La duplicación de los cromosomas se pro- 
duce durante la fase S del ciclo celular, mientras que la mayoría de los otros componentes celulares 
se duplican continuamente durante todo el ciclo. Durante la fase M, los cromosomas replicados se 
segregan en núcleos individuales (mitosis) y entonces la célula se divide en dos (citocinesis). Cuando 
diferentes señales intracelulares y extracelulares regulan la progresión del ciclo celular, la fase S y la 
fase M suelen estar separadas por fases intercaladas denominadas G; y Ge. El control y la organi- 
zación del ciclo celular se han conservado muy bien durante la evolución y los estudios de una gran 
variedad de sistemas —inchuyendo levaduras, embriones de animales y células de mamífero en cultivo— 
han conducido auna visión unificada del control del ciclo celular eucariota. 


EL SISTEMA DE CONTROL DEL CICLO CELULAR 


Durante muchos años los biólogos celulares observaron, coro sise tratara de una suerte de 
espectáculo de marionetas, la síntesis del DNA, la mitosis y la citocinesis sin saber qué había 
detrás del telón controlando estos procesos. El sistema de control del ciclo celular era sim- 
plemente una caja negra dentro de la célula. Ni siquiera se sabía si existía un sistema de 
control independiente o si los procesos de síntesis de DNA, mitosis y citocinesis se auto- 
controlaban de algún modo. Hacia finales de la década de 1980 se realizó un descubrimien- 
to fundamental al identificar las proteínas clave del sistema de control, junto a la 
constatación de que eran distintas de las proteínas que Hevan a cabo los procesos de la re- 
plicación del DNA, la segregación de los cromosomas, ete. 

En esta sección, se tratarán los principios básicos sobre los que trabaja el sistema de con- 
trol del ciclo celular. Después, estudiaremos las proteínas que forman parte del sistema de 
control y cómo colaboran programando y coordinando los acontecimientos del ciclo celular. 


El sistema de control del ciclo celular desencadena 
los principales acontecimientos del ciclo celular 


El sistema de control del ciclo celular funciona de forma muy parecida a como lo hace un 
termporizador u oscilador que desencadena los acontecimientos del ciclo celular en una se- 
cuencia determinada (Figura 17-14), En su forma más simple <omo se ha indicado en los 
sencillos ciclos cetulares embrionarios mencionados- el sistema de control es como un tem- 
: porizador programado de forma estricta, que proporciona una cantidad fija de ermpo para 
que se realice cada uno de los procesos del ciclo celular. En estas células, el sistema de con- 
trol esindependiente de los acontecimientos que controla, de manera que sus mecanismos 
de cronornetraje siguen funcionando aunque esos acontecimientos fallen, En cambio, en la 
mayoría de células, el sisterna de control reacciona a la información procedente de los pro- 
pios procesos que controla. Por ejeraplo, los sensores detectan que la síntesis del DINA ha £- 
nalizado, de modo que sí algo hanciona mal impiden que ese proceso finalice, enviando 
' «señales al sistema de control para que retrase la progresión hacia la fase M. Estas demoras 
proporcionan fiermpo para que la maquinaría sea reparada y evitan el desastre que podría 
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¿Están todos los cromosomas! 


: ¿Se ha teplicado todo el DNA? unidos al huso? 
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PUNTO DE CONTROL DE Gy/M | 


ENTRADA EN El CICLO CELULAR Y PROGRESIÓN HACIA LA FASE 5 


PUNTO DE CONTROL DEL INICIO 


ocurrir si el ciclo progresara prematuramente hacía la etapa siguiente y, por ejemplo, se se- 
gregaran cromosomas replicados de forma incompleta. 

El sistema de control del ciclo celular se basa en una serie de interruptores bioquímicos 
conectados, cada uno de los cuales inicia un acontecimiento específico del ciclo celular. Este 
sisterna de interruptores posee importantes características técnicas que aumentan la exac- 
ticud y la fiabilidad de la progresión del ciclo celular, En primer Jugar, por lo general los mte- 
rruptores son binarios tencendido/apagado) y ponen en marcha los acontecimientos de forma 
completa e irreversible. Por ejemplo, sería sin duda desastroso que procesos como la con- 
densación de los crornosomas o el desensamblaje de la envoltura nuclear se iniciaran pero 
no se corapletaran. En segundo, el sistema de control del ciclo celular es extraordinaria- 
mente resistente y fiable, en parte porque existen mecanismos audliares y otras caracterís- 
ticas que permiten que el sistema funcione con eficacia bajo diversas circunstancias incluso 
aunque algunos componentes fallen. Por último, el sistema de control es muy Hexible y se 
puede modificar adaptándose a tipos celulares específicos o respondiendo a señales intra- 
celulares o extracelulares específicas. 

En la mayoría de células eucariotas, el sisterna de control del ciclo celular desencadena 
la progresión del ciclo celular en tres transiciones reguladoras principales o puntos de con- 
trol (véase Figura 17-14). El primer punto de control es el Inicio (o el punto de restricción) en 
las postrimerías de Gy, cuando la célula queda determinada a entrar en el ciclo celular y a 
duplicar los cromosomas, como se ha mencionado anteriormente, El segundo es el punto 
de control GM, en el que el sistema de contro] desencadena los aconteciomientos mitóticos 
iniciales que conducen a la alineación de los cromosomas en el huso mitótico durante la 
metafase, El tercero es la transición de la metafase a la anafase, cuando el sisterna de can- 
trol estimada la separación de las cromátidas hermanas, conduciendo a la finalización de la 
ruitosis y la citocinesis, El sistema de control bloquea la progresión a través de cada uno 
de estos puntos de control si detecta problernas dentro o fuera de la célula. Por ejemplo, si el 
sistema de control percibe problemas en la finalización de la replicación del DMA raan- 
tendrá a la célula en el punto de control G2/M hasta que estos problemas se hayan resuelto, 
Asimismo, silas condiciones extracelulares no son las apropiadas para la proliferación celu- 
lax, el sistema de control bloquea la progresión a través del inicio e irapide asíla división ce- 
lular hasta que las condiciones sean favorables. 


El sistema de control del ciclo celular depende de proteínas quinasa 
dependientes de ciclina (Cdk) que se activan ciclicamente 


Los componentes bindamentales del sistema de control del ciclo celular son membros de 
una falla de proteínas quinasa denominadas quinesas dependientes de ciclina (Cdk 
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Figura 17-14 Control del ciclo celular. 

El sistema de control del ciclo celular 
desencadena los procesos esenciales , 

del ciclo celular -como la replicación del 
DNA, la mitosís y la citocinesis. El sistema 

de control se representa aquí como un 

brazo central -el controlador- que gira 

en el sentido de las agujas del reloj, 
desencadenando los procesos básicos 
cuando alcanza puntos de control específicos 
del dial externo. La información sobre la 
finalización de los acontecimientos del 

ciclo celular, así como las diversas señales 
que proceden del entorno, pueden provocar 
que el sistema de control detenga el ciclo 

en estos puntos de control. Los puntos de 
control más importantes se han destacado 
en recuadros amarillos. 
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cyclin- dependent ikcinases). La actividad de estas quinasas aumenta y disminuye a medida que 
la célula progresa a través del ciclo, provocando cambios cíclicos en la fosforilación de pra- 
teínas intracelulares que inician o regulan los principales acontecimientos del ciclo celular, 
Por ejemplo, un incremento de la actividad Cdk en el punto de control G2/M aumenta la fos- 
forilación de las proteínas que controlan la condensación de los cromosomas, la desorgani- 
zación de la envoltura nuclear, el ensarublaje del huso mitótico y otros acontecimientos que 
suceden al comienzo de la mitosis. 

Los cambios cíclicos de la actividad Cdk están regulados por una compleja trama de en- 
zimas y de otras proteínas que regulan estas quinasas. Los reguladores más importantes de 
las Cdk son las proteínas denominadas ciclinas. Las Cdk, como su nombre indica, dependen 
de las ciclinas para realizar su actividad: a no ser que estén unidas a una ciclina, no tenen 
actividad proteína quinasa (Figura 17-15). Originalmente, las ciclinas recibieron este nom- 
bre porque experimentan un ciclo de síntesis y degradación en cada ciclo celular. Por el con- 
trario, los niveles de las proteínas Cdk son constantes, al menos en los ciclos celulares más 
sencillos. Los cambios cíclicos en los niveles proteicos de las cíclinas producen variaciones 
cíclicas en el ensamblaje y activación de los complejos Cdk-ciclina; esta activación sucesiva 
desencadena los acontecimientos del ciclo celular. 

Existen cuatro clases de ciclinas, cada una de las cuales está definida por la etapa del ci- 
clo celular en la que se unen a las Cdk y actúan. Todas las células eucariotas necesitan tres de 
estas clases (Figura 17-16); 

1. Las ciclinas G,/S activan las Cdk en las postrimerías de G; y así ayudan a desencade- 
nar la progresión a través del Inicio, quedando la célula determinada a entrar en el ciclo 
celular. Sus niveles descienden en la fase $. 


Pp 


Las ciclinas $ se unen a las Cdk poco después de la progresión a través del Inicio y ayu- 
dan a estimular la duplicación de los cromosomas, Los niveles de las ciclinas S per- 
manecen elevados hasta la mitosis y estas ciclinas también contribuyen al control de 
algunos acontecimientos mitóticos iniciales. 


.3. Las ciclinas M activan las Cdk que estimulan la entrada en la mitosis en el punto de 
control Go/M. Las ciclinas M son degradadas hacía la mitad de la mitosis mediante 
mecanismos que se describirán más adelante. 


En la mayoría de células, una cuarta clase de ciclinas, las ciclinas Gy, ayudan a controlar las 
actividades de las ciclinas G,/S, las cuales regulan la progresión a través del Inicio en las pos- 
trimerías de Gj. 

En las levaduras, una sola proteína Cdk se une a todas las clases de ciclinas y desenta- 
dena diferentes acontecimientos del ciclo celular cambiando de ciclina en las diferentes etapas 
del ciclo. Por el contrario, en las células de los vertebrados existen cuatro Cdk, Dos de ellas 
interactúan con las ciclinas Gy, una con las ciclinas G1/S y con las ciclinas S, y otra con las 
ciclinas M. En este capítulo, denominaremos alos diferentes complejos Cdk-ciclina senci- 
lamente como Cdk-G1, Cdk-G1/S, Cdk-S y Cdk-M. En la Tabla 17--1 se indican los nombres 
de las diferentes Cdk y ciclinas. ! 

¿Córno desencadenan los diferentes complejos Cdk-ciclina los diversos acontecimien- 
tos del ciclo celular? La respuesta parece ser que, al menos en parte, la ciclina no sólo activa 
su Cdk asociada sino que también la dirige hacia sus proteínas diana especificas. Por consi- 
guiente, cada complejo Cdie-ciclina fosforila un grupo diferente de proteínas sustrato. Ade- 
más, un mismo complejo Cdk-ciclina también puede inducir efectos distintos en momentos 
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Figura 17-15 Dos componentes clave del 
sistema de control del ciclo cetular, Cuando 
la ciclina forma un complejo con la Cdk, la 
proteína quinasa se activa desencadenando 
acontecimientos especificos del ciclo celular. 
En ausencia de la ciclina, la Cdk es inactiva. 


Figura 17-16 Complejos Cdk-ciclina 

del sistema de control del ciclo celular. 

Las concentraciones de los tres principales 
tipos de ciclinas oscilan durante el ciclo 
celular, mientras que las concentraciones 
de las Cdk (no se muestra) no cambian 

y sobrepasan a las de las cíclinas, 

En las postrimerías de Gy, los niveles 
crecientes de las ciclinas G1/5 promueven 

la formación de los complejos Cdk-G4/5 
que desencadenan la progresión a través 
del punto de control del inicio, Los complejos 
Cdk-S se forman al comienzo de la fase $ 

y desencadenan la replicadión del DMA, así 
como algunos acontecioentos mitóticos 
tempranos. Los complejos Cdk-M se forman 
duramie G2 pero se mantienen enn estado 
inactivo mediante mecanismos que se 
describirán más adelante. Estos complejos se 
activan al final de la fase G7 y desencadenan 
los acontecimientos iniciales de la mitosis. 
Una proteina reguladora distinta, el APC/C, 
del cual trataremos después, inicia la 
transición de la metafase ala anafase, 
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Tabla 17-14 Principales ciclinas y Cdk presentes en los vertebrados y en la levadura 
de gemación 


CdkeGy-. 7. ciclina D*- .': "Cala, Cak6 Cin3 A e 


CdRGYS o dina E o a Cin1, 2 2 aka: 
Cdk-S ciclinaA:  Cdk2,Cdk1i** o Clbs,6 +. Cakt 
: Cd ciclina B. E a TE AA A 


* En mamiferos hay tres ciclinas D (ciclinas D1, D2 y D3). 
E) nombre original de Cdk1 fue Cdc2 tanto en vertebrados como en la levadura de fisión y Cdc28 
en la levadura de gemación. 


diferentes del ciclo celular, probablemente porque la accesibilidad de algunos de los sustratos 
de la Cdk cambia durante el ciclo celular. Por ejemplo, determinadas proteínas que partici- 
pan en la mitosis sólo pueden fosforilarse en Gz. 

Los estudios de las estructuras tridimensionales de las Cdk y de las ciclinas han reveia- 
do que, en ausencia de la ciclina, el sitio activo de la Cdk se encuentra parcialmente tapado 
por una región de la proteína, como una piedra que bloquea la entrada de una cueva (Figu- 
ra 17-174). La unión de la ciclina hace que esa región se aparte del sitio activo, provocando 
y la activación parcial de la enzima Cdk (Figura 17-17B). La activación total del complejo Cdk- 
ciclina sucede después, cuando una quinasa distinta, la quinasa activadora de Cdk (CAXK 
Cdk-activating kinase), fosforila un aminoácido próximo a la entrada al sitio activo de la 
Cak. Esta fosforilación induce un pequeño cambio conformacional que aumenta la activi- 
dad de la Cdk y permite que la quinasa fosforile eficazmente sus proteínas diana desenca- 
denando acontecimientos específicos del ciclo celular (Figura 17-170). <TAGA> 


Las fosforilaciones inhibidoras y las proteínas inhibidoras 
de Cdk (CKI) pueden inhibir la actividad Cdk 


El aumento y descenso de los niveles de las ciclinas es el principal determinante de la activi- 
dad Cdk en el ciclo celular. No obstante, otros mecanismos regulan con precisión la actividad 
Cdk eu etapas específicas del ciclo celular. : 

La fosforilación de dos arninoácidos situados sobre el sitio activo de la quinasa inhibe la 
actividad de los complejos Cdk-ciclina. La fosforilación de estos residuos por la proteína qui- 
nasa denominada Weel inhibe la actividad Cdk, mientras que la desfosforilación de estos 
residuos por una fosfatasa Hamada Cdc25 aumenta la actividad Cdk (Figura 17-18). Más 
adelante veremos que estos mecanismos reguladores son particularmente importantes en el 
control de la actividad Cak-M durante el inicio de la mitosis. 

Los complejos Cdk-ciclina también se regulan por la unión de 
de Cdk (CXL Cdk inhibitor proteins). La estructura tidimensional de un 


clina-CK1 muestra que la wnión de la CKl induce una gran reorganización de la estructura 


proteínas inhibidoras 


un complejo Cdk-ci- 


Figura 17-17 Bases estructurales de la 

activación de las Cdk. Estos esquemas 
ciclina quinasa activadora de Cdk (CAK) están basados en la estructura tridimensional 
de la Cdk2 humana, obtenida mediante 
cristalografía de rayos X. Se indica la 
localización del ATP unido. La enzima se 
muestra en tres estados. (A) En el estado 
inactivo, sin la unión de la ciclina, el sitio 
activo está bloqueado por una región de la 
proteína llamada asa T (rojo). (8) La unión de 
la cidlina hace que el asa Y desaloje el sitio 
actívo, provocando la activación parcial de 
Cdk2. (0) La fosforilación de Cdi (por CAK) 
en un residuo de treonina localizade 
asa T activa aún rnás 


forma del asa Y, mejo 


A ciclina 
E 5 


fosfato activador 
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del sitio activo de la Cdk, volviéndola inactiva (Figura 17-19). Las células utilizan funda- 
mentalmente las CKI para ayudar a regular las actividades de los complejos Cdk-G,/S y Cdk-S 
en las primeras etapas del ciclo celular, > 


El sistema de control del ciclo celular depende 
de la proteolisis cíclica 


Mientras que la activación de complejos Cdk-ciclina específicos dirige la progresión a través 
de los puntos de control del Inicio y de G2/M (véase Figura 17-186), la progresión a través de 
la transición de la metafase a la anafase no se desencadena mediante la fosforilación de pro- 
teínas sino mediante la degradación proteica, conduciendo a las etapas finales de la división 
celular. 

El regulador clave de la transición de la metafase a la anafase es el complejo promotor 
de la anafase o ciclosoma (APC/C: anaphase-promoting complex, o cyclosome), un miern- 
bro de la familia de enzimas ubiquitina ligasa. Tal como se describió en el Capítulo 3, 
muchas de estas enzimas participan en numerosos procesos celulares estimulando la de- 
gradación de proteínas reguladoras específicas. Transfieren múltiples copias de la pequeña 
proteína ubiquitina a proteínas diana específicas, provocando su degradación proteolítica 
en los proteosomas. Otras ubiquitinas ligasa marcan las proteínas con propósitos diferentes 
alos de la degradación. 

El APC/C cataliza la ubiquitinización y degradación de dos proteínas principales. La pri- 
mera es la segurina, la cual normalmente protege los enlaces proteicos que mantienen uni- 
das alas cromátidas hermanas al comienzo de la mitosis. La degradación de la segurina en 
la transición de la metafase a la anafase, activa una proteasa que separa las crormátidas her- 
manas y desencadena la anafase, Las ciclinas 5 y M son la segunda diana principal del 
APC/C. Cuando estas ciclinas son degradadas, la mayoría de las Cdk de la célula se inactivan 
(véase Figura 17-16). Corno consecuencia de ello, muchas proteínas fosforiladas por las Cdk 
desde la fase S basta el inicio de la mitosis son defosforiladas por diferentes fosfatasas pre- 
sentes en la célula anafásica. Esta defosforilación de las dianas de las Cdk es necesaria para 
la finalización de la fase M, incluyendo las últimas etapas de la mitosis y el proceso de la ci- 
tocinesis. Tras su activación hacia la mitad de la mitosis, el APC/C se mantiene activo en G;, 
proporcionando asín periodo estable de inactividad Cdk. Cuando los complejos Cdk-Gy/S 
se activan a finales de Gy, el APC/C se inactiva, permitiendo así la acumulación de las cicli- 
nas para empezar el siguiente ciclo celular. 

El sistema de contro] del ciclo celular también utiliza otra ubiquitina ligasa denormina- 
da SCE (en referencia a los nombres de sus tres subunidades). El SCF ubiquitiniza ciertas 
proteínas CKI a finales de G; y facilita en gran medida el control de la activación de Cdk-S 
yla replicación del DNA. 

Aunque tanto el APC/C como el SCF son grandes complejos proteicos que contienen 
algunos componentes homólogos, su regulación es diferente, La actividad del APC/C carmn- 
bia durante el ciclo celular, fundamentalmente como consecuencia de su asociación con 
una subunidad activadora: Cdc20 durante la anafase o Cdh1 desde las postrimerías de la 
mitosis hasta G] temprana. Estas subunidades ayudan a que el APC/C reconozca a Sus pro- 
teínas diana (Figura 17-204). La actividad del SCF también depende de las subunidades de- 
nominadas proteínas con caja E las cuales ayudan a que el complejo reconozca a sus 
proteínas diana. Sin embargo, a diferencia de la actividad del APCIC, la actividad del SCF es 


constante durante el ciclo celular. La ubíquitinización mediada por el SCE está regulada por 


cambios en el estado de fosforilación de sus proteínas diana, ya que las subunidades con caja F 
sólo reconocen proteínas fosforiladas de forma específica (Figura 17-208). 
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Figura 17-18 Regulación de la actividad 
Cdk mediante fosforilaciones inhibidoras. 
El complejo Cdk-ciclina activo se inactiva 
cuando la quinasa Wee? fosforila dos 
residuos contiguos que se encuentran sobre 
el sitio activo. La eliminación de estos fosfatos 
por la fosfatasa Cdc25 provoca la activación 
del complejo Cdk-ciclina. Para simplificar, 
sólo se muestra un fosfato inhibidor. 

CAK añade el fosfato activador, como se 
muestra en la Figura 17-17, 


Figura 17-19 Inhibición de un complejo 
Cdk-cidina por una CK1, Este esquema está 
basado en la estructura vidimensional del 
complejo Cdk2-ciclina Á humano unido a 
la CX1 p27, da cual se determinó mediante 
cristatografía de rayos X. La proteína p27 
se une tanto a la ciclina corno a la Cdk del 
complejo, deformando el sitio activo de la 
Cdk. Adernás, se inserta en el sitio de unión 
del ATP e inbibe aún rrás la actividad de 

la enzima. 


EL SISTEMA DE CONTROL DEL CICLO CELULAR 
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El control del ciclo celular depende de la regulación transcripcional 


En el ciclo cehulax embrionario de la rana que hemos descrito anteriormente, no se produce 
transcripción génica. El control del ciclo celular depende exclusivamente de mecanismos 
postranscripcionales que suponen la regulación de las Cdk, de las ubiquitinas ligasa y de sus 
proteinas diana. Sin erobargo, en los ciclos celulares más complejos de la mayoría de tipos 
celulares, el control transeripcional proporciona un nivel adicional de regulación. Por ejerm- 
plo, en la mayoría de células, los cambios en la transoripción génica de las ciclinas ayudan a 
regularlos niveles de ciclina. , 

Podemos utilizar microchips de DNA (véase Capítulo 8) para analizar los cambios de la 
expresión génica de todos los genes del genoma a medida que la célula avanza a través 
dei ciclo celular. Los resultados de estos estudios son sorprendentes. Por ejeraplo, alrededor del 
10% de los genes de la levadura de gernación codifican mENA cuyos niveles oscilan durante 
el ciclo celular Algunos de estos genes codifican proteínas con funciones conocidas en el cl- 
clo celular; en cambio, las finciones de muchos otros se desconocer. 


El sistema de control del ciclo celular funciona como una red 
de interruptores bioquímicos 


La Tabla 17-2 resume algunos de los comaponentes principales del sistema de control del ciclo 
celular. Estas proteíoas están fandonalmente asociadas y forma una red robusta, que fun- 
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Figura 17-20 Control de la proteolisis 
porel APC/C y el SCF durante el ciclo celular. 
(5) El APC/C se activa durante la fase de la 
mitosis al asociarse con la subunidad 
activadora Cdc20, que reconoce secuencias 
especificas de aminoácidos de la ciclina M y 
de otras proteínas diana. Con la colaboración 
de dos proteínas adicionales denominadas 
El y E2, el APC/C transfiere numerosas 
moléculas de ubiquitina a la proteína diana, 
Entonces, la diana pollubiquitinada es 
reconocida y degradada en el proteosoma, 
(B) La actividad de la ubiquitina ligasa SCF 
depende de las subunidades de unión al 
sustrato denominadas proteínas con caja F, 
de las que hay muchos tipos diferentes, La 
fosforilación de una proteina diana, como 

la CKI mostrada, permite que la diana sea, 
reconocida por tuna subunidad especifica 

de la proteína con caja E. 
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Tabla 17-2 Resumen de las principales proteínas reguladoras del ciclo celul 


Proteínas quinasa y proteín 5 fosfatasa que modifican las Cdk 


quinasa activaciora de Cdk (CAK) fosforila un sitio acúvador de las Cdk 
quinasa Wee? fosforila sitios inhibidores de las Cdk; implicada sobre tado en la inhibición qn a actividad 

de Cdk1 antes de la mitosis a : 
fosfatasa Cdc25 elimina fosfatos inhibidores de las Cdk; tres miembros de la familia (Cdc25A, B, C) en mamiferos; implicada, a 


lo cad ala en la regulación de la actividad de Cdk1 al comienzo de la mitosis 


, Proteínas inhibid ds. 


Sicl evétas de gemación) lahibe a actividad de Cdk1 en Gy; la fosforilación por Cdk1 al final de G; provoca su degradación 2 

p27 (mamiferos) inhibe las actividades Cdk-Gy/S y Cdk-S en Gy; contribuye a que las células abandonen el ciclo celular cuando" 
se diferencian terminalmente; la fosforilación por Cdk2 induce su ubiquitinización por el SCF o 

p21 (mamiferos) inhibe las actividades Cdk-G1/5 y CdkS como respuesta al daño en el DNA 


p16 (mamiferos) inhibe la actividad Cdk-G, en Gy; a menudo inactivada en el cáncer ' 


Ubiquitina ligasas y sus activador 


APOT cataliza la ubiquitinización de proteínas reguladoras implicadas principalmente en la salida de la mitosis, 
incluyendo la segurina y las ciclinas M y S; regulado a través de la asociación con subunidades activadoras: á 

Cdc20 subunidad activadora del APC/C en todas las células; desencadena la activación inicial del APCICE en la transición 
de la metafase a la anafase; estimulado por la actividad Cdk-M 

Cdhi subunidad activadora del APC/C que mantiene la actividad del APU/C Aa de la anafase y durante 
toda la fase Gy; inhibido por la actividad Cdk a 

SCF cataliza la ubiquitinización de proteínas reguladoras implicadas en el control de Gy, pdujéndo algunas CKI - 


(Sic1 en la levadura de gemación, p27 en mamiferos); la did de las proteínas diana es con frecuencia . 
necesaria para esta actividad 


ciona esencialmente de forma autónoma activando una serie de interruptores bioquímicos, 
cada uno de los cuales desencadena un acontecimiento específico del ciclo celular. 

Cuando las condiciones para la proliferación celular son las adecuadas, diversas señales 
externas e internas estimulan la activación del complejo Cdk-Gy, el cual induce sucesiva- 
mente la expresión de los genes que codifican las ciclinas G1/S y S. La activación resultante 
de Cdk-Gy/S posibilita la progresión a través del punto de control del Inicio. Mediante me- 
canismos que se analizarán más adelante, Cdk-G1/S desencadena una oleada de actividad 
Cdk-S, la cual inicia la duplicación de los cromosomas en la fase $ y también contribuye en al- 
gunos de los acontecimientos iniciales de la mitosis. Después, la activación de Cdk-M desen- 
cadena la progresión a través del punto de control G¿/M y los acontecimientos de las 
primeras etapas de la mitosis, conduciendo a la alineación de las crornátidas hermanas en el 
ecuador del huso mitótico. Finalmente, el APC/C, junto a su activador Cdc20, induce la 
degradación de la segurina y de las ciclinas en la transición de la metafase a la anafase, de- 
sencadenando así la segregación de las cromátidas hermanas y la finalización de la mitosis 
(Figura 17-21). Cuando la mitosis finaliza, numerosos mecanismos colaboran para inhibir 
la actividad Cdk después de la mitosis, lo que resulta en un periodo G, estable, como trata- 
rernos más adelante. Tras esta exposición preliminar, ya podemos tratar estas etapas del ci- 
clo celular con más detalle, empezando con la fase $. 


medio cromosoma 
extracelular Seal a DNA daño en no unido 
favorable no replicado el DNA al huso Figura 17-21 Visión de conjunto del sistema 
de control del cido cefular, El núdeo del 
sitema de control del ciclo celular se 
compone de una señíe de complejos 
e Cdk-cidina (amarillo). Como se describe con 
Cdk-G4  Cdk-G445 SR Cdk-S- > COM et APCIC 


más detalle después, la actividad de cada 
complejo también está influida por varios 
mecarásmmos inhibidores, que proporcionan 
información sobre el medio extracelular, el 
daño celular y dos acontecimientos del ciclo 
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FASE 5 


Resumen 


El sistema de control del ciclo celular desencadena los acontecimientos del ciclo celular y asegura 
que estos procesos se produzcan en el momento adecuado y en el orden correcto. El sistema de control 
reacciona a varias señales intracelulares y extracelulares y detiene el ciclo si la célula no puede com- 
pletar un proceso esencial del ciclo celular o se encuentra con condiciones ambientales o intracelu- 
lares desfavorables, 

Los componentes clave del sistema de control del ciclo celular son las proteínas quinasa de- 
pendientes de ciclina (Cdk), las cuales dependen de las subunidades ciclina para su actividad. Las 
oscilaciones de la actividad de varios complejos Cdk-ciclina regulan diferentes acontecimientos del 
ciclo celular. Así, la activación de los complejos Cdk-ciclina de la fase S (Cdk-S) estimula el comierzo 
de la fase 5, mientras que la activación de los complejos Cdk-ciclina de la fase M (Cdk-M) desenca- 
dena la mitosis. Los mecanismos que regulan las actividades de los complejos Cdk-cictina incluyen 
la fosforilación de la subunidad Cdk, la unión de proteínas inhibidoras de Cdk (CKD, la proteolistis 
de las ciclinas y los cambios de la transcripción de genes que codifican reguladores de las Cdk. El sis- 
tema de control del ciclo celular también depende crucialmente de dos complejos enzimáticos adi- 
cionales, las ubiquitina ligasas APCIC y SCE las cuales catalizan la ubiquitinización y consiguiente 
degradación de proteínas reguladoras específicas que controlan procesos críticos del ciclo. 


FASE S 


Los cromosomas lineales de las células eucariotas son ensamblajes inmensos y dinámicos 
de DNA y proteína; la duplicación es un proceso complejo que ocupa la mayor parte del ci- 
clo celular. No sólo tienen que duplicarse con exactitud las largas moléculas de DNA de 
cada crornosoma —1ma hazaña extraordinaria en sí misma- sino que también tiene que re- 
producirse la cubierta proteica que rodea cada región del DNA, asegurando que las células 
hijas hereden todas las características de la estructura cromosómica. 

El principal acontecimiento de la duplicación de los cromosomas es la replicación del 
DNA. Cada célula tiene que resolver dos problemas al iniciar y al finalizar la replicación 
del DNA. Primero, la replicación debe producirse con una precisión exoema, minimizando así 
el riesgo de mutaciones en la siguiente generación de células. Segundo, cada nucleótido del 
genoma debe copiarse una vez y sólo una, para evitar los efectos perjudiciales de una am- 
plificación génica. En el Capítulo 5, hemos tratado la sofisticada maquinaria proteica que 
lleva a cabo la replicación del DNA con asombrosa velocidad y exactitud. En esta sección, se 
estudiarán los elegantes mecanismos mediante los que el sistema de control del cicio celular 
inicia el proceso de la replicación y, a la vez, impide que ocurra más de una vez por ciclo, 


Cak-S inicia la replicación del DNA una vez en cada ciclo 


La replicación del DNA comienza en los orígenes de replicación, distribuidos en numerosas 
localizaciones de cada cromosoma. Durante la fase $, la iniciación de la replicación del DNA 
sucede en estos orígenes cuando complejos proteicos especializados (a veces denominados 
proteínas iniciadoras) deseprollan la doble hélice en el origen y cargan las enzimas de repli- 
cación del DNA sobre las dos cadenas sencillas patrón. Este fenómeno conduce a la fase de 
elongación de la replicación, cuando la maquinaria de replicación se desplaza desde el origen 
en sentidos opuestos en dos horquillas de replicación (véase Capítulo 5). 

Para asegurar que la duplicación de los cromosomas sucede sólo una vez por ciclo 
celular, la fase de iniciación de la replicación del DNA se divide en dos etapas distintas que se 
producen en diferentes momentos del ciclo celular. La primera etapa tiene lugar en las pos- 
trimerías de la mitosis y el comienzo de G;, cuando un gran complejo de proteínas iniciadores, 
denormaado complejo prerreplicativo, o pre-RC (pre-replicative complex), se ensambla en 
los origenes de replicación. En ocasiones, esta etapa recibe el nombre de licencia de los orí- 
genes de replicación, ya que el inicio de la síntesis de DINA sólo se permite en los orígenes 
gue condenen un pre-RC. La segunda etapa Hiene lagar al comienzo de la fase S, cuando de- 
terrainados coroponentes del pre-RC nuclean la formación de un complejo proteico mayor 
denominado complejo de preiniciación. Este complejo desenrolla la hé de DNA y carga 
ndo asíla 


vado de esta manera, el pre-RC se desensarobla y ya no puede volver a ensamblarse en 


ce 
las DNA polimerasas y Otres enzimas de replicación sobre las cadenas de DNA 


síntesis del DNA, como se describió en el Capítalo 5. Una vez que el origen de x 
ba acú 
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complejos prerreplicativos en los orígenes de replicación 


A 


formación del complejo 


activación de Cdk-5 de preiniciación 
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activación de Cdk-M segregación cromosómica 
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ENTRENARSE 


activación del APCIC ensamblaje de nuevos 
complejos prerreplicativos 


inactivación de Cdk en los orígenes 


el origen hasta la siguiente fase G1. Por consiguiente, los orígenes sólo se pueden activar una 
vez por ciclo celular. 

El sistema de control del ciclo celular regula tanto el ensamblaje del pre-RC como el en- 
samblaje del complejo de preiniciación (Figura 17-22). El ensamblaje del pre-RC es inhibi- 
do por la actividad Cdk y, en la mayoría de células, es activado por el APC/C. Por lo tanto, el 
ensamblaje del pre-RC sucede sólo en las postrimerías de la mitosis y el comienzo de G;, 
cuando la actividad Cdk es baja y la actividad del APC/C es alta. Al comienzo de la fase S, la 
activación de Cdk-S desencadena la formación del complejo de preiniciación, el cual induce 
la síntesis del DNA. Además, el pre-RC se desensambla parcialmente. Dado que las activida- 
des de Cdk-S y Cdk-M se mantienen altas (y la actividad del APC/C se mantiene baja) hasta 
el final de la mitosis, no se pueden ensamblar nuevos complejos pre-RC en los orígenes ac- 
tivados hasta que el ciclo celular haya finalizado. 

La Figura 17-23 muestra alguna de las proteínas que participan en la iniciación de la 
replicación del DNA. Un elemento clave es un cornplejo reultiproteico de gran tamaño lla- 
mado complejo de reconocimiento del origen (ORC: origin recognition complex), que se 
une a los orígenes de replicación durante todo el ciclo celular. En las postrimerías de la mi- 
tosis y el comienzo de Gy. las proteínas Cdc6 y Cdtl se unen al ORC en los orígenes y cola- 
boran en la carga de un grupo de seis proteínas homólogas denominadas proteímas Mena. El 
gran complejo resultante es el pre-RC; ahora el origen está licenciado para la replicación. 

Las seis proteínas Mom del pre-RC forman un anillo alrededor del DNA que al parecer 
actúa como la principal DNA helicasa que desenrolla el DINA en el origen cuando comieriza 
la síntesis del DMA y cuando las horquillas de replicación se desplazan en sentidos opuestos 
desde el origen, Así, el principal propósito del pre-RC es cargar la helicasa que desempeñará 

un papel fundamental en el siguiente proceso de replicación del DNA. 


Una vez que el pre-RC se ha ensamblado en Gy, el origen de replicación puede activarse. 


La activación de Cdk-S al nal de G, induce el ensamblaje de varios complejos proteicos adi- 
cionales en el origen, conduciendo a la formación de un complejo de preiniciación gigante 
que desenralla la hélice y comienza la síntesis del DNA, 

Ala vez que inicia la replicación del DNA, CdicS induce el desensamblaje de algunos 
compouentes del pre-RC en el origen. Las Cdk fosforilan tanto el ORC como Cdcó, provo- 
cando su inhibición mediante diferentes mecanismos. Adernás, de o del APOÍC 
al final de G; también ayu 


le la mitosis y al co- 


e iniciación Ea 


Figura 17-22 Control de la duplicación 
cromosómica, Los preparativos para la 
replicación del DNA empiezan en Gy con el 
ensamblaje de los complejos prerreplicativos 
(preRO) en los orígenes de replicación. La 
activación de Cdk-S conduce a la formación 
de complejos multiproteicos de preiniciación 
que desenrollan el DNA en los orígenes y 
comienzan el proceso de replicación del 
DMA. De cada origen salen dos horquillas 

de replicación hasta que se duplica todo el 
cromosorna. Los cromosomas duplicados se 
segregan después en la fase M. La activación 
de los orígenes de replicación en la fase S 
también provoca el desensambilaje de los 
complejos prerreplicativos, los cuales no se 
reorganizan en los orígenes hasta la siguiente 
fase Gy; este mecanismo asegura que cada 
origen sólo se activa una vez en cada ciclo 
celular. 
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( ORC (complejo de reconocimiento del origen) Figura 17--23 Control de la iniciación de la 
| replicación del DNA. El ORC permanece 
asociado a un origen de replicación durante 
todo el ciclo celular. Al principio de Gy, Cdc6 y 
origen Carl se asocian con el ORC.A continuación, 
el complejo proteico resultante se ensambla, 
Mem forma complejos anulares en el DNA 
adyacente y da lugar a la formación del 
compleja prerreplicativo (pre-RO). Entonces, 
Cdk-S (con la colaboración de otra proteína 
quinasa que no se muestra) estimula el 
ensamblaje de varias proteínas adicionales 
en el origen formando el complejo de 
preiniciación. La DNA polimerasa y otras 
complejo prerreplicativo (pre-RC) proteínas de replicación son reclutadas en el 
r _ 1 origen, los complejas anulares de proteínas 
Mem se activan como DNA helicasas y el 
desenrolamiento del DNA permite que 
empiece la replicación del DNA. Cdk-S 
también bloquea la doble replicación 
al inducir la degradación de Cdcé6 y la 
inactivación del ORC, La proteína geminina 
inactiva Cdtl. La geminina es una diana del 
APC/C por lo que sus niveles aumentan 
durante las fases S y M, cuando el APC/C está 
inactivo. Así, los componentes del pre-RE 
(Cdc6, Cdt1, Mern) no pueden formar un 
nuevo pre-RC en los origenes hasta que 
Cdk-M se haya inactivado y el APUC se haya 
activado al final de la mitosis (véase el texto). 


Cdco 


DESENCADENA 
LA FASE 5 


complejo de 
preíniciación 


FINALIZACIÓN DE LA 
REPLICACIÓN DEL DNA 


mienzo de Gy, el APC/C induce la degradación de una proteína, la geminina, que se une e 
inhibe Cdtl, un componente del pre-RC. De este modo, cuando el APC/C se inactiva al final 

| de Gy, la gerninina se acumula e inhibe Cdtl. Así pues, a través de diferentes vías, tanto las 
| actividades de Cdk-S y Cdk-M, como la baja actividad del APC/C, bloquean la formación del 
pre-RC durante la fase 5 y posteriormente. ¿Cómo se recompone después el sistema de con- 
trol del ciclo celular permitiendo que en el siguiente ciclo celular se leve a cabo la replica- 
ción? La respuesta es sencilla, Al final de la roítosis, la activación del APC/C induce la 
inactivación de las Cdk y la degradación de la geminina. Los componentes del pre-RC son 
defosforilados y Cdt se activa, permitiendo el ensamblaje del pre-RC que prepara a la cólu-- 
la para la siguiente fase 5. 


La duplicación de los cromosomas requiere la duplicación 
de la estructura de la cromatina 


- ELONA de los cromosomas está cuy empaquetado en una variedad de componentes pro- 
teicos, incluidas las bistonas y varias proteínas reguladoras implicadas en el control de la ex- 
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presión génica (véase Capitido 4). La duplicación de un cromosoma no es sólo cuestión de 
replicar el DNA, sino que también supone la duplicación de estas proteínas de la cromatina 
y de su ensamblaje apropiado en el DINA. . 

La síntesis de las proteínas de la cromatina aumenta durante la fase S proporcionando 
las materias primas necesarias para ermpaquetar el DNA recién sintetizado. Fundamental- 
mente, los complejos Cdk-S inducen un gran aumento de la síntesis de las cuatro subunidades 
de las histonas que forman los octámeros de histonas del núcleo de cada nucleosoma. Estas 
subunidades se ensamblan en nucleosornas en el DNA mediante factores de ensamblaje de 
los nucleosomnas, los cuales típicamente se asocian con la horquilla de replicación y distri- 
buyen a los nucleosornas en ambas cadenas del DNA a medida que emergen de la maquina- 
ría de síntesis del DNA. 

El empaquetamiento de la cromatina facilita la regulación de la la expresión génica. En 
algunas partes del cromosoma, la cromatina está muy condensada y se denomina hetero- 
cromatina, mientras que en otras regiones ene una estructura más abierta y se denomina 
eucromatina. Estas diferencias en la estructura de la cromatina dependen de varios meca- 
nismos, incluidas la modificación de las colas de las histonas y la presencia de proteínas no 
histonas (véase Capítulo 4). Dado que estas diferencias son importantes en la regulación gé- 
nica, es crucial que la estructura de la cromatina, como la del DINA que contiene, se repro- 
duzca con precisión durante la fase S. Sin ermbargo, no se conoce bien cómo se duplica la 
estructura de la cromatina. Durante la síntesis del DNA, es probable que unas enzimas nm0- 
dificadoras de histonas y varias proteínas no histonas se depositen en las dos nuevas cade- 
nas de DNA a medida que emergen de la horquilla de replicación; se cree que estas proteínas 
ayudan a reproducir la estructura local de la cromatina del cromosoma parental. 


Las cohesinas ayudan a mantener a las cromátidas hermanas juntas 


Al final de la fase S, cada cromosoma replicado consta de un par de cromátidas hermanas 
idénticas unidas entre sí a lo largo de toda su longitud. Esta cohesión de las cromátidas her- 
manas genera las condiciones adecuadas para una mitosis con éxito, ya que facilita en gran 
medida la unión de las dos cromátidas hermanas a los polos opuestos del huso mitótico. Se- 
rá ruy difícil lograr esta unión bipolar si las cromátidas hermanas se separaran después de 
la fase S. En efecto, defectos en la cohesión de las cromátidas hermanas por ejemplo, en le- 
vaduras mutantes- conducen de forma inevitable a graves errores en la segregación de los 
cromosomas. 

La cohesión de las cromátidas hermanas depende de un gran complejo proteico deno- 
minado cohesina, el cual se deposita en muchas ubicaciones a lo largo de cada cromátida 
hermana a medida que el DNA se replica durante la fase 5. Dos de las subunidades de la cohe- 
sina son miernbros de una gran familia de proteínas denominada proteinas 8$MC (Structural 
Maintenance of Chromosomes, mantenimiento estructural de los cromosomas). La cohesina 


forma estructuras anmiares gigantes y parece que estas estructuras podrían formar los anillos . 


que rodean a las dos cromátidas hermanas (Figura 17-24). 

La cohesión de las cromátidas hermanas también resulta, al menos en parte, de la con- 
catenación del DITA, el enrollamiento de las moléculas hermanas de DNA que se produce 
cuando dos horquillas de replicación se encuentran durante la síntesis del DNA. Entre la fase S 
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Figura 17-24 Cobesina. La cohesina es 

un complejo proteico formado por cuatro 
subunidades. Dos de estas subunidades, 
Sracl y $mea3, son proteínas sobreenrolladas 
con un dominio ATPasa en un extremo; 
juntas, forman una gran estructura en forma 
de Y corno la que se muestra. Las otras dos 
subunidades, 5001 y 503, conectan los 
dominios ATFasa de la cabeza formando 
una estructura anular que puede rodear 

las crommátidas hermanas, Como se 

rouestra ena figura. 
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y el comienzo de la mítosis, la enzima topoisomerasa ll desenrolla de forma gradual los DNA 


" hermanos concatenados, cortando una molécula de DNA, pasando la otra a través de la ro- 


tura y después volviendo a unir el DNA cortado (véase Figura 5-23). Cuando la concatena- 
ción se elimina, la cohesión de las cromátidas hermanas depende sobre todo de los 
complejos de cohesinas. Por lo tanto, la pérdida de la cohesión de las cromátidas hermanas 
en la transición de la metafase a la anafase depende fundamentalmente de la degradación 
de estos complejos, como describiremos más adelante. 


Resumen 


La duplicación de los cromosomas durante la fase S supone la replicación exacta de toda la molé- 
cula de DNA de cada cromosoma, así como la duplicación de las proteínas de la cromatina que se 
asocian con el DNA y regulan varios aspectos de la función de los cromosomas. La duplicación de los 
cromosomas se desencadena mediante la activación del complejo Cdk-5, el cual activa proteínas 
que desenrollan el DNA e inician su replicación en lugares del DNA denominados orígenes de repli- 
cación. Cuando un origen de replicación se ha activado durante la fase S, Cdke-S también inhibe 
proteínas necesarias para permitir que el origen inicie la replicación del DNA otra vez. Así, cada 
origen se activa una vez y sólo una vezen cada fase 5 y no se puede volver a utilizar hasta el siguiente 
ciclo celular. 
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Después de terminar la fase S y de producirse la transición a través de Gz, la célula experi- 
menta los espectaculares procesos de la fase M. Esta fase empieza con la mitosis, en la que 
las cromátidas hermanas se separan y se distibuyen (segregan) en un par de núcleos hijos 
idénticos, cada uno de ellos con su propia copia del genoma. La mitosis se divide tradicio- 
nalmente en cinco etápas —profase, prometafase, metafase, anafase y telofase- definidas prin- 
cipalmente en función del comportamiento de los cromosomas tal como se observan al 
microscopio. <7TACT> <TCAA> Cuando la mitosis termina, el segundo acontecimiento prin- 
cipal de la fase M -da citocinesis- divide a la célula en dos mitades, cada una de ellas con un 
núcleo idéntico. El Panel 17-1 resume los principales acontecimientos de la fase M. 


Desde el punto de vista de la regulación, la mitosis se puede dividir en dos partes prin- ' 


cipales, cada una de ellas regulada por diferentes componentes del sistema de control del ciclo 
celular. Primero, un aumento súbito de la actividad Cdk-M en el punto de control G2/M de- 
sencadena los acontecimientos de las primeras etapas de la mitosis (profase, prometalase y 
metafase). Durante este periodo, Cdk-M y varias proteínas quinasa mitóticas fosforilan di- 
versas proteínas, provocando el ensamblaje del huso mitótico y su unión a las cromátidas 
hermanas. La segunda parte principal de la mitosis empieza en la transición de la metafase 
ala anafase, cuando el APC/C induce la degradación de la segurina al líberar la proteasa que 
escinde la cohesina, iniciándose asi la separación de las cromátidas hermanas. El APC/C 
también desencadena la degradación de las ciclinas, lo que provoca la inactivación de la Cdk 
y la defosforilación de las dianas de la Cdk, lo cual es necesario para que se produzcan todos 
los acontegimientos del final de la fase M, incluidos la finalización de la anafase, el desen- 
samblaje del huso mitótico y la división de la célula mediante la cfocinesis. 

En esta sección, describiremos los acontecimientos mecánicos clave de la mitosis y cómo 
son regulados por Cdk-M y el APCIC. 


Cdk-M desencadena la entrada en la mitosis - 


Una de las características más extraordinarias del control del ciclo celular es que na sola 
proteína quinasa, Cdk-M, desencadena la gran diversidad y complejidad de reorganizacio- 
nes celulares que se producen en las primeras etapas de la mitosis. Por lo menos, Cdle-M tie- 
ne que inducir el ensarnblaje del huso mitótico y asegurar que cada cromátda hermana de 
una pareja esté unida al polo opuesto del huso. Cdic-M también induce la condensación de 
los cromeosomas, la reorganización a gras escala de las cromátidas hermanas en estruchuras 

app jane n bastón. En las células animales, Cdk-M tarnbién estuaula la dis- 
vuclear y la reorganización del citoesqueleto de actina y del cora- 
jue estos procesos se producen cuando Cdk-M fosforila proteínas 
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En la profase, los 
cromosomas replicados, 
cada uno de ellos formado 
por dos cromátidas 
hermanas estrechamente 
asociadas, se condensan. 
Fuera del núdeo, el huso 
mitótico se ensambia entre 
los dos centrosomas, que 
se han replicado y separado. 
Para simplificar, sólo 

se representan tres 
cromosomas. Las células 
diploides presentarían dos 
copias de cada cromosoma. 
En la micrografía de 
fHuorescencia, los 
cromosomas están 

teñidos de naranja y los 
microtúbulos de verde. 


La prometafase empieza 
abruptamente con la 
desorganización de la 
envoltura nuclear. Ahora, 
los cromosornas pueden 
unirse a los microtúbulos 
dal huso mediante sus 
cinetocoros y empezar a 
desplazarse activamente. 


lafase, los 
cromosormnas se alinean 
en el ecuador del huso, 
a mitad de camino entre 
los polos del huso. Los 
emicrotúbilos cinetocóricos 
unen las cromátdas 
hermanas a los polos 
opuestos del huso. 


microtúbulo A 
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En la anafase, las 
cromátidas hermanas 

se separan de forma 
sincrónica formando los dos 
cromosomas hijos; cada 
uno de ellos es arrastrado 
lentamente hacia el polo 
del huso al que está 
adherido. Los microtúbulos 
cinetocóricos se acortan 

y los polos del huso 
también se separan; 
ambos procesos 
contribuyen a la 
segregación de 

los cromosomas. 


Durante la telofase, las dos 
dotaciones de cromosomas 
hijos Negan a los polos del 
huso y se descondensan. 
Se reorganiza una nueva 
envoltura nuclear alrededor 
de cada dotación 
cromosómica, lo que 
completa la formación 

de los dos núcleos y 

marca el tinal de la mitosis. 
La división del citoplasma 
empieza con la contracción 
del anilio contráctil, 
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Durante la citocinesis, el 
citoplasma se divide en 
dos mediame un anillo 
comtráctl de filamentos de 
actina y de miosina, el cual 
estrangula la celula en d 
dando lugar a dos células 
hijas, cada una de ellas 
con un núcleo. 
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específicas que están implicadas en el proceso, aunque la mayoría de estas proteínas no han 
sido identificadas. 

Cak-M no es la única quinasa que fosforila proteínas clave implicadas en el comienzo 
de la mitosis. Dos familias adicionales de proteínas quinasa, las quinasas semejantes a Polo 
y las Aurora quinasas, también contribuyen a la regulación de los acontecimientos mitóticos 
iniciales. Por ejemplo, la quinasa semejante a Polo Plk, es necesaria para el ensamblaje de un 
huso rnitótico bipolar, en parte porque fosforila proteínas implicadas en la separación de los 
polos del huso al principio de la mitosis. La Aurora quinasa Aurora-A también colabora en la 
regulación de las proteínas que regulan el ensamblaje y la estabilidad del huso, mientras que 
Aurora-B controla la unión de las cromátidas hermanas al huso, como describiremos más 
adelante. La activación de las quinasas semejantes a Polo y de las Aurora quinasas depende 
de la actividad Cdk-M, pero se desconocen los mecanismos de activación precisos. 


La defosforilación activa Cdk-M al principio de la mitosis 


La activación de Cdk-M cornienza con la acumulación de la ciclina M (ciclina B en verte- 
“brados, véase Tabla 171). En los ciclos celulares de embriones, su síntesis es constante en 
todo el ciclo y su acumulación es consecuencia de la gran estabilidad de la proteína en la in- 
terfase. Sin embargo, en la mayoría de los tipos celulares, su síntesis aumenta en G y M, de- 
bido sobre todo a un aumento de la transcripción del gen de la ciclina M. Este aumento de la 
masa proteica de la ciclina M conduce a la correspondiente acumulación de Cdk-M (el cor- 
plejo formado por Cdkd y ciclina M) a medida que la célula se aproxima a la mitosis. Aunque 
la Cdk de estos complejos es fosforilada en un lugar activador por la quinasa activadora de 
Cdk (CAJO, como-se indicó antes, la proteína quinasa Weel la mantiene inactiva mediante 
iosforilaciones inhibidoras en dos sitios contiguos (véase Figura 17-18). Así, para cuándo 
haya alcanzado el final de Gz, la célula contiene abundantes reservas de complejos Cdk-M 
preparados para actuar pero que están inhibidos por fosfatos que bloquean el sitio activo 
de la quinasa, 

¿Qué es lo que provoca la activación de las reservas de Cdk-M? El acontecimiento deci- 
sivo es la activación de la proteína fosfatasa Cde25, la cual elimina los fosfatos inhibidores 
que inactivan Cdk-M (Figura 17-25). Al mismo tiempo, la actividad inbibidora de la quinasa 
Weel también está inhibida, asegurando aún más que la actividad Cdk-M aumente. Se des- 
conocen los mecanismos que activan Cdc25 (e inhiben Wee1) al comienzo de la mitosis. Una 
posibilidad es que los complejos Cdic-S que están activos en Ga y en el comienzo de la pro- 
fase activen Cdc25. 

Resulta interesante que Cdc25 también puede activarse, al menos en parte, por su dia- 
na, Cdk-M. Cdk-M también puede inhibir la quinasa inhibidora VWeel. La capacidad de 
Cdk-M para activar su propio activador (Cdc25) e inhibir su propio inhibidor (Weel1) indica 
que la activación de Cdk-M en la mitosis supone bucles de retroalimentación positiva (véa- 
se Figura 17-25). Según este atractivo modelo, la activación parcial de Cdc25 (tal vez por 
Cdk-S) activa en parte una subpoblación de complejos Cdk-M, los cuales fosforilarán des- 
pués más moléculas Cdc25 y Weel. Este hecho conduce a una mayor activación de Cdk-M y 
así sucesivamente. Un mecanismo como éste enseguida activaría por completo todos los 


fosfatasa 
inactiva 


tostato 
inhibidor 
j 
quinasa activador 


A tostato 
activador 


Cdk-iM activo 


COk4 
inactivo 


quinasa inhíbidora 
de Cdk 


pa 


Cdk Cak-bA 


Inactivo 


y 


Figura 17-25 Activación de Cdk-M. Cdk1 

se asocia con la ciclina M a medida que los 
niveles de ciclina M aumentan gradualmente. 
El complejo Cdi-M resultante es fosforilado 
en un sitio activador por la quinasa 
activadora de Cdk (CAÍO y en dos sitios 
inhibidores por la quinasa Wee1, El complejo 
Cdk-M inactivo que resulta de este proceso es 
activado por la fosfatasa Cdc2s al final de Ga. 
Adernás, Cdc25 también es activada por 

el complejo Cdk-M activo, originando 

una retrroeliment í Esta 
mentación se ve intensificada por 

la capacidad de Cdk-M para inhibk YWeel, 
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complejos Cdk-M de la célula. Como se ha mencionado existen interruptores moleculares 
semejantes a éste que actúan en varios puntos del ciclo celular provocando la súbita y corm- 
pleta transición desde una etapa del ciclo celular a la siguiente. 


La condensina ayuda a configurar los cromosomas duplicados 
para la separación 


Al final de la fase S, las en extremo largas moléculas de DNA de las cromátidas hermanas es- 
tán enredadas en una masa de proteínas y de DNA parcialmente concatenado. En este esta- 
do, cualquier intento de separar las cromátidas hermanas sin duda provocaría roturas en los 
cromosomas. Para evitar este desastre, la célula dedica mucha energía al comienzo de la mi- 
tosis, a reorganizar de forma gradual las cromátidas hermanas en estructuras cortas y defi- 
nidas que se puedan separar con más facilidad en la anafase. Estos cambios cromosómicos 
suponen dos procesos: la condensación de los cromosomas, en la que las cromátidas se em- 
paquetan, y la resolución de las cromátidas hermanas, a través de la cual las dos cromátidas 
hermanas se resuelven en unidades diferentes y separables (Figura 17-26). La resolución es el 
resultado de la separación de los DNA hermanos, junto a la eliminación parcial de las molé- 
culas de cohesina a lo largo de los brazos de los cromosomas. Por consiguiente, cuando la cé- 
lula alcanza la metafase, las cromátidas hermanas se observan en el microscopio como 
estructuras compactas semejantes a un bastón que están unidas con fuerza en sus regiones 
centroméricas pero débilmente unidas a lo largo de sus brazos. 

La condensación y la resolución de las ccomátidas hermanas depende, al menos en par- 
te, de un complejo proteico compuesto por cinco subunidades denominado condensina. 
La estructura de la condensina es homóloga a la del complejo de cohesinas que mantiene 
Juntas las cromátidas hermanas (véase Figura 17-24). Contiene dos subunidades SMC como 
las de la cohesina, más tres subunidades no SMC (Figura 17-27). La condensina puede for- 
mar una estructura parecida a un anillo que de algún modo utiliza la energía proporcionada 
por la hidrólisis del ATP para inducir la compactación y la resolución de las cromátidas her- 
manas., En un tubo de ensayo, la condensina puede rnodificar el enrollamiento de molécu- 
las de DNA y parece que esta actividad es importante para que se produzca la condensación 
de los cromosomas en la mitosis. Es interesante que la fosforilación de subunidades de la 
condensina por Cdk-M estimule esta actividad enrrolladora y proporcione un mecanismo 
mediante el cual Cdk-M estimula la reestructuración de los cromosomas al comienzo de la 
mitosis, 


El huso mitótico es una máquina basada en microtúbulos 


En todos los eucariotas, el acontecimiento fundamental de la mitosis --la segregación de los 
cromosomas- depende de una compleja y magnífica máquina denominada huso ruitóticao. 
El huso es un conjunto bipolar de microtúbulos, que separa las cromátidas hermanas en la 
anafase, segregando así los dos complementos cromosómicos en extremos opuestos de la 
célula, donde se empaquetan en núcleos hijos, Cdk-M desencadena el ensamblaje del huso 
al comienzo de la mitosis, en paralelo a la reestructuración cromosómica que acabamos de 
describir, Antes de considerar córno se ensambla el huso y cómo se unen sus mierotábulos 
alas cromátidas hermanas, repasaremos brevemente las características básicas de la estrue- 
bira del huso mitótico. 

Como hemos tratado en el Capítulo 16, el huso mitótico es un conjunto bipolar de rai- 
crotúbulos, cuyos extremos menos se oñentan bacia los dos polos del huso, mientras gue 
los extremos más irradian hacia fiera desde los polos (Figura 17-28). <GTCT> Los extremos 
más de algunos microtúbulos denominados microtúbulos interpolares- interactúan con 
los extremos más de roicrotúbulos del otro polo, dando lugar a un conjunto antiparalelo en 
la zona media del huso. Los extremos más de otros microtúbulos los máicrotúbulos cineto- 
córicos- están unidos a parejas de cromátidas hermanas en grandes estructuras proteicas 
denominadas cinetocoros, los cuales se localizan en el centrómero de cada cromátida her- 
mana. Por último, muchos husos mitóticos también contienen naicrotábualos astrales que 
irradian aci 


a desde los polos y contactan con el córtex celular, ayudando a posicionar 
el huso en la célula. > 
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Figura 17-26 Cromosoma mitótico, 
Electromicrografía de barrido de un 
cromosoma mitótico humano que está 
formado por dos cromátidas hermanas 
unidas a lo largo de toda su longitud. 
Las regiones constreñidas son los 
centrómeros, (Cortesía de Terry D. Allen.) 


dominio ATPasa 


Figura 17-27 Condensina. La condensina 
es un complejo proteico formado por cinco 
subunidades que se parece a la cohesina 
biéase Figura 17-24), Los dominios de la 
cabeza de sus dos subunidades principales, 
5meal y 5rac4, se mantienen juntos mediante 
tres subunidades adicionales. Se desconoce 
de qué forma la condensina cataliza la 
reestnacturación y compactación del 

DONA cromosómico, pero puede formar 

tna estructura anular que rodea bucles 

de DNA como se muestra en la figura; 
puede hidrolizar ATP y enrollar moléculas 
de ONAÁ enn tubo de ensayo, 
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ma está formado por una nube de material amorfo (denominado matriz pericentriolar) que 
rodea un par de centríolos (Figura 17-29). La mabiz pericentiolar nuclea a un conjunto ra- 
dial de microtúbulos, con sus extremos más de crecimiento rápido proyectándose hacia fue- 
ra y sus extrernos menos asociados al centrosoma. La matriz contiene una gran variedad de 
proteínas, inckiyendo las proteínas motoras dependientes de rmicrotúbulos, las proteínas 
sobreenrolladas que unen los motores al centrosorna, las proteínas estructurales y los com- 
ponentes del sistema de control del ciclo celular. Todavía es más importante que la matriz 
contiene el complejo en anillo de y-tubulina, principal responsable de la nucleación de los 
rajerotúbulos (descrito en el Capítulo 16). 


Figura 17-28 Tres clases de microtúbulos 
del huso mitótico en una célula animal. 
Los extremos más de los microtúbulos se 
proyectan desde los centrosomas, mientras 
que los extremos menos están anclados en 
los polos del huso, que en este ejemplo 
están organizados por los centrosomas. 
Los microtúbutos cinetocóricos. conectan 
los polos del huso con los cinetocoros de las 
crormátidas hermanas, mientras que los 
microtúbulos interpolares de los dos polos 
se interdigitan en el ecuador del huso. Los 
microtúbulos astrales se extienden desde 
los polos por el citoplasma y por lo general 
interaccionan con el córtex celular, 
colaborando en el posicionamiento 

del huso en la célula, 


7 A 


(8) 


Figura 17-29 Centrosoma. (A) Electrornicrografía de una célula de mamífero en cultivo en fase 5 en la que 

se observa un centrosoma duplicado, Cada centrosoma contiene un par de centriolos; aunque los centriolos 
se han duplicado, permanecen juntos formando un solo complejo, como se muestra en el dibujo (B) realizado 
sobre la micrografía de (A). Un centríolo de cada par de centriolos se ha seccionado de forma transversal, 

y el otro, longitudinalmente, lo que indica que los dos miembros de cada par están dispuestos en ángulo recto 
uno respecto del otro. Cuando la célula entre en la fase M, las dos mitades del centrosorna replicado, cada 

una de las cuales está formada por un par de centriolos rodeados por la matriz pericentriolar, se separarán y 
migrarán, iniciando la formación de los dos polos del huso mitótico. (() Electromicrografía de un par de 
centríolos que se han aislado de na célula, Los dos centríolos se han separado parcialmente durante el 
proceso de aislamiento, pero permanecen conectados entre sí por unas fibras delgadas que los mantienen 
juntos hasta el momento que deban separarse, Ambos centriolos están seccionados longitudinalmente, lo 

que permite observar que sus estucturas son diferentes: el centríolo madre es mayor y más complejo que 

el centriolo hijo, y sólo el centríolo madre se asocia con la matriz pericentriolar que nuclea los microtábulos. 
Cada centríolo hijo madurará durante el siguiente cíclo celular, cuando se replicará dendo lugar a su propio 
cencíato hijo. (A, de M, MCG DP. Highfield, TM, Monahan y E.R. Brínidey, 1 Ultrostruct Res. 87:43-53, 1976, Con 
la autorización de Academic Press; C, de M. Paintrand etal, 1 Struct, Biol 108:107-128, 1992, Con la autorización 
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Algunas células -fundamentalmente las células de las plantas superiores y los ovocitos 
de muchos vertebrados- no tienen centrosomas, y las proteínas motoras dependientes de 
múcrotúbulos y otras proteinas asociadas a los extrernos menos de los microtúbulos organi- 
zan y orientan los polos del huso mitótico, 


Las proteínas motoras dependientes de microtúbulos 
regulan el ensamblaje y la función del huso 


El ensamblaje y la función del huso mitótico dependen de numerosas proteínas motoras de- 
pendientes de microtúbulos. Como se describió en el Capítulo 16, estas proteínas pertenecen 
a dos familias: las proteínas relacionadas con la quinesina, que por lo general se desplazan 
hacia el extremo más de los microtúbulos, y las dineínas, que se dirigen hacia el extremo me- 
nos. En el huso mitótico, estas proteínas motoras generalmente actúan en o cerca delos ex- 
tremos de los microtúbulos. Cuatro tipos principales de proteínas motoras -quinesina-5, 
quinesina-14, quinesinas-4 y 10, y dineína-— son en especial importantes en el ensamblaje y la 
función del huso (Figura 17-30). 

La quínesina-5 tiene dos dominios motores que interaccionan con los extremos más de 
los microtúbulos antiparalelos en la zona media del huso. Dado que los dos dominios mo- 
tores se desplazan hacia los extremos más de los microtúbulos, deslizan a los dos microtú- 
bulos antíparalelos en sentidos opuestos hacia los polos del huso y separan los polos. Por el 
contrario, la quinesina-14 es una proteína motora que se dirige hacia el externo menos con 
un único dominio motor y otros dominios que pueden interaccionar con otro microtábulo. 
Puede entrecruzar microtúbulos interpolares antiparalelos en la zona media del huso y ien- 
de a juntar los polos. La quinesina-4 y la quinesina-10, también denominadas cromoquine- 
sinas, son motores dirigidos hacia el extremo más que se asocian con los brazos de los 
cromosomas y alejan el cromosoma al que se han unido del polo (o alejan el pelo del cro- 
mosoma). Por último, las dineínas son motores dirigidos hacia el extremo menos que, junto 
con proteínas asociadas, organizan a los microtúbulos en varias ubicaciones celulares. Por 
ejemplo, las dineínas unen los extremos más de los microtúbulos astrales a componentes 
del citoesqueleto de actina en el córtex celular, y desplazándose hacia el extremo menos de 
los microtúbulos, los motores de dineína empujan los polos del huso hacia el córtex celular 
y los separan. 


Dos mecanismos colaboran en el ensamblaje de un huso 
mitótico bipolar 


El huso mitótico tiene que tener dos polos para axrastrar las dos dotaciones de cromátidas 
hermanas a extremos opuestos de la célula en la anafase. En las células animales, el princi- 
pal objetivo de este capítulo, dos mecanismos colaboran asegurando la bipolaridad del huso. 
Uno de los mecanismos depende de la capacidad de los cromosomas mitóticos para nuclear 
y estabilizar a los microtúbulos y de la capacidad de varias de las proteínas motoras recién 
descritas para organizar a los microtúbulos en un conjunto bipolar, con los extremos menos 
dirigidos hacia los dos polos del huso y los extremos más interactuando entre ellos en la zona 
media del huso. El otro mecanismo depende de la capacidad de los centrosormnas para ayu- 
dar a formar los polos del huso. Una célula animal típica inicía la mitosis con un par de cen- 
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Figura 17-30 Principales proteinas motoras 
del huso. Cuatro clases principales de 
proteínas motoras dependientes de los 
microtúbulos (recuadros amarillos) 
contribuyen al ensambiaje y la función 

del huso (véase el texto). Las flechas 

indican el sentido del movimiento 

de las proteinas motoras a lo largo de 

un microtúbulo fazul hacia el extremo 


menos y rojo hac 
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trosomeas, cada uno de los cuales nueles un conjunto radial de microníbulos. Los dos centro- 
somas facilitan el ensamblaje del huso bipolar al proporcionar un par de polos del huso mi- 
tótico prefabricados. Sin embargo, los centrosomas no son esenciales para el ensamblaje de 
un huso bipolar, ya que en células que normalmente carecen de centrosomas y en células en 


cultivo, en las que el centrosoma ha sido destruido con un rayo láser, también se forma un 


huso funcional, 

A continuación se describirán las etapas del ensamblaje del huso, empezando con el en- 
samblaje dependiente del centrosoma al comienzo de la mitosis. Luego consideraremos el 
mecanismo de autoorganización que no requiere centrosomas y que es en especial impor- 


tante después de la desorganización de la envoltura nuclear. 


La duplicación del centrosoma se produce al principio 
del ciclo celular 


La mayoría de células animales tienen un único centrosoma que nuclea la mayoría de los 
microtúbulos citoplasmáticos. El centrosoma se duplica cuando la célula entra en el ciclo 
celular, de modo que pera cuando la célula alcanza la mitosis tiene dos centrosomas. La 
duplicación del centrosoma comienza a la vez que la célula entra en la fase S. El complejo 
Cdk-G,/S (formado por Cdk2 y ciclina E en las células animales; véase Tabla 17-1) que de- 
sencadena la entrada en el ciclo celular también inicia la duplicación del centrosoma. Los 
dos centríolos del centrosoma se separan y cada uno de ellos nuclea la formación de un nue- 
vo centríolo; el resultado son dos pares de centríolos ubicados en una matriz pericentriolar 
agrandada (Figura 17-31). Este par de centrosomas permanecen juntos en un lado del nú- 
cleo hasta que la célula entra en la mitosis. 

Existen interesantes analogías entre la duplicación de los centrosomas y la duplicación 
de los cromosomas. Ambos utilizan un mecanismo semiconservativo de duplicación, en el 
cual las dos mitades se separan y actúan de moldes para construir una nueva mitad. Los cen- 
trosomas, como los cromosomas, tiene que replicarse una vez y sólo una cada ciclo celular 
para asegurar que la célula entre en la mitosis con sólo dos copias: un número incorrecto de 
centrosomas podría provocar defectos en el ensamblaje del huso y, como consecuencia, 
errores en la segregación de los cromosomas. , 

Los mecanismos que limitan la duplicación de los centrosomas a una vez por ciclo ce- 
har son inciertos. En muchos tipos celulares, la inhibición experimental de la síntesis del 
DNA. bloquea la duplicación de los centrosomas y proporciona un mecanismo mediante el 
cual se controla el número de centrosomas. En cambio otros tipos celulares, incluidos los 
de los embriones en desarrollo de moscas, erizos de max y ranas, no presentan dicho meca- 
nismo y la duplicación de los centrosomas continúa aunque se haya bloqueado la dupli- 
cación de los cromosomas. Se desconoce cómo estas células limitan la duplicación de los 
centrosomas a una vez por ciclo celular. 


Cdk-M inicia el ensamblaje del huso en la profase 


Al comienzo de la mitosis, el aumento repentino de la acuvidad de Cdk-M induce el en- 
samblaje del huso. En las células animales, los dos centrosomas se desplazan alrededor de la 


Figura 17-31 Replicación centriolar. 
El centrosoma está formado por un par de 
centríolos y la matriz pericentriolar asociada 
iverdej. Encun determinado momento de (y, 
los dos centriolos se separan algunas micras. 
Dirante la fase 5, cerca de la base de cada 
centríolo madre y en ángulo recto respecto 
a él empieza a formarse un centriolo hijo. Por 
lo general, la elongación del centriolo hija 
finaliza enla fase Ga. Los dos pares de 
centríclos permanecen juntos en un solo 
complejo centrosomal hasta el comienzo de 
la fase M, cuando el complejo se escinde en 
dos y las dos mitades emplezan a separarse, 
En este momento, ceda centrosormma nuclea 
tu propio conjunto de microtúbulos radiales 
Que constituyen el áster 
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Figura 17-32 Influencia de las proteínas motoras opuestas sobre la longitud del huso de la levadura de gemación. (A) Micrografía 
de contraste interferencia! de una célula de levadura en mitosis. El huso está marcado en verde y fa posición de los polos del huso 

se indica con flechas rojas. En las levaduras, la envoltura nuclear no se desorganiza durante la mitosis y el huso se forma dentro 

del núcleo. En (B-D), los husos mitóticos se han teñido con anticuerpos fluorescentes contra la tubulina. (B) Células normales de 
levadura. (C) La sobreexpresión de la proteína motora dirigida hacia el extremo menos Kar3 (una quinesina-14) causa que los husos 
sean más cortos de lo normal. (D) La sobreexpresión de la proteína motora dirigida hacia el extremo más Cin8 funa quinesina-5) 
provoca que los husos sean más largos de lo normal. Parece, pues, que en estas células el equilibrio entre proteínas moto'as opuestas 


determina la longitud del huso. (A, cortesía de Kerry Bloom; B-D de Y Saunders, V. Lengyel y MA. Hoyt, Mol Biol. Cell 8:1025-1033, 


1997, Con la autorización de la Arnerican Society for Cell Biology.) 


envoltura nuclear y los extremos más de los micronúbulos que hay entre ellos se interdigitan 
formando los microtúbulos interpolares del huso en desarrollo. Al mismo tiempo, la canti- 
dad de complejos en anillo de y-tubulina de cada centrosoma aumenta mucho e incremen- 
ta la capacidad de los nucleosomas para nuclear nuevos microtúbulos, un proceso que se 
denomina maduración de los centrosomas. . 

Numerosas proteínas motoras dirigen la separación de los centrosomas al comienzo de 
la mitosis. En la profase, unos motores de dineína dirigidos hacia el extremo menos que se 
localizan en los extremos más de los microtúbulos astrales proporcionan la fuerza princi- 
pal. Estos motores se encuentran anclados en el córtex celular o en la envolussa nuclear y su 
desplazamiento hacia el extrerno menos de los microrúbulos separa los centrosomas (véase 
Figura 17-30). Después de la desorganización de la envoltura nuclear al final de la profase, 
las interacciones entre los microtúbulos centrosomales y el córtex celular permite que los 
haces de actina-miosina del córtex también separen los centrosomas. Finalmente, unos p1o- 
tores de quinesina-5 entrecruzan los extremos antiparalelos y solapados de los nmicrotúbulos 
interpolares y separan los polos (véase Figura 17-30). 

El balance de las fuerzas opuestas generadas por diferentes tipos de proteínas motoras 
determina la longitud final del huso. Por lo general, los motores de dineína y quinesina-5 
promueven la separación de los centrosomas y aumentan la longitud del huso. La quinesi- 
na-14 hace lo contrario: se trata de un motor dirigido hacia el extreno menos que interactúa 
con un microtúbulo de un polo mientras viaja hacia el extrerno menos de un microtúbulo 
ántiparalelo del otro polo; por consiguiente, dende a juntar los polos. Se desconoce córno re- 
gula la célula el balance de las fuerzas opuestas para generar la longitud apropiada del huso 
(Figuera 17-32). 

Cdk-M y atras proteínas quinasa mitóticas son necesarias para la separación y la ma- 
duración de los centrosomas. Cdk-M y Aurora-A fosforilan la quinestua-5 y la activan a que 
duzca la separación de los centrosomas. Aurora-A y Plk también fosforilan componentes 
del centrosorma y así inducen su maduración. 


En las células animales, la finalización del ensamblaje del huso i 
requiere que la envoltura nuclear se desorganice 


Los centrosomas y los microtúbulos de Jas células eximales se localizan en el citoplasma, A 
separados de los cromosomas por la barrera de la doble membrana de la envoltura nuclear 
(véase Capítdo 12). La unión de las cromátidas hermanas al huso requiere la elirainación 
prevía de esta barrera. Además, omuchas de las proteínas motoras y reguladoras de los mi- 
crotíbulos que favore 
del núcleo, La desc 


Al 


enel eosamblaje del huso están as 


ciadas con los cromosomas denoo 
iización de la envoltura nuclear persnite que estas proteínas lleven a 
cabo sus importantes fanciones en el ensamblaje del huso. 
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La desorganización de la envoltura nuclear es un proceso complejo de muchas etapas 
que se cree que comienza cuando Cdk-M fosforila varias subimidades de los coraplejos de 
poro nuclear de la envoltura nuclear. Este hecho inicia el desensamblaje de los complejos 
de poro nuclear y su disociación de la envoltura. Cdk-M también fosforila componentes de 
la lámina nuclear, el soporte estructural situado debajo de la envoltura. La fosforilación de 
estos componentes de la lárnina y de varias proteínas de la envoltura nuclear interna induce 
el desensamblaje de la lámina nuclear y la desorganización de las membranas de la envol- 
tura en pequeñas vesículas. 


La inestabilidad de los microtúbulos aumenta mucho en la mitosis 


En la interfase, la mayoría de células animales presentan un conjunto citoplasrmático de mi- 
crotúbulos que irradian hacia fuera desde el único centrosoma. Como se ha descrito en el 
Capítulo 16, los microtúbulos de este conjunto interfásico se encuentran en estado de ines- 
tabilidad dinámica, en el que cada microtúbulo está creciendo o acortándose, oscilando es- 
tocásticamente entre los dos estados. La oscilación del crecimiento al acortamiento se llama 
catástrofe y la oscilación del acortamiento al crecimiento, rescate (véase Figura 16-16). Con- 
tínuamente se van formendo nuevos microtúbulos que compensan la pérdida de los que 
desaparecen por despolimerización. 

La entrada en la mitosis determina un cambio repentino en los microtúbulos de la célu- 
la. El conjunto interfásico de escasos microtúbulos largos se convierte en numerosos micro- 
túbulos mucho más cortos y dinámicos que rodean cada centrosoma. Durante la profase, y 
especialmente enla prometafase y metafase (véase Panel 171), la vida media de los microtú- 
bulos disminuye de forma espectacular. Este aumento de la inestabilidad de los microtúbulos, 
junto con la mayor capacidad de los centrosomas para nuclear microtúbulos, como ya se ha 
mencionado, da lugar a conjuntos de microtúbulos del huso muy densos y dinámicos que 
son idóneos para capturar a las cromátidas hermanas. 

Cdk-M inicia estos cambios en el comportamiento de los microtúbulos, al menos en 
pare, fosforilando dos clases de proteínas que regulan la dinámica de los microtúbulos 


(véase el Capítulo 16). Se trata de las proteínas motoras dependientes de microníbuos y de 


las proteínas asociadas a microtúbulos (MAP: wmicrotubule-associated proteins). Experi- 
mentos realizados con extractos de oocitos de Xenopus libres de células, los cuales reprodu- 
cen muchos de los cambios que ocurren en células intactas durante el ciclo celular, han 
revelado la función de estos reguladores en el control de la dinámica de los microtúbulos. Si 
aestos extractos se les añaden centrosomas y tubulina fuorescente, aparecen múcrotúbulos 
fluorescentes que se nuclean desde los centrosomas y es posible observar la dinárnica de los 
imicrotúbulos mediante videomicroscopía de Huorescencia con toma a intervalos. Los mi- 
crotúbulos de los extractos mitóticos difieren sobre todo de los microtúbulos de los extractos 
interfásicos en el aumento de la frecuencia de catástrofes, en las que los microtúbulos osci- 
lan repentinamente de un crecimiento lento a un acortamiento rápido. 

Dos clases de proteínas regulan la dinámica de los microtúbulos durante la mitosis. Las 
proteínas denominadas factores de catástrofe desestabilizan los conjuntos de micromábulos 
al aumentar la frecuencia de catástrofes (véase Figura 16-16). Entre ellas, existe una proteína 
relacionada con la guinesina que no actúa corno una proteína motora. Por el contrario, las 
MAP tienen el efecto contrario y estabilizan los microtábulos de varias formas: pueden. 
aumentar la frecuencia de los rescates, en los que los microtúbulos oscilan del acortamien- 
to al crecimiento, 0 pueden tanto aumentar la velocidad de crecimiento como reducir la ve- 
locídad de acortamiento de los microtúbulos. Así, en principio, los cambios en los factores 
de catástrofe y en las MAP pueden dar lugar a microtúbulos mucho más dinámicos en la fa- 
se M, aumentando la velocidad total de despolimerización de los microtúbulos, reduciendo 
la velocidad total de despolimerización de los microtúbulos o ambas cosas a la vez. 


En extractos de ovocitos de Xenopus, el equilibrio entre un tipo de factor de catástrofe y 


un tipo de MAP determina la frecuencia de catástrofes y la duración del estado estacionario 
de los microníbulos (Figura 17-33). Este equilibrio, a su vez, regula el ensamblaje del maso 
mitótico, ya que los microtábulos que son demasiado largos o demasiado cortos no pueden 
formar un huso normal, Una forma mediante la que Cdk-M puede regular la longitud de los 
micrombulos es fosfonlando esta MAP y reduciendo su capacidad para estabilizar los mi- 
crotúbulos. Aunque la actividad del factor de catástrofe se raantenga constante durante todo 
el ciclo celular, el equilibrio entre las dos actividades contrarias de la MAP y del factor de ca- 
tástrofe carobiaría y aumentada la inestabilidad dinámica de los aicrobábulos, 
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Los cromosomas mitóticos promueven el ensamblaje 
bipolar del huso 


Los cromosomas no son simples pasajeros pasivos en el proceso de ensamblaje del huso. 
Participan activamente en la formación del huso al generar un ambiente que favorece tanto 
la nucleación como la estabilización de los microtúbulos. La influencia de los cromosomas 
se puede demostrar desplazándolos mediante una fina aguja de cristal después de que el 
huso se haya formado. Para algunas células en metafase, si un solo cromosoma se aparta de 
la alineación, aparece con rapidez una masa de nuevos microtúbulos del huso alrededor del 
cromosoma recién posicionado, mientras que los mícrotúbulos del huso de la posición an- 
terior del cromosoma se despolimerizan. Parece que esta propiedad de los cromosomas de- 
pende, al menos en parte, de un factor intercambiador de nucleótidos de guanina (GEF: 
guenine-nucleotide exchange factor) que está unido a la cromatina; el GEF activa una pe- 
queña GTPasa citosólica denominada Ran, induciéndola a unir GTP en lugar de GDP La 
Ran-GTP activada, que también participa en el transporte nuclear (véase el Capítulo 12), 
libera proteínas estabilizadoras de microtúbulos a partir de complejos proteicos del citosol, 
estimulando así la nucleación local y la estabilización de microtíúbulos alrededor de los cro- 
MOSOMAS. 

Es esta capacidad de los cromosomas de estabilizar y organizar los microtúbulos la que 
permite a la célula formar husos bipolares en ausencia de centrosomas, como hemos indi- 
cado. Se cree que el ensamblaje de un huso acentrosómico comienza con la nucleación y la 
estabilización de los microtíbulos alrededor de los cromosomas. Después, proteínas rmoto- 
ras, sobre todo rniembros de la farnilia de la quinesina-5 (véase Figura 17-30), entrecruzan 
los micronábulos en una orientación antiparalela y separan sus extremos menos. Las quine- 


sinas-4 y 10 sobre los brazos de los cromosomas también ayudan a separar los extremos me- 


nos de los cromosomas. Entonces, la dineína, la quinesina-14 y varias proteínas de unión al 


Extremo menos entrecruzan y orientan los extremos menos de los microtúbulos formando 


los dos polos del huso (Figura 17-34). 

Las células que normalmente carecen de centrosomas, como las células de las plantas 
Superiores y muchos cocitos de animales, utilizan este proceso de autoorganización basado 
en dos cromosomas para formar husos, Así también se ensamblan los husos en algunos em- 
briones de insectos a los que se ha inducido el desarrollo a partir de óvulos no fecundados, 
es decir, de forma partenogenética. En estos embriones partenogenéticos, el huso mitótico 
se forma sin centrosomas (Figura 17-35), ya que por lo general es el espermatozoide el que 
aporta el centrosormma cuando fecunda al óvulo (véase el Capítalo 21). incluso en las células 
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Figura 17-33 Evidencia experimental 

de que el equilibrio entre los factores de 
catástrofe y las MAP influye en la frecuencia 
de catástrofes de los microtúbulos y en la 
longitud de los microtúbulos, Se incubaron 
extractos de oocitos de Xenopus en interfase 
o en mirosis con centrosomas y tubulina 
fluorescente y se observó cómo se 
comportaban los microtúbulos nucleados a 
partir de los centrosomas mediante 
videomicroscopía de fuorescencia. Como 
se esperaba, la velocidad de aparición de 
catástrofes es mayor en los extractos en 
mitosis que en los extractos en interfase. 

La eliminación de una MAP específica 
(denominada Xmap215) de los extractos 
mitóticos aumenta la velocidad de aparición 
de las catástrofes, lo cual indica que esta 
MAP inbibe las catástrofes en los extractos 
mitóticos. La inhibición de un factor 
específico de catástrofe (la proteína 
relacionada con quínesinas Mcak) 

reduce mucho la velocidad de aparición 

de catástrofes en los extractos mitóticos 
carentes de la MAP lo cual indica que 

este factor es responsable de estimular las 
catástrofes en los extractos mitóticos. 

Por lo tanto, la velocidad de aparición de 

las catástrofes depende del equilibrio entre la 
MAP y el factor de catástrofe. Las micrografías 
de fluorescencia de los ásteres formados en 
las diferentes condiciones experimentales 
se muestran en los paneles superiores; cabe 
destacar que cuanto mayor es la velocidad 
de aparición de las catástrofes, más cortos 
son los microtúbulos. (De R, Tourmebize 

et al., Nat. Celf Biol. 2:13-19, 2000, Con la 
autorización de Macmillan Publishers Ltd.) 
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que normalmente contienen centrosomas, los cromosomas ayudan a organizar los micro- 
túbulos del huso y, con la colaboración de varias proteínas motoras, estimulan el ensamn- 
blaje de un huso mitótico bipolar si los centrosomas son eliminados. Aunque el huso acen- 
trosómico resultante puede segregar los cromosornas con normalidad, carece de microtú- 
bulos astrales, que son los responsables del posicionamiento del huso en las células 
animales; por consiguiente, con frecuencia el huso no está situado en la posición correcta, 
dando lugar a anomalías durante la citocinesis. 


Los cinetocoros unen las cromátidas hermanas al huso 


Tras el ensamblaje de un conjunto de microtúbulos bipolares, la segunda etapa principal de 
la formación del huso es la unión de los microtúbulos a los cromosomas. Los microtúbulos 
del huso se unen a cada crornmátida hermana en el cinetocoro, una estructura proteica gigante 
de muchas capas construida en la heterocromatina que se forma en la región centromérica 
del cromosoma (Figura 17-36). Los extremos más de los microtúbulos cinetocóricos están 
insertados frontalmente en sitios especializados de unión a los microtúbulos del cinetocoro. 
Los cinetocoros de las células animales tienen de 10 a 40 de estos sitios de unión, mientras 
que los cinetocoros de las levaduras tan sólo tienen uno. Cada sitio de unión contiene un 
collar proteico que rodea al microtúbulo cerca de su extremo, el cual une con fuerza el mi- 
crotúbulo al cinetocoro mientras que todavía se pueden añadir o eliminar subunidades de 
tubulina en este extremo (Figura 17-37). La regulación de la polimerización y de la despoli- 
merización del extremo más en el cinetocoro es crítica para controlar el desplazamiento de 
los cromosomas en el huso, como se explicará más adelante. 

Las células que tienen centrosomas utilizan un mecanismo de “busca y captura” para 
unir sus cromosomas mitóticos al huso. Los dinámicos extremos más de los microtúbulos 
irradian hacia fuera desde los centrosomas y finalmente capturan el cinetocoro de una cro- 
mátida hermana. En las células de pulmón de tritón, en las que podemos observar el proceso 
inicial de captura en un microscopio, primero se observa que el cinetocoro se adhiere al cos- 
tado del microtúbulo y entonces se desliza a lo largo de él hacia el centrosoma. La adhesión 

ateral al cromosoma se convierte con rapidez en una unión frontal. Al mismo dermpe, los 
microtúbulos que crecen del polo opuesto del huso se unen al cínetocoro del lado opuesto 
del cromosorna y forman una unión bipolar (Figura 17-38). 

¿Cómo se produce la unión de los cromosomas en ausencia de centrosomas? Una posi- 
bilidad es que algunos microtúbulos cortos, localizados cerca de los cromosomas, interac- 
túen con los cinetocoros y se inserten en los collares de unión al extremo más del cinetocoro. 
La polimerización en estos extremos más daría lugar al crecimiento de los microtúbulos lejos 
del cinetocoro. Por último, los extremos menos de estos microtúbulos cinetocóricos, cono 


Figura 17-35 Ensamblaje de un huso bipolar sin centrosornas en un embrión partenoganético 
del insecto Sejara lo fungus grat). Los microtúbulos están teñidos de verde y los cromosomas de 
rojo. La micrografía de fluorescencia de la parte superior muestra un huso normai formado con 
centrosomas en tun embrión de Sciara fecundado normalmente. La micrografía de la parte 
inferior rauestra un huso formado sin centrosomas en un embrión que ha iniciado el desarrollo 
sin fecundación. 5e puede observar que el huso con centrosomas tiene un áster en cada polo 

del huso, mientras que el huso formado sin centrosomas no lo úene. Ambos tipos de huso 
pueden segregar los € somas replicados. (De 8, de Saint Phatle y W. Sullivan, J Cell Biol 147: 
1383-1391, 1998, Con la zutorización de The Rockefeller University Press.) 


Figura 17-34 La autoorganización del 

huso mediante proteínas motoras. 

Los cromosomas mitóticos estimulan la 
producción local de RanGTP (no se muestra), 
la cual activa proteínas que nuclean e 
inducen la formación de microtúbulos en la 
vecindad de los cromosornas. Las proteínas 
motoras quinesina-5 (véase Figura 17-30) 
organizan estos microtúbulos en haces 
antiparalelos, mientras que las quinesinas-4 
y 10 dirigidas hacia el extremo más conectan 
los microtúbulos a los brazos de los 
cromosomas y alejan los extremos menos 
de los cromosomas. Las proteínas motoras 
dineína y quinesina-14, junto con muchas 
otras proteínas, concentran estos extremos 
menos en un par de polos del huso. 
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Figura 17-36 Cinetocoro, (A) Micrografía de fuorescencia de un cromosoma metafásico teñido con un colorante fluorescente que se 
tune al DNA y con un autoanticuerpo hurnano que reconoce proteinas cinetocóricas específicas. Los dos cinetocoros, cada uno de ellos 
asociado a una cromátida, están teñidos de rojo. (B) Esquema de un cromosoma metafásico en el que se muestran sus dos cromátidas 
hermanas unidas a los extremos más de los microtúbulos cinetocóricos. Cada cinetocoro forma una placa sobre la superficie del 
centrómero. El número de microtúbulos unidos a un cinetocoro merafásico varía entre 1 en la levadura de gemación hasta 40 en 
algunas células de mamifero. (C) Electromicrografía de una cromátida anafásica con los microtúbulos unidos a su cinetocoro. Mientras 
que la mayoría de cinetocoros tienen una estructura trilaminar, la que se ve en la figura (procedente de un alga verde) tiene una 
estructura compleja, poco común, con láminas adicionales, (A, cortesía de B.R, Brinkley; C, de J.D. Pickett-Heaps y L.C. Fowke, 

Aust 1. Biol. Sci, 23:71-92, 1970. Con la autorización de CSIRO) 


otros extremos menos de husos mitóticos sin centrosomas, se entrecruzarían con otros 
extremos menos y se orientarían mediante proteínas motoras en.el polo del huso (véase 
Figura 17-34). 


La biorientación se consigue mediante ensayo y error 


El éxito de la mitosis requiere que las cromátidas hermanas se unan a los polos opuestos del 
huso mitótico, para que así se transporten a extremos opuestos de la célula cuando se sepa- 
ren en la anafase. ¿Cómo se consigue este modo de unión, denorninado biorientación? ¿Qué 
impide la unión de ambos cinetocoros al mismo polo del huso o la unión de un cinetocoro 
aambos polos del huso? Parte de la respuesta es que los cinetocoros hermanos están cons- 
truidos en una orientación opuesta que disminuye la probabilidad de que ambos cinetoco- 
ros puedan orientarse hacia el mismo polo del huso. No obstante, se producen uniones 
anómalas y se han desarrollado elegantes mecanismos reguladores para corregirlas. 

Las tuniones incorrectas se corrigen mediante un sistema de ensayo y error que se basa 
en un principio sencillo: las uniones incorrectas son muy inestables y no duran, mientras 
que las uniones correctas se mantienen. Pero, ¿cómo detecta el cinetocoro una unión co- 
rrecta? La respuesta parece ser la tensión. Cuando un par de cromátidas hermanas están 
biorientadas de forma adecuada en el huso, los dos cinetocoros son arrastrados en sentidos 
opuestos mediante fuertes fuerzas dirigidas hacia los polos. La cohesión de las cromátidas 


cinetocoro interno 


Figura 17-37 Lugar de unión de un 
microtúbulo a tun cinetoacoro. Parece 
que cada lugar contiene una estructura 
sernejante a un collar amarillo) que 
el extremo más del microtúbulo, perr 
que la po i E 


extrema 


menos del COCA 


extremo 
expuesta 
rrás 


unido al cinetocoro, 
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hermanas resiste estas fuerzas y genera mucha tensión en los cinetocoros. Cuando los cro- 
mosomas están unidos incorrectamente —por ejemplo, cuando ambas cromátidas hermanas 
están unidas al mismo polo del huso- la tensión es baja y el cinetocoro envía una señal inhi- 
bidora que afloja el agarre de su sitio de unión al microtúbulo, permitiendo que se separe. 
Cuando se produce la biorientación, la gran tensión en el cinetocoro interrumpe la señal in- 
hibidora y refuerza la unión del microtúbulo (Figura 17-39). En las células animales, la ten- 
sión no sólo aumenta la afinidad del sitio de unión sino que también da lugar a la unión de 
microtúbulos adicionales al cinetocoro. Este fenómeno conduce a la formación de una grue- 
sa fibra cinetocórica compuesta de múltiples microtúbulos. 

El mecanisrno sensor de la tensión depende de la proteína quinasa Aurora-B, la cual se 
asocia con el cinetocoro. Se cree que Áurora-B genera la señal inhibidora que reduce la fuer- 
za de la unión de los microtúbulos en ausencia de tensión. Aurora-B fosforila varios compo- 
nentes del sitio de unión de los microtúbulos y disminuye la afinidad de estos sitios de unión 
por los extremos más de los microtúbulos. Cuando se produce la biorientación, Aurora-B se 
inactiva, reduciéndose así la fosforilación de los cinetocoros y aumentando la añinidad del 
sitio de unión. 

Tras unirse alos dos polos del huso, los cromosomas son arrastrados hacia atrás y hacia 
adelante, alcanzando finalmente una posición equidistante entre los dos polos del huso, de- 
nominada placa metafásica. En las células de los vertebrados, los cromosomas oscilan sua- 
vemente en la placa metafásica, esperando la señal para que las cromátidas hermanas se 
separen. La señal se produce, con un previsible retraso de tiempo, después de la unión bi- 
polar del último de los crormosormas, como describiremos más adelante. 
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Figura 17-38 Captura de los microtúbulos 
del centrosoma por los cinetocoros, 

La flecha roja en (A) indica el sentido del 
crecimiento del microtúbulo, mientras 

que la flecha gris en (C) indica el sentido 

del deslizamiento del cromosoma. 


Figura 17-39 Formas alternativas de unión 
de los cromosomas. Inicialmente, un solo 
microtúbulo procedente de un polo del 

huso se une a un cinetocoro de un par de , 
cromátidas hermanas. Después, se pueden 
unir microtúbulos adicionales al crornosoma 
de diferentes formas. Un microtúbula 
procedente del mismo poto del huso que el 
microtúbulo anterior se puede unir al otro 
cinetocoro hermano; también puede octarrir 
que dos microtúbulos procedentes de los 
dos polos del huso se unan a un mismo 
cinetocoro. Sin embargo, estas uniones 
incorrectas son inestables, de modo que uno 
de fos dos microtúbulos tenderá a disociarse. 
Parece que cuando un segundo microtúbulo 
procedente del polo opuesto se une al 
segundo cinetocoro, los cinetocoros 
hermanos detectan la tensión a través de 

su lugar de unión a dos microtúbulos, lo 

cual provoca un aumento de la afinidad 

de la unión de los microtúbulos. De este 
modo, 58 asegura ul j E 


Ya rue 
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Numerosas fuerzas desplazan los cromosomas en el huso 


Las proteínas motoras y otros mecanismos generan las fuerzas que desplazan los cromoso- 
mas en los microtúbulos del huso mitótico. Se cree que son particularmente importantes 
tres fuerzas principales. 

La primera fuerza principal estira del cinetocoro y de su cromosoma asociado a través 
del microtúbulo cinetocórico hacia el polo del huso. Esta fuerza está producida por proteí- 
| nas del propio cinetocoro. Mediante un mecanismo incierto, la despolimerización en el 
extrerno más del microtúbulo de algún modo genera una fuerza que tira del cinetocoro ha- 
cia los polos (Figura 17-40). Esta fuerza tira de los cromosomas durante la prometafase y la 
metafase y es sobre todo importante para trasladar las cromátidas hermanas hacia los polos 
después de que se hayan separado en la anafase, como se indicará más adelante. Cabe des- 
tacar que esta fuerza hacia los polos generada en el cinetocoro no requiere ATP En principio, 
esta circunstancia puede parecer inverosímil, pero se ha observado que al colocar cinetoco- 
ros purificados en un tubo de ensayo en ausencia de ATP éstos pueden permanecer unidos 
a los microtúbulos en despolimerización y de ese modo desplazarse. La energía que im- 
pulsa este desplazamiento está almacenada en el microtúbulo y se libera cuando el micro- 
túbulo se despolimeriza; en última instancia procede de la hidrólisis del GTP que se produce 
después de que una subunidad de tubulina sea añadida al extremo de un microtúbulo 
(véase Capítulo 16). 

Una segunda fuerza dirigida hacia los polos está proporcionada en algunos tipos celu- 
lares por el flujo de microtííbulos, mediante el cual los propios microtúbulos se desplazan 
hacia los polos del huso y se despolimerizan en sus extremos menos. Hasta el inicio de la 
anafase, la adición de nuevas subunidades de tubulina en el extremo más de un microtúbulo 
compensa la pérdida de subunidades de tubulina en el extremo menos, de modo que la 
longitud del microtúbulo se mantiene constante a pesar del desplazamiento de los microtú- 
bulos hacia el polo del huso. El flujo de microtúbulos en los husos metafásicos se puede ob- 
servar mediante un método ingenioso en el cual se inyectan cantidades muy pequeñas de 
tubulina fluorescente en células vivas (Figura 17-41). El resultado es la aparición de di- 
minutas manchas Huorescentes que viajan hacia los polos en el cinetocoro y en los micro- 
túbulos interpolares. Cualquier cinetocoro que se encuentre unido a un microtúbulo que 
experimente este flujo sufre una fuerza dirigida hacia los polos que contribuye a la genera- 
ción de tensión en el cinetocoro y al desplazamiento de las cromátidas hermanas hacia los 
polos, después de que se hayan separado en la anafase. 

Una tercera fuerza que actúa sobre los cromosomas es la fuerza polar de expulsión. Las 
proteínas motoras dirigidas hacia el extremo más, quinesina-4 y 10, delos brazos de los cro- 
mosomas, interactúan con los microtúbulos interpolares y transportan los cromosomas le- 
jos de los polos del huso. Esta fuerza es en particular importante en la prometafase y en la 
metafase, cuando favorece la alineación de las cromátidas hermanas biorientadas en la pla- 
ca metafásica (Figura 17-42). 

Uno de los aspectos más lMamativos de la mitosis en las células de los vertebrados es el 
continuo desplazamiento oscilatorio de los cromosomas en la prometafase y la metafase. 
Estos desplazamientos se han estudiado con videornicroscopía en células pulmonares de 
tritón, observándose una oscilación entre dos estados: un estado de aproximación al polo 
(P: poleward), cuando los cromosomas son arrastrados hacia el polo, y un estado de aleja- 


Netocora 


Figura 17-40 De qué forma la 
despolimerización puede empujar el 
cinetocoro hacia el polo del huso. 
Cuando se produce la despolimerización, 
los protofilamentos del microtúbulo se 
cumnvan hacía fuera (véase Figura 16-16) 

y empujan contra la estructura en forma 
de collar que rodea el extremo más del 
despolimieñcaaóR del microcóbialo. En príncipio, esta fuerza 
extremo más de los desplazará el cinetocoro hacia el extremo 
microtúbudos cnetocóricos menos del microtúbulo en el polo del huso, 


fuerza que 
mpuja el 
cinetocoro 
hacia el polo 
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Figura 17-41 Flujo de microtúbulos en el huso metafásico. (A) Para observar el flujo de microtúbulos, 
se inyecta una cantidad muy pequeña de tubulina fluorescente en células vivas, de manera que los 
microtúbulos se forman con una proporción muy pequeña de tubulina fluorescente. Cuando 

estos microtúbulos se observan con un microscapia de fluorescencia tienen un aspecto moteado. 

(B) Micrografías de fluorescencia de un huso mitótico de una célula epitelial viva de pulmón de tritón. 
Los cromosomas están teñidos de marrón y las motas de tubulina de rojo. (C) Se puede seguir el 
desplazamiento de determinadas motas de tubulina mediante videomicroscopía con toma a intervalos. 
Las imágenes de la región rectangular, larga y estrecha (flecha) en (B) se tomaron a intervalos de tiempo 
consecutivos y se pegaron una al lado de la otra para hacer un montaje de la región durante toda la 
secuencia, Se puede ver cómo las motas se desplazan hacia los polos a una velocidad aproximada de 
0,75 4m/min, lo que indica que los microtúbulos se están desplazando hacia los polos. (D) La longitud 
de los microtúbulos del huso rietafásico no cambia significativamente, ya que se añaden nuevas 
subunidades de tubulina al extremo más de los microtúbulos a la misma velocidad a la que se eliminan 
fas subunidades de tubuslina del extremo menos. (B y C, de TA, Mitchison y E.D, Salman, Nat, Cell Biol. 
3:£17-21, 2001. Con la autorización de Macmillan Publishers Ltd.) 


miento del polo (AP: away-from-the-pole), o estado neutral, cuando las fuerzas dirigidas ha- 
cia los polos se inactivan y la fuerza polar de expulsión aleja los cromosomas del polo. La os- 
cilación entre los dos estados puede depender del grado de tensión en el cinetocoro. Por 
ejemplo, se ha propuesto que a medida que los cromosomas se desplazan hacia el polo del 
huso, una fuerza polar de expulsión creciente genera tensión en el cinetocoro más cercano al 
polo, induciendo el cambio hacia el estado de alejamiento del polo y produciendo de forma 
gradual la acumulación de cromosomas en el ecuador del huso, 
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Figura 17-42 De qué forma fuerzas 
opuestas pueden dirigir a los cromosomas 
hacia la placa metafásica. (A) Evidencia de + 
una fuerza de expulsión polar que aleja los 
cromosomas de los polos del huso hacia 

el ecuador del huso, En este experimento, 
un rayo láser ha cortado un cromosoma 
prometafásico que está unido a uno de los 
polos mediante microtúbulos cinetocéricos. 
El fragmento del cromosoma seccionado 
carente de cinetocoros se aleja rápidamente 
del polo, mientras que el fragmento que 
contiene el cinetocoro se desplaza hacia el 
polo, mostrando una repulsión decreciente. 
(8) Modelo del mecanismo mediante el cual 
dos fuerzas opuestas pueden colaborar 
dirígiendo los cromosomas hacía la placa 
metafásica. Parece que proteínas motoras 
dirigidas hacia el extremo más (quinesina-4 
y quinesina-10) situadas en los brazos de 
los cromosomas interactúan con dos 
microtúbulos generando la fuerza de 
expulsión polar, la cual empuja a los 
cromosornas hacia el ecuador del huzo 
(véase Figura 17-30). Parece que las fuerzas 
dirigidas hacia los polos generadas por la 
despolimeriza 


ión en el cinetocoro, junta 
con el Rujo de microtúbulos, empujan 
alos cromesornas hacia el poto. 


MITOSIS 


El APC/C desencadena la separación de las cromátidas hermanas 
y la finalización de la mitosis 


Cuando Cdk-M ha inducido las reorganizaciones del comienzo de la mitosis, el ciclo celular 
alcanza su punto culminante con la separación de las cromátidas hermanas en la transición 
de la metafase a la anafase (Figura 17-43). Aunque la actividad de Cdk-M determina la eta- 
pa en la que esto sucede, el complejo promotor de la anafase (APC/C: anaphase-promoting 
complex/cyclosome) mencionado antes conecta el interruptor que inicia la separación de las 
cromátidas hermanas, mediante la ubiquitinización de varias proteínas mitóticas regulado- 
ras, e induce así su degradación (véase Figura 17-204). 

Durante la metafase, las cohesinas mantienen las cromátidas hermanas juntas al resis- 
tír las fuerzas dirigidas hacia los polos que separan a las cromátidas hermanas. La anafase 
comienza con la súbita ruptura de la cohesión entre las cromátidas hermanas, lo cual les 
permite separarse y dirigirse hacia los polos opuestos del huso mitótico. El APC/C inicia el 
proceso al inducir la degradación de la proteína inhibidora segurina. Antes de la anafase, la 
segurina se une e inhíbe la proteasa llamada separasa. La degradación de la segurina al final 
de la metafase libera la separasa, la cual ahora puede escindir una de las subunidades de la 
cohesina. Las cohesinas se desprenden y las cromátidas hermanas se separan de forma sú- 
bita y sincronizada (Figura 17-44). 

Además de la segurina, el APC/C también promueve la degradación de las ciclinas S y 
M, provocando la pérdida de la mayoría de la actividad Cdk en la anafase. La inhibición de la 
actividad Cdk permite que las fosfatasas defosforilen la mayoría de sustratos diana de las 
Cak de la célula, como se requiere para finalizar la mitosis y la citocinesis (se describe más 
adelante). - 

5i el APC/C desencadena la anafase, ¿qué es lo que lo activa? La respuesta se conoce 
sólo en parte. Como se ha señalado antes, la activación del APC/C es dependiente de la pro- 
teína Cdc20, la cual se une y activa el APC/C durante la mitosis (véase Figura 17-204). Al me- 
nos dos procesos regulan Cde20 y su asociación con el APC/C. Primero, la síntesis de 
Cdc20 aumenta a medida que la célula se aproxima a la mitosis, debido a un aumento de la 
transcripción de su gen. Segundo, la fosforilación del APC/C ayuda a que Cdc20 se una al 
APC/C, contribuyendo así a la creación de un complejo activo. Entre las quinasas que fos- 
forilan y así activan el APC/C se encuentra Cdk-M. Por lo tanto, Cdk-M no sólo desencadena 
los acontecimientos mitóticos iniciales que conducen a la metafase, sino que taribién pre- 
para la etapa para la progresión a la anafase. La capacidad de Cdk-M de activar el APC/C- 
Cdc20 genera un bucle de retroalimentación negativo: Cdk-M pone en funcionamiento un 
proceso regulador que conduce a la degradación de la ciclina y a su propia inactivación. 


Los cromosomas sueltos bloquean la separación de las cromátidas 
hermanas: el punto de control del ensamblaje del huso 
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Figura 17-43 Separación de las cromátidas 
hermanas en la anafase. En la transición de 
la metafase (A) a la anafase (B), las cromátidas 
hermanas se separan de forma súbita y se 
desplazan hacia los polos opuestos del 

huso mitótico -como se observa en estas 
micrografías de las células del endospermo 
de Haemanthus (lirio) que fueron teñidas 

con anticuerpos contra tubulina marcados 
con oro. (Cortesía de Andrew Bajer,) 
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induzca la separación de las cromátidas hermanas. Los fármacos que desestal izan los mi- 
crotúbulos, como la colchicina o la vinblastina (véase Capítulo 16), detienen las células en la 
mitosis durante horas o incluso días. Esta observación conduce a la identificación de un me- 
canismo de punto de control del ensamblaje del huso que se activa mediante el tratamien- 
to con los fármacos y bloquea la progresión a través de la transición de la metafase a la 
anafese. Este mecanismo de punto de control asegura que las células no entren en la anafa- 
se hasta que todos los cromosomas estén correctamente biorientados en el huso mitótico. 

El punto de control del ensamblaje del huso depende de un mecanismo sensor que com- 
prueba la fuerza de la unión de los microtúbulos y, posiblemente, la tensión en el cinetocoro. 
Cualquier cinetocoro que no esté correctamente unido al huso emite una señal inhibidora 
que impide la activación del APC/C-Cdc20, bloqueando así la transición de la metafase a la 
anafase. Sólo se levanta este bloqueo cuando el último cinetocoro está unido de forma co- 
rrecta permitiendo que se produzca la separación de las cromátidas hermanas. 

Parece que los cinetocoros unidos de forma incorrecta generan de algún modo una se- 
ñal difusible que inhibe la actividad del APC/C-Cdc20. Aunque se desconocen las bases mo- 
leculares de esta señal, existen pruebas de que estos cinetocoros reclutan varias proteínas, 
incluida Mad2, que son necesarias para que el punto de contro! del ensamblaje del huso sea 
funcional (Figura 17-45). Una posibilidad atractiva, basada sobre iodo en detallados análi- 
sis estructurales de Mad2, es que los cinetocoros sueltos actúen como una enzima que cata- 
liza un cambio en la conformación de Mad2, de manera que Mad2 pueda unirse e inbibir el 
APCIC-Cac20. 

En las células somáticas de los mamíferos, el punto de control del ensamblaje del huso 
determina el ritmo normal de la anafase. La degradación de la segurina en estas células em- 
pieza instantes después de que el último par de cromátidas hermanas se haya biorientado en 
el huso y la anafase comienza unos 20 minutos después. La inhibición experimental de este 
mecanismo de punto de control provoca la separación prematura de las cromátdas herma- 
nas y el inicio de la anafase. Sorprendentemnente, en algunas células como las levaduras y las 
células de embriones en desarrollo de rana y mosca, el momento adecuado de inicio de la 
anafase no depende del punto de control del ensamblaje del buso. En estas células tiene que 
existir algún otro mecanismo, hasta ahora desconocido, que determina el ritmo de la anafase. 


Los cromosomas se segregan en la anafase A y B 


La perdida súbita de la cohesión de las cromátidas hermanas, al comienzo de la anafase, da 
p romátidas hermanas y permite que las fuerzas del huso mitófl- 


Figura 17-44 El inicio de la separación de 
las cromátidas hermanas por el APC/C. 

La activación del APO/C por Cdc20 conduce 
a la ubiquitinización y degradación de la 
segurina, la cual por lo general mantiene 

la separasa en un estado inactivo. La 
degradación de la segurina permite que 

la separasa escinda 50c1, tina de las 
subunidades del complejo de cohesinas 
que mantiene a las cromátidas hermanas 
unidas (véase Figura 17-24), A continuación, 
fuerzas opuestas generadas por el huso 
mitótico separan las cromátidas hermanas. 
En las células animales, la fosforilación 
realizada por las Cdk también inhibe la 
separasa (no se muestra). Así, la inactivación 
de la Cdk en la anafase (corno consecuencia 
de la degradación de la ciclina) también 
induce la activación de la separasa al 
permitir su defosfarilación. 


Figura 17-45 La proteina Mad2 en los 
cinetocoros no unidos al huso. Esta 
micrografía de fluorescencia muestra una 
célula de mamifero en la prometafase, con 

el huso mitótico en verde y las cromátidas 
hermanas en azul. Un par de cromátidas 
hermanas se han unido a un solo palo del 
huso. El marcaje con anticuerpos anti-Mad2 
indica que Mad2 se encuentra en el 
cinetocoro de la cromátida hermana no 
unida al huso raitótico (punto rojo, indicado 
por una flecha roja). Una pequeña cantidad 
de Mad2 está asociada con el cinerocoro de 
la oromátda hermana que está unida al polo 
del huso [punto pálido, indicado por una 
flecha blanco). ¡De JC Warers ez al, 3, Cell Biol. 


141011811191, 1998. Conda autorización 
. de The Rockefeller University Press.) 
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ANAFASE B 


acortamiento de los 
microtúbulos cinetocóricos; 
desplazamiento de las 
cromátidas hermanas 
hacia los polos; fuerzas 
generadas principalmente 
en los cinetocoros 


(1) se genera una fuerza de deslizamiento 
entre los microtúbulos interpolares 
procedentes de polos opuestos para 
separar los polos; los microtúbulos 
interpolares también crecen; 

(2) una fuerza de arrastre actúa de forma 
directa sobre los polos, separándolos 


co arrastren a las cromátidas hermanas a polos opuestos de la célula; este proceso se deno- 
mina segregación cromosómica. Los cromosormnas se desplazan mediante dos procesos inde- 
pendientes y solapados. EJ primero, llamado arafase A, es el desplazamiento inicial de los 
cromosomas nacía los polos, el cual se acompaña de un acortamiento de los rmnicrotúbulos 
cinetocóricos. El segundo, llamado anafase B, consiste en la separación de los polos del hu- 
so entre sí, que empieza después de que las cromátidas hermanas se hayan separado y los 
cromosomas hijos se distancien un poco (Figura 17-46). 

El desplazamiento de los cromosomas durante la anafase A depende de la combinación 
de las dos fuerzas principales dirigidas hacia los polos que hemos descrito. La primera de 
ellas es la fuerza generada por la despolimerización de los microtúbulos en el cinetocoro, 
que da lugar a la pérdida de subunidades de tubulina en el extremo más a medida que el ci- 
netocoro se desplaza hacia el polo. La segunda fuerza procede del flujo de microtúbulos, que 
es el desplazamiento de los microtúbulos hacia el polo del huso, donde se produce la des- 
polimerización del extremo menos. La importancia relativa de estas dos fuerzas durante la 
anafase depende del tipo celular: por ejexmplo, en células embrionarias, el desplazamiento 
de los cromosomas depende principalmente del flujo de microtúbulos, mientras que en le- 
vaduras y células somáticas de los vertebrados el desplazamiento resulta sobre todo de fuer- 
zas generadas en el cinetocoro. 

La separación de los polos del huso durante la anafase B depende de mecanismos im- 
pulsados por proteínas motoras semejantes a los mecanismos que separan a los dos cen- 
trosomas al inicio de la mitosis tvéase Figura 17-30). Los motores de quinesina-5 dirigidos 
hacía el extremo más, que entrecruzan los extremos solapados más de los microtúbulos in- 
terpolares, separan los polos. Además, los motores de dineína que anclan los extremos más 
de los microtúbulos astrales al córtex celular separan los polos. - 

Aunque la separación de las cromátidas hermanas inicia los desplazamientos de los 
cromosomas de la anafase A, otros mecanismos también aseguran que se efectúen los des- 
plezamientos correctos de los cromosomas en la anafase A y el alargamiento del huso en la 
anafase B. Una cuestión más importante todavía, la finalización de la anafase depende de la 
defosforilación de los sustratos de la Cdk; en la mayoría de células, este último proceso es 
consecuencia de la degradación de las ciclinas dependiente del APC/C. Por lo general, si se 
ivopide la degradación de la ciclina M por ejemplo, a partir de la síntesis de una forma mu- 
tante que no sea reconocida por el APC/C- se produce la separación de las cromátidas her- 
raanas, pero el desplazamiento de los cromosomas y el comporiamiento de los 
raicrotábulos de la anafase son anorinales. 


crecimiento de los 
microtúbulos polares 
en el extremo más 


Figura 17-46 Principales fuerzas que 
separan las cromátidas hermanas durante 
la snafase en las células de los mamiferos. 
El desplazamiento de los cromosamas hacia 
los polos durante la anajaza A donende de 
la despolimerizadión de los microtúbulos 
cinetocóricos y del fiujo hacia los polos de 
los microtúbulos, En la anafase B, los dos 
polos del huso se separan. Parece que las 
responsables de la anafase B son dos fuerzas 
distintas: por un lado, la elongación 

y el deslizamiento de los microtúbulos 
interpolares en el huso central provoca la 
separación de los dos polos y, por otro, unas 
proteinas motoras unidas a la membrana 
plasmática cerca de cada polo del huso 
actúan sobre los microtúbulos astrales 
separando los polos hacia la superficie 
celular. 
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Las contribuciones relativas de la anafase A y la anafase B en la segregación de los cro- 
rosomas varía mucho, dependiendo del tipo celular. En células de mamifero, la anafase B 
empieza poco después que la anafase A y finaliza cuando el huso tiene aproximadamente el 
doble de longitud que en la metafase; por el contrario, en las levaduras y en algunos proto- 
z00s, es en la anafase B cuando se separan los cromosomas y los husos alcanzan una longi- 
tud hasta quince veces mayor que en la metafase. 


Los cromosomas segregados se empaquetan en núcleos hijos 
en la telofase 


Al final de la anafase, los cromosomas hijos se han segregado en dos grupos iguales en ex- 
tremos opuestos de la célula. En la telofase, la etapa final de la mitosis, las dos dotaciones 
cromosómicas se empaquetan en un par de múcleos hijos. El primer gran acontecimiento 
de la telofase es el desensamblaje del huso mitótico, seguido de la reorganización de la en- 
voltura nuclear, Al principio, los fragmentos de la membrana nuclear se asocian con la 
superficie de los cromosomas. Estos fragmentos de membrana se fusionan encerrando par- 
cialmente grapos de cromosomas y después uniéndose entre ellos hasta recomponer la en- 
voltura nuclear completa. Los complejos de los poros nucleares se incorporan a la envoltura 
nuclear, la lámina nuclear se vuelve a formar y la envoltura nuclear vuelve otra vez a ser con- 
tinua con el retículo endoplesmático. Cuando la envoltura nuclear se ha reconstituido, los 
complejos de los poros bombean las proteínas nucleares hacia el interior, el núcleo se 
expande y los cromosomas mitóticos se descondensan recuperando su estado interfásico, lo 
que permite que la transcripción génica se reanude. Se ha generado un nuevo núcleo y la 
mitosis ha finalizado. Lo único que falta es que la célula se divida en dos. 

La fosforilación de varias proteínas por Cdk-M al inicio de la mitosis estimula el ensam- 
blaje del huso, la condensación de los cromosomas y la desorganización de la envoltura nu- 
clear. Por lo tanto, no es sorprendente que para que tenga lugar el desensamblaje del huso y 
la formación de los núcleos hijos en la telofase se requiera la defosforilación de estas mismas 
proteínas. En principio, estas defosforilaciones y la finalización de la mitosis podrían produ- 
cirse mediante la inactivación de las Cdk, la activación de fosfatasas o por ambos procesos. 
Aunque en la mayoría de células la inactivación de las Cdk -sobre todo como consecuencia 
de la degradación de las ciclinas— es la responsable principal, algunas células también de- 
penden de la activación de fosfatasas. En la levadura de gemación, por ejemplo, la finaliza- 


ción de la mitosis depende de la activación de una fosfatasa denominada Cdcl4, la cual . 


defosforila un subconjunto de sustratos de la Cdk implicados en la anafase y en la telofase. 


La meiosis es una forma especial de división nuclear implicada 
en la reproducción sexual 


La mayoría de los organismos eucariotas se reproducen de forma sexual: los genomas del 
padre y de la madre se mezclan generando descendientes que son genéticamente diferentes 
de cada progenitor (véase Capítulo 21). Por lo general, las células de estos organismos son di- 
ploides: es decir, contienen dos copias ligeramente diferentes, v homólogos, de cada cromo- 
sorna, uno del padre y otro de-la madre. La reproducción sexual depende de un proceso de 
división nuclear especializado denorninado melosis, en el que se producen células haploides 
portadoras de una única copia de cada cromosoma. En muchos organismos, las células ha- 
ploides se diferencian en células reproductoras especializadas denominadas gametos óvulos 
y espermatozoides en la mayoría de especies. En estas especies, el ciclo reproductor termina 
cuando un espermatozoide y un óvulo se fusionan formando un zigoto diploide con el po- 
tencial de formar un nuevo individuo. A continuación se considerarán los mecanismos bá- 
sicos y la regulación de la meiosis y se pondrán de manifiesto las diferencias con los de la 
mitosis. La meiosis se describe con más detalle en el Capítulo 21. 
La meiosis comienza con una ronda de duplicación cromosómica, denominada fase S 
eiótica, pSegdaS de dos rondas de segregación cromosómica, denominadas meiosis I y 11. 
egregan los homólogos [cada uno compuesto por un par de cromátidas 
1te unidas). En la meiosis H, como en la mitosis convencional, se segre- 
átidas hermanas de cada homólogo (Figura 17-47). 
La primera división meiótica resuelve el problema fundamental de la meiosis: cómo se- 
gregarlos cromosomas homólogos. Como en él caso de la segregación de las cromátidas her- 


% 
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Figura 17-47 Comparación entre la 
meiosis y el ciclo celular mitótico. 
(A) La meiosis es una forma de 
división nuclear en la que a una 
sola ronda de duplicación 
cromosómica (fase 5 rmetótica) le 
siguen dos rondas de segregación 
cromosómica. La primera ronda, 
meiosis |, segrega los homólogos, 
mientras que la segunda ronda, 
meiosis ll, segrega las cromátidas 
hermanas. (8) Por el contrario, 

en un ciclo celular mitético, los 
hornólogos no se emparejan 

y las cromátidas hermanas se 
segregan en una sola división. 
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gametos haploides células hijas diploides 


menas en la mitosis, la segregación de los cromosomas homólogos en Ja meiosis 1 depende de 
la formación de puentes entre los cromosomas homólogos. Estos puentes permiten que las 
parejas de hornólogos se biorienten en el primer huso meiótico, con los homólogos unidos a 
polos opuestos. Los puentes entre los homólogos se eliminan al comienzo de la anafase L es- 
te hecho posibilita que el huso arrastre a los homólogos a extremos opuestos de la célula. 
Los puentes se forman entre los homólogos mediante un proceso extraordinariamente 
largo y complejo que sucede después de la fase $ meiótica, en un periodo denominado pro- 
fase meiótica o profase [. Este proceso comienza con el apareamiento de los homólogos, en el 
que éstos enmplezan a desplazarse juntos en el núcleo, sobre todo coro consecuencia de in- 
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teracciones entre secuencias de DNA complernentarias de los dos homólogos. Los puentes 
entre los hornólogos se aseguran mediante recombinación homóloga entre cromátidas no 
hermanas de cada par de homólogos: se producen roturas de la doble cadena de DNA en va- 
ños lugares de cada cromátida hermana, produciéndose muchos episodios de recombinación 
de DNA entre los homólogos. Algunos de estos episodios dan lagar a intercambios recíprocos 
de DNA denominados entrecrezamientos, en los que el DNA de una cromátida se entrecruza 
haciéndose continuo con el DNA de una cromátida homóloga (Figura 17-48). En cada par de 
homólogos, se produce al menos uno de estos entrecruzarmientos, lo que asegura que los ho- 
mólogos de cada par estén físicamente conectados cuando la célula entra en la primera divi- 
sión meiótica. 

Cuando los pares de homólogos están unidos al primer huso meiótico se tiene que so- 
lucionar otro problema meiótico característico. Cada homélogo contiene dos cromátidas 
hermanas estrechamente unidas, de modo que la unión de un homólogo a un polo del huso 
requiere que los dos cinetocoros hermanos de un homólogo se unan al mismo polo. Por lo 
general durante la mitosis se evita este tipo de unión (véase Figura 17-39). Sin embargo, en 
la meiosis I, los dos cinetocoros hermanos están de algún modo fusionados en una sola uni- 
dad de unión a microtúbulos que se conecta a un solo polo (véase Figura 21-124). Estos me- 
canismos se invierten después de la meiosis L, de modo que en la meiosis Il los pares de 
cromátidas hermanas pueden biorientarse en el huso igual que en la mitosis. 

Los entrecruzamientos mantienen los pares de homólogos juntos sólo porque los bra- 
zos de las cromátidas hermanas están conectados mediante la cohesión de las cromátidas 
hermanas (véase Pigura 17-48). Por lo tanto, la pérdida de cohesión de los brazos de las cro- 
mátidas hermanas desencadena la separación de los homólogos al comienzo de la anafase L 
En la mayoría de las especies, la pérdida de cohesión de los brazos en la meiosis 1 depende 
de la activación del APC/C, el cual induce la degradación de la segurina, la activación de la 
separasa y la escisión de las cohesinas a lo largo de los brazos (véase Figura 17-44). Sin em- 
bargo, a diferencia de la mitosis, los complejos de cohesinas más cercanos alos centrómeros 
permanecen intactos en la meiosis 1 porque la cohesina de esta región está protegida de la 
separasa (véase Capíndo 21). Por consiguiente, los pares de crornátidas hermanas se man- 
tienen unidas en sus centrómeros durante toda la meiosis 1, permitiendo su biorientación 
correcta en el huso en la meiosis ÍL Los mecanismos que impiden la degradación de las co- 
hesinas en el centrómero durante la meiosis 1 desaparecen en la mejosis IL Por lo tanto, al 
ínicio de la anafase 1, la activación del APC/C desencadena la escisión de la cohesión cen- 
tromérica y la separación de las cromátidas hermanas, tal como sucede en la mitosis. 


Resumen 


Cdk-M desencadena los acontecimientos del comienzo de la mitosis, incluyendo la condensación de 
los cromosomas, el ensamblaje del huso mitótico y la tenión bipolar de las cromátidas hermanas a 
los microtibulos del huso, La formación del hitso en las células animales depende en gran medida de 
la capacidad de los cromosomas mitóticos de estimular la nucleación y la estabilidad local de los 
microníbulos, así como de la capacidad de las proteínas motoras para organizar a los microtíbulos 
en un conjunto bipolar. Muchas células también utilizan centrosomas para facilitar el ensamblaje 
del huso. El APCIC desencadena la anafase al estimular la degradación de las proteínes que man- 
tienen unidas las cromátidas. El APCIC también indice la degradación de la ciclina y de esta manera 
la inactivación de Cdl-M. La defosforilación restante de las dianas de la Cdk es necesaria para 
que se produzcan los acontecimientos que completan la mitosis, incluyendo el desensamblaje del 
huso y la reorganización de la envoltura nuclear La metosís es una forma especializada de división: 
nuclear en la que una sola ronda de duplicación cromosómica es seguida de dos rondas de segrega- 
ción cromosómica, dando como resultado la formación de núcleos haploides. 


CITOCINESIS 


La última etapa del ciclo celular es la citocinesis, la división del citoplasma. En una célula 
normal, la citocinesis acompaña a cada mitosis, aunque algunas células, coro las de los em- 
briones en desarrollo de Drosophila (se describe después, y algunos bepatocitos y células 


muscular ardíacas de mamiferos, experimenten mitosis slo citocinesis y de ese modo 


y acaba poco después de que termine la roftosis, en la telofase, 


rios púcleos. En la mayoría de cébilas animales, la citocinesis exapieza en la 


homólogos 


cromátidas 
hermanas 


entrecruzamiento 


Figura 17-48 Entrecruzamiento entre 
hornólogos. Como en la mitosis, las 
cromátidas hermanas de cada homólogo 
están fuertemente unidas a lo largo de toda 
su longitud. En este ejemplo, se ha producido 
un solo entrecruzamiento entre dos 
cromátidas no hermanas, pero cualquiera 

de las dos cromátidas de un homólogo 
Puede formar un entrecruzamiento con 
cualquier cromátida del otro homólogo; es 
un hecho habitual que se formen numerosos 
entrecruzamientos. 
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filamentos de actina y miosina 
del anillo contráctil 


(a) 


(5) | j 
200 um 


El primer cambio visible de la citocinesís en una célula animal es la aparición repentina 
de un fruncido, o surco de segmentación, en la superficie celular. El surco rápidarnente se hace 
profundo y se extiende alrededor de la célula hasta que la divide por completo en dos. En las 
células animales y en muchos eucariotas unicelulares, la estructura esencial de este proceso 
es el anillo contráctil: un ensamblaje dinámico formado por filamentos de actina, filamentos 
de miosina Il, y muchas proteínas estructurales y reguladoras. Durante la anafase, el anillo se 
ensambla justo por debajo de la membrana plasmática (Figura 17-49; véase también el 
Panel 17-1). El anillo se contrae poco a poco y, a la vez, se fusionan vesículas intracelulares 
con la membrana plasmática que insertan nueva membrana adyacente al anillo. Esta adi- 
ción de membrana compensa el aumento de la superficie celular que acormpaña a la división 
citoplasmática. Cuando la contracción del anillo se ha completado, la inserción y la Fusión 
de membrana sella el hueco entre las células hijas. Así pues la citocinesis comprenda cuatro 
etapas: iniciación, contracción, inserción de membrana y finalización. 


La actina y la miosina li del anillo contráctil generan la fuerza 
necesaria para la citocinesis 


En las células en interfase, los filamentos de actina y miosina forman una red cortical por 
debajo de la membrana plasmática. En algunas células, también forman grandes haces cito- 
plasmáticos denominados fibras de estrés (véase Capítulo 16). Cuando las células entran en. 
mitosis, estas formaciones de actina y miosina se desensamblan; la mayor parte de la actl- 
na se reorganiza y los filamentos de miosina HI se liberan. Cuando las cromátidas hermanas 
se separan en la anafase, la actina y la miosina 11 se empiezan a acumular en el anillo con- 


microtúbulos interpolares 
restantes del huso central 


anúllo contráctil de filamentos de actina 
y miosina en el surco de segmentación 


(a) 
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Figura 17-49 Citocinesis. (A) Los haces 

de actiína-miosina del arúllo contráctil se 
orientan como se muestra, de manera que 
su contracción arrastra la membrana hacia 
dentro. (B) En esta electromicrografía de 
barrido a pocos aumentos de un óvulo de 
rana en división, el surco de segmentación 
es muy evidente y está bien definido, ya 
que la célula es extraordinañamente grande. 
La aparición del surco en la membrana 
celular se debe a la actividad úei anillo 
contráctl situado debajo de ella, (O) La 
superficie de un surco a más aumento, 

(8 y €, de H.W. Beams y R.G. Kessel, 

Arn. Sci. 64:279-290, 1976.Con ta 
autorización de sigma Xi.) 


(d 


Figura 17-50 Anillo contráctil. (A) Esquerna del surco de segmentación de una célula en división. (8) Electrornicrografía del frente de crecimiento de un 
surco de segmentación de una célula animal en división. (() Micrografías de Huorescencia del moho del fango en el que se ha teñido la actina (rojo) y la 


imiosina ll iverde). Mientras que toda la rriosina li visible se ha redistribuido e 
el resto pernanece en el córtex de las células has nacientes. (8, de HW. Bears 
€ cortesía de Yoshio Fukas) 


anillo contráctil, sólo una pequeña cantidad de actina ha hecho lo mismo: 
R.G. Kessel, Am. 5ci, 64:279-220, 1978, Con la autorización de Sigma Xi, 
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olapamiento de los microtúbulos : 
interaplares en el cuerpo medio - 
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matriz de material denso 


tráctil en formación (Figura 17-50), el cual también contiene otras proteínas que dan so- 
porte estructural o colaboran en el ensamblaje del anillo. El eosamblaje del anillo contrác- 
til es consecuencia, en parte, de la formación local de nuevos filamentos de actina, lo que 
depende de las forminas que nuclean el ensamblaje de conjuntos paralelos de filamentos 
de actina lineales y no ramificados (véase Capítulo 16). Después de la anafase, los conjun- 
tos solapados de filamentos de actina y miosina 1 se contraen generando la fuerza que di- 
vide el citoplasma en dos. Cuando la contracción ha comenzado, el anillo ejerce una fuerza 
lo bastante grande como para doblar una aguja fina de vidrio introducida en su interior. 
Mientras el anillo se va estrechando, mantiene el mismo grosor, lo que sugiere que tanto su 
volumen total como el número de flarmnentos que contiene disminuyen continuamente, 
Además, a diferencia de la actina muscular, los lamentos de actina del anillo son muy di- 
námicos y su distribución cambia de forma constante durante la citocinesis, 

Cuando termina la división, el anillo contráctil desaparece por completo, a medida que 
la membrana plasmática del surco de segmentación se estrecha formando el cuerpo medio. 
El cuerpo medio persiste como un puente entre Jas dos células hijas y contiene los restos del 
huso central, una gran estructura proteica derivada de los microtúbulos interpolares antl- 
paralelos de la zona media del huso que están fuertemente ermpaquetados dentro de una 
matriz densa (Figura 17-51). Después de que las células hijas se hayan separado por com- 
pleto, algunos de los coraponentes del cuerpo medio residual permanecen dentro de la 
membrana plasmática de cada cétula, donde pueden actuar como una marca en el córtex 
que ayude a orientar el huso en la división celular siguiente. 


La activación local de RhoA desencadena el ensamblaje 


EhoáA, una pequeña OTPasa de la superfarallia Ras (véase Tabla 155), regula el ensanablaje y 


4 
la función del andlo contrácdl en el RhoA se activa en el córtex celular en 


Figura 17-51 Cuerpo medio, s 
(A) Electromicrografía de barrido de-: 

una célula animal en cultivo durante el 
proceso de división; el cuerpo medio 
todavía mantiene unidas las dos células 
hijas. (B) Eleciramicrografía convencional 
del cuerpo medio de una célula animal en 
división, La escisión es casi completa, pero 
las células hijas permanecen unidas por este 
estrecho puente de citoplasma que contiene 
los restos del huso central. (A, cortesía de 
Guenter Albrecht-Buehler; B, cortesía 
de JM, Mullins.) a 


se. 
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CITOCINESIS 


el futuro lugar de la división, donde induce la formación de filamentos de actina, el ensarn- 
blaje de la miosina II y la contracción del anillo. Estimula la formación de filamentos de 
actina activando a las forminas e induce el ensamblaje de la miosina Il y la contracción del 
anillo activando numerosas proteína quinasas, incluida la quinasa activada por Rho, Rock, 
(Figuera 17-52). Estas quinasas fosforilan la cadena ligera reguladora de la miosina (RMLC: 
regulatory myosín light chain), que es una de las subunidades de la miosina 1. La fosforila- 
ción de la RMLC estimula la formación de filamentos bipolares de miosina II y la actividad 
motora, induciendo así el ensamblaje y la contracción del anillo de actina-miosina. 

Como otras GTPasas, RhoA. se inactiva cuando une GDP y se activa cuando une GTP 
(véase Capítulo 15). Parece que la activación local de RhoA en el surco de segmentación 
depende de un factor intercambiador de nucleótidos de gúanina de Rho (RhoGEF: Rho gua- 
nine exchange factor), el cual se encuentra en el córtex celular en el futuro lugar de división 
y estimula la liberación de GDP y la unión de GTP a RhoA. Se desconoce cómo el RhoGEF se 
localiza o se activa en el lugar de división, aunque, como se analizará después, parece que los 
microtúbulos del huso anafásico están implicados en este proceso. 


Los microtúbulos del huso mitótico determinan el plano 
de división de las células animales 


El problema fundamental de la citocinesis es cómo asegurar que la división se produzca en 
el momento y en el lugar adecuados. La citocinesis tiene que producirse sólo después de que 
las dos dotaciones cromosómicas se hayan segregado por completo una de otra y el lugar de 
la división se haya situado entre las dos dotaciones de cromosomas hijos, asegurando así 
que cada célula hija recibe una dotación completa, El momento y la posición correcta de la 
citocinesis en las células animales se consiguen mediante elegantes mecanismos que de- 
penden del huso mitótico. Durante la anafase, el huso genera señales que estimulan la for- 
mación del surco de segmentación, en una posición a medio camino entre los polos del 
huso, para asegurar que la división se produzca entre los dos conjuntos de cromosomas se- 
parados. Dado que estas señales se originan en el huso anafásico, este mecanismo también 
contribuye a que la citocinesis tenga lugar en el momento adecuado al final de la mitosis. La 
citocinesis también tiene lugar en el momento adecuado porque la defosforilación de los 
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Figura 17-52 La regulación del anillo 
contráctil por la GfPasa RhoA. Como otras 
GTPasas de la familia Rho, RhoA se activa por 
una proteína RhoGEF y se inactiva por una 
proteína RhoGAP. La forma activa de AhoA 
unida a GTP se concentra en el futuro lugar 
de segmentación. Mediante la unión alas 
forminas, la forma activa de AhoA estimula 

el ensamblaje de los flarnentos de actina en 
elanillo contrácúl Med 
de proteinas quinasa: vadas por Rho, 
tal como Rock, estímala la formación y la 
actvidad de los filamentos 
indudiendo a 


te la activación 


sina ll, 


silla contracción del andlo. 
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(A) modelo de estimulación 


(8) modelo de estimulación 


(0) modelo de relajación 
astral del huso central astral 


sustratos de la Cdk, que depende de la degradación de la ciclina en la metafase y la anafase, 
inicia la citocinesis. Ahora, describiremos estos mecanismos reguladores con más detalle, 
haciendo énfasis en la citocinesis de las células animales. 

Unos estudios realizados en óvulos fecundados de invertebrados marinos fueron los 
primeros que revelaron la importancia de los microtúbulos del huso en determinar el ex- 
plazamiento del anillo contráctil. Después de la fecundación, los embriones se dividen rápi- 
damente sin que se intercalen periodos de crecimiento. De esta manera, el zigoto original se 
divide de forma progresiva en células cada vez más pequeñas, Dado que el citoplasma es 
transparente, el huso puede observarse a tiempo real con un microscopio. Si se aparta el hu- 
so a una nueva posición con una fina aguja de cristal al comienzo de la anafase, el incipiente 
surco de segmentación desaparece y se desarrolla uno nuevo de acuerdo con la nueva posi- 
ción del huso; este hallazgo apoya la idea de que las señales generadas por el huso inducen 
la formación local del surco de segmentación. 

¿Cómo determina el huso mitótico el lugar de la división? Se han propuesto tres meca- 
nismos generales y parece que la mayoría de las células utiliza una combinación de ellos 
(Figura 17-53). El primero se denomina modelo de estimulación astral, el cual postula que 
los microtúbulos astrales transportan señales inductoras dei surco hacia el córtex celular, 
donde de algún modo se concentran en un anillo a medio camino entre los dos polos. Evi- 
dencias a favor de este modelo proceden de ingeniosos experimentos realizados en grandes 
células embrionarias, los cuales dernuestran que el surco de segmentación se forma a medio 
camino entre los dos ásteres, incluso en el caso de que los centrosomas que nuclean los 
ásteres no estén conectados entre sí por un huso mitótico (Figwra 17-54). 

Una segunda posibilidad, denominada modelo de estimulación del huso central, es que 
la zona media del huso, o huso central, genere una señal inductora del surco de segmen- 
tación que especifique el lugar de formación del surco en el córtex celular. Los microtúbu- 
los interpolares solapados del huso central se asocian con proteínas de señalización, 
incluidas proteínas que estimulan a RhoA (Figura 17-55). Defectos en la función de estas 
proteínas (p. ej., en mutantes de Drosophila) provocan el fracaso de la citocinesis. 

Un tercer modelo propone que, en algunos tipos celulares, los microtúbulos astrales in- 
ducen la relajación local de los haces de actina-miosina en el córtex celular. Según este mo- 
delo de relajación astral, la relajación cortical es mínima en el ecuador del huso y provoca la 
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Figura 17-53 Tres modelos actuales sobre 
cómo los microtúbulos del huso anafásico 
generan señales que influyen en el 
posicionamiento del anillo contráctil. 
Ninguno de los modelos explica todas las 
observaciones y parece probable que el 
posicionamiento del surco esté determinado 
por una combinación de estos tres 
mecanismos, variando la importancia 

de los diferentes mecanismos en función 
del organismo. 


Figura 17-54 Experimento que demuestra 
la influencia de la posición de los ásteres 
de los microtúbulos sobre el plano de 
segmentación en un oocito de gran 
tamaño. 5i se empuja mecánicamente el 
huso mitótico hacia un lado de la célula 
con una esfera de vidrio, el surco de 
segmentación que se desarrolla es 
incompleto, ya que no se formará 

en el lado opuesto de la célula. Las 
segmentaciones posteriores no sólo se 
producirán en la zona redia de cada uno de 


los dos husos mitóticos posteriores Ípuntas de 


flecha amarillas), sino también entre los dos 
ásteres adyacentes que no están unidos por 
el huso mitótico, pero que en esta célula 
anormal comparten el mismo citoplasma 
(punta de flecha roja). Al parecer, el 

anillo contráctil que produce el surco de 
segmentación en estas células siernpre se 
forma en la región a medio carino entre los 
dos ásteres, lo que sugiere que los ásteres 
modifican de alguna manera la región 
adyacente del córtex celular induciendo 

la formación del surco entre ellos, 
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contracción cortical en este lugar. En los embriones en desarrollo de C. elegans, por ejemplo, 
los tratamientos que provocan la pérdida de los microtúbulos astrales conducen a un aumen- 
to de la actividad contráctil por todo el córtex celular, en conformidad con este modelo. 

En algunos tipos celulares, el lugar en el que se ensambla el anillo contráctil se escoge 
antes de la mitosis. En las levaduras de gemación, por ejemplo, se ensambla un anillo de 
proteínas denominadas septinas al final de G, en el futuro lugar de división. Parece que las 
septinas forman un armazón sobre el que se ensamblan otros componentes del anillo con- 
tráctil, incluida la miosina 1. En las células vegetales, se ensambla una banda organizada de 
microtúbulos y filamentos de actina, denominada banda preprofásica, instantes antes 
de que empiece la mitosis. La banda preprofásica determina el lugar en el que se ensamblará 
la pared celular y la célula se dividirá en dos, como se describirá todo seguido, 


El fragmoplasto guía la citocinesis en las plantas superiores 


En la mayoría de células animales, el movimiento hacia dentro del surco de segmentación 
depende de un aumento del área de la superficie de la membrana plasmática. Se añade 


nueva membrana en el frente interior del surco de segmentación, que es aportada por . 


pequeñas vesículas de membrana transportadas por microtúbulos desde el complejo de 
Golgi hacia el surco. 

La deposición de membrana es particularmente importante para la citocinesis en las 
células de las plantas superiores. Estas células están rodeadas por una pared celular serai- 
rígida. En lugar de que un anillo contráctil divida el citoplasma desde fuera hacia dentro, el 
citoplasma de la célula vegetal es dividido desde dentro hacia fuera mediante la construc- 
ción de tna nueva pared celular, denominada placa celular, entre los dos núcleos hijos 
(Figuaa 17-56). El ensamblaje de la placa celular comienza al final de la anafase y está dii- 
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Figura 17-55 Localización de reguladores 
de la citocinesis en el huso central de 

una célula humana. (A) Micrografía de 
fluorescencia de una célula humana en 
cultivo al comienzo de la citocinesis que 
revela las localizaciones de la GTPasa RhoA 
(rojo) y de una proteína denominada Cyk4 
(verde), la cual es una de las varias proteínas 
reguladoras que forman complejos en los 
extremos solapados más de los microtúbulos 
interpolares. Parece que estas proteínas 
generan señales que intervienen en la 
regulación de la actividad de RhoA en el 
córtex celular (véase Figuras 17-52 y 17-53B). 
(B) Cuando se secciona transversalmente la 
célula en el plano del anillo cantráctil corno 
se muestra aquí, RhoA (rojo) forma un anillo 
debajo de la superficie celular, mientras que 
la proteína del huso central Cyk4 (verde) está 
asociada con haces de microtúbulos 
dispersos por todo el plano ecuatorial 

de la célula. (Cortesía de Alisa Piekny 

y Michael Glotzer.) 


Figura 17-56 Citocinesis de una célula 
vegetal en telofase. En esta microfotografía, 
la placa celular ternprana (entre las dos 
puntas de flecha) se ha formado en un plano 
perpendicular al plano de la página dellibro. 
Los microtúbulos del huso están teñidos 
con anticuerpos marcados con oro dingidos 
contra la tubulina, mientras que el DNA 

de las dos dotaciones.de cromosornas hijos 


*" estáteñido corn colorante fluorescente. 


Obsérvese que no hay microtúbulos astrales, 
debido a que las células de las plantas 
superiores carecen de Centrosomas. 
(Contesta de Andrew Bajer] 
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gido por una estructura denominada fragrmoplasto, que contiene rnicrotúbulos proceden- 
tes del huso mitótico. Unas proteínas motoras transportan pequeñas vesículas a lo largo de 
estos microtúbulos desde el complejo de Golgi hasta el centro de la célula. Estas vesículas, 
gue contienen los polisacáridos y las glucoproteínas necesarios para la síntesis de la nueva 
pared, se fusionan formando una estructura discoidal rodeada por membrana denominada 
placa celular precoz. La placa se extiende hacia fuera mediante la fusión de más vesículas 
hasta que alcanza la membrana plasmática y la pared celular original dividiendo la célula 
en dos. Después, se depositan microfibrillas de celulosa en la matriz de la placa celular, com- 
pletándose la construcción de la nueva pared celular (Figura 17-57). 


Los orgánulos rodeados de membrana tienen que distribuirse 
entre las células hijas durante la citocinesis 


El proceso de la mitosis asegura que cada célula hija reciba un juego completo de cromo- 
somas. Sin embargo, cuando una célula eucariota se divide, cada célula hija también debe 
heredar todos los demás componentes celulares esenciales, incluidos los orgánulos rodea- 
dos de membrana. Como se describe en el Capítulo 12, los orgánulos como las mitocondrias 
y los cloroplastos no se pueden ensamblar de novo a partir de sus componentes individuales; 
sólo pueden surgir a partir del crecimiento y la división de orgánulos preexistentes. Asimis- 
mo, las células no pueden construir un nuevo retículo endoplasmático (ER: endoplasmic re- 
ticulurn) sino es a partir de algún fragmento ya existente. 

¿Cómo se segregan, entonces, los diferentes orgánulos rodeados de membrana cuando 
la célula se divide? Por lo general, los orgánulos como las mitocondrias y los cloroplastos se 
encuentran en un número lo bastante grande como para ser heredados con seguridad si, en 
promedio, se duplican una vez cada ciclo celular. En las células en interfase, el ER es contí- 
nuo con la mernbrana nuclear y está organizado por el citoesqueleto de microtúbulos. Al en- 
trar en la fase M, la reorganización de los microtúbulos y la disgregación de la envoltura 
nuclear libera el ER. En la mayoría de células, el ER se mantiene en gran parte intacto y se di- 
vide en dos durante la citocinesis, El complejo de Golgi se reorganiza y se fragrnenta duran- 
te la mitosis. Los fragmentos del complejo de Golgi se asocian con los polos del huso y así se 
distribuyen a los extremos opuestos del huso, asegurando que cada célula hija herede los 
materiales necesarios para reconstruir el complejo de Golgi en la telofase. 


Algunas células reubican su huso para dividirse asimétricamente 


La mayoría de células animales se dividen de forma simévica: el anillo contrácul se forma al- 
rededor del ecuador de la célula parental, produciendo dos células hijas de igual tamaño y 
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Figura 17-57 Características particulares de 
la citocinesis en una célula de una planta 
superior. El piano de división se establece 
antes de la fase M mediante una banda de 
microtúbulos y de filamentos de actina 

(la banda preprofásica) en el córtex celular, 

Al comienzo de la telofase, después de que 
tos cromosomas se hayan segregado, se 
empieza a formar una nueva pared celular 
dentro de la célula, en el ecuador del antiguo 
huso. Los microtúbulos interpolares del huso 
mitótico que se mantienen durante la 
telofase forman el fragmoplasto. Aunque 

los extrernos más de estos microtúbulos ya 
no se solapan, acaban en el ecuador de la 
célula, Las vesículas derivadas del complejo 
de Golgi, lenas de materiales de la pared 
celular, son transportadas a lo largo de estos 
microtúbulos y se fusionan entre si formando 
la nueva pared celular, la cual crece desde 

el centro hacia fuera hasta alcanzar la 
membrana plasmática y la pared celular 
originales. La membrana plasmática y la 
membrana que rodea la nueva pared celular 
se fusionan y separan por completo a las dos 
célula hijas, 
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con los mismos componentes. Esta simetría es el resultado del emplazamiento del huso 
mitótico, el cual, en la mayoría de las ocasiones, tiende a centrarse en el citoplasma. Los mi- 
crotúbulos astrales y las proteínas motoras, que empujan o estiran de estos microtúbulos, 
contribuyen al proceso de centrado. 

Sin embargo, existen muchos ejemplos durante el desarrollo en los que las células se di- 
viden asimétricarmente produciendo dos células que difieren en su tamaño, en los compo- 
néntes que heredan o en ambos aspectos. Normalmente, las dos células hijas distintas están 
destinadas a desarrollarse por caminos diferentes, Para dar lugar de esta manera a células hi- 
jas con diferentes destinos, la célula madre en primer lugar tiene que segregar determinados 
componentes (denominados determinantes del destino celular) a un lado de la célula y en- 
tonces posicionar el plano de división de manera que la célula hija apropiada herede estos 
componentes (Figura 17-58). Para posicionar el plano de división asimébiicamente, el huso 
tiene que desplazarse de forma controlada en el interior de la célula en división. Parece pro- 
bable que estos desplazamientos del huso estén dirigidos por cambios en determinadas re- 
giones del córtex celular y que las proteínas motoras localizadas allí estiren de uno de los 
polos del huso, a través de sus microtúbulos astrales, hacia la región apropiada. Los análisis 
genéticos realizados en C. elegans y Drosophila han identificado algunas de las proteínas ne- 
cesarias para estas divisiones asimétricas (se describe en el Capítulo 22) y parece que algu- 
nas de estas proteínas tienen una función similar en vertebrados. 


La mitosis se puede producir sin citocinesis 


Aunque a la división nuclear le suele seguir la división citoplasmática, existen excepciones. 
Algunas células experimentan numerosas rondas de división nuclear sin que se produzca la 
división citoplasmática. En el embrión en desarrollo de Drosophila, por ejeraplo, las 13 pri- 
meras divisiones nucleares se producen sin divisiones citoplasmáticas, formándose una sola 
célula de gran tamaño que contiene varios miles de núcleos, organizados en una monocapa 
cerca de la superficie celular. Una célula en la que muchos núcleos comparten el mismo ci- 
toplasma recibe el nombre de sincitio. Esta distribución acelera enormemente las primeras 
etapas del desarrollo, ya que las células no pierden tiempo en pasar a través de todas las eta- 
pas de la citocinesis en cada división celular. Después de estas rápidas divisiones nucleares, 
se forman las membranas alrededor de cada núcleo en una ronda de citocinesis coordinadas 
denominada celularización. La membrana plasmática se expande hacia el interior y, con la 
colaboración del anillo de actina-miosina, se estrangula de forma que rodea cada núcleo 
(Figura 17-59). <ITCT> 

En algunos tipos celulares de mamiferos, también se producen divisiones nucleares sin 


- Citocinesis. De este modo los megeacaríocitos, que producen las plaquetas sanguíneas, y al- 


díaco, se convierten en células muiltinucieadas. 
inesis, la coayoría de las células entran en Gy, en las que la mayoría 


gunos hepatocitos y células del maúsculo 
o E 


y 
Después de la ci 


de las Cdk están inactivadas, Para finalizar esta sección se explicará cómo se alcanza esta 
etapa al final de la fase M. 
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Figura 17-58 División celular asimétrica 

en la que se segregan componentes 
citoplasmáticos a una sola célula hija. 

Estas micrografías ilustran la segregación 
asimétrica controlada de componentes 
citoplasmáticos específicos a una sola 

célula hija durante la primera división de un 
óvulo fecundado del nemátodo C, elegans. 
Las células de arriba se han teñido con un 
fluorocromo azul específico para el DNA 

que pone de manifiesto el núcleo (y los 
corpúsculos polares); la observación se ha 
realizado mediante microscopía de contraste 
interferencial y microscopía de fluorescencia. 
Las células de abajo son las mismas células 
teñidas ahora con un anticuerpo contra los 
gránulos P y observadas con microscopía de 
fluorescencia. Estos pequeños gránulos están 
formados por RNA y proteínas, y determinan 
qué células se convertirán en gametos, Se 
distribuyen al azar por todo el citoplasma del 
óvulo no fecundado (no se muestra) pero se 
segregan hacia el polo posterior del óvulo 
fecundado, como se muestra, en la imagen 
de la izquierda. El plano de segmentación 
está orientado de manera que asegura que 
cuando el óvulo se divida, sólo la célula 

hija posterior recibirá los gránulos P, como 

se muestra en la imagen de la derecha. 

El mismo proceso de segregación se repite 
en varias divisiones celulares posteriores, 

de manera que los gránulos P sólo se 
encuentran en las células precursoras 

ce pocitos y espermatozoides. 

(Cortesía de Susan Strome.) 


1100 Capítulo 17: El ciclo celular 


(A) 


A 


SÓ 
La 

e 

e 


HA A AA > 
DIVISIONES MIGRACIÓN EMPIEZAN S 
NUCLEARES NUCLEAR AFORMARSE fe 
HACIA LOS LÍMITES — Y 
EL CORTEX CELULARES Ú 
óvulo fecundado muchos núcleos cutícula membrana 


en un sincitio plasmática 


Figura 17-59 Mitosis sín citocinesis en el embrión en desarrollo de Drosophila. 

(A) Las primeras 13 divisiones nucleares ocurren de forma sincrónica y sin divisiones 
citoplasmáticas generando un gran sincitio. A continuación, la mayoría de los núcleos 
migran hacia el córtex, y la membrana plasmática se extiende hacia el interior y se estrecha 
alrededor de cada núcleo formando células individualizadas, en un proceso denominado 
celularización. (B) Micrografía de fluorescencia de numerosos husos mitóticos de un 
embrión de Drosophila antes de la celularización. Los microtúbuios están teñidos de verde 
y los centrosomas de rojo. Se puede observar que todos los núcleos están sincronizados; 
en este caso todos están en metafase. (B, cortesía de Kristina Yu y William Sullivan.) 


La fase Gy es un estado estable de inactividad Cdk 


Un acontecimiento regulador clave del final de la fase M es la inactivación de las Cdk, que se 
produce como consecuencia de la degradación dependiente del APC/C de la ciclina. Como 
se ha descrito en este capítulo, la inactivación de las Cdk al final de la fase M tiene muchas 
funciones: desencadena los acontecimientos del final de la mitosis, induce la citocinesis y 
hace posible la síntesis delos complejos prerreplicativos en los orígenes de replicación. Ade- 
más, proporciona un mecanismo que permite recomponer el sistema de control del ciclo 
celular a un estado de inactividad Cdk en el que la célula se prepara para entrar en un nue- 
vo ciclo celular. En la mayoría de células, este estado de inactividad Cdk genera una fase G;, 
durante la que la célula crece y comprueba su entorno antes de quedar determinada para 
una nueva división, 

En los embriones animales en desarrollo, la inactivación de Cdk-M en las postrimerías 
de la mitosis es debida casi totalmente a la actividad del APC/C-Cde20, corno se describió 
anteriormente. Recordemos, no obstante, que Cdk-M estimula la actividad del APC/C- 
Cdc20. Así, en una céluia embrionaria, la degradación de la ciclina M en las etapas finales de 
la mitosis conduce rápidamente a la inactivación de toda la actividad del APC/C. Esta inac- 
tivación del APC/C justo después de la mitosis es sobre todo útil en los rápidos ciclos celula- 
res embrionarios, ya que permite que la célula comience a acumular sin demora nueva 
ciclina M para el ciclo siguiente (Figura 17-604). 

Sin embargo, le rápida acumulación de ciclina inmediatamente después de la mitosis 
no es útil para las células con ciclos celulares que tengan una fase G1. Estas céhulas utilizan 
vaios mecanisimos que impiden la reactivación de Cdk después de la mitosis. Uno de estos 
mecanismos utiliza obra proteína activadora del APC/C Harmada Cdb1, homóloga a Cde20. 
Aunque tanto Cdhl como CdcZ0 se unen y activan el APC/C, difieren en un aspecto impor- 
tante. Mientras que Cdk-M activa el complejo APC/C-Cdc20, inhibe el complejo APC/C- 
Cdh1 mediante la fosforilación directa de Cdh1. Como consecuencia de esta interacción, la 
actividad del APC/C-Códh1 aumenta al final de la mitosis una vez que el complejo APC/C- 
Cdc20 ha iniciado la degradación de la ciclina M. Por lo tanto, la degradación de la ciclina M 
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Figura 17-50 Generación de una fase Gy 
mediante la inhibición estable de Cdk 
después de la mitosis. (A) En los prirneros 
ciclos celulares erpbronarios, la actividad del 
APÚUCACAC2O aumenta al final de la mitosis, 
induciendo la degradación de la ciclina hA, 
Dado que la actividad Codk-M estimula la 
acthádad del APOUC-COdIOO, la pérdida de la 
cdina M provoca la inactivación del APC/C 
después de la mitosis, lo cual permite que las 
ciclinas M cormiencen a acummlarse de nuevo, 
(B) En las células que contienen una fase Ga, 
la disminución de la actividad Cdk-M en la 
mitosis avanzada, conduce ada activación del 
APCICACdhni así como ada acurmaileción de 
proteínas inbibidoras de Cdk, no se muestra). 
Este proceso asegura una intúbición continua 
de la actividad Cdk después de la mitosis, 

tal corno se necesita para la fase Gy. 


CONTROL DE LA DIVISIÓN CELULAR Y DEL CRECIMIENTO CELULAR 


continúa después de la mitosis: aunque la actividad del APC/C-Cdc20 haya disminuido, la 
actividad del APC/C-Cdh1 es elevada (Figura 17-60B). 

Un segundo mecanismo que inhibe la actividad Cdk en Gy depende del aumento de la 
síntesis de las CK], las proteínas inhibidoras de Cdk de las que hemos tratado antes. Las le- 
vaduras de gemación, en las que se comprende mejor este mecanismo, poseen una CKI lla- 
mada Sicl, que se une e inactiva Cdk-M en la etapa final de la mitosis y en G;. Al igual que 
Cdh1, Sicl también es inhibida por Cdk-M, que fosforila Sic1 durante la mitosis, induciendo 
su ubiquitinización por el SCE Por lo tanto, Sici y Cdk-M, al igual que Cdh1 y Cdk-M, se in- 
hiben mutuamente. Por consiguiente, la disminución de la actividad Cdk-M que se produce 
al final de la mitosis hace que la proteína Sic] se acumule, contribuyendo a mantener la ac- 
tividad Cdk-M baja después de la mitosis. Una CKI denominada p27 (véase Figura 17-19) 
puede realizar funciones semejantes en células animales, 

En la mayoría de células, la disminución de la transcripción de los genes de las ciclinas 
M también inactiva Cdk-M al final de la mitosis. En las levaduras de gemación, por ejemplo, 
Cdk-M induce la expresión de estos genes, originando un bucle de retroalimentación posi- 
uva. Este bucle se inactiva cuando las células salen de la mitosis: la inactivación de Cdk-M 
por Cdhl1 y Sicl reduce la transcripción génica de la ciclina M y, en consecuencia, una dis- 
minución de la síntesis de la ciclina M. Las proteínas reguladoras de genes que inducen la 
expresión de las ciclinas S y G;/S también se inhiben durante G;. 

Asi, la activación del APC/C-Cdhi1, la acumulación de las CK] y la disminución de la ex- 
presión génica de las ciclinas colaboran para que la fase G, sea el momento en el que toda la 
actividad Cdk está inhibida. Como en muchos otros aspectos del control del ciclo celular, la 
existencia de varios mecanismos reguladores hace que el sistema de inhibición sea más com- 
pacto y pueda seguir funcionando con una eficiencia razonable. Entonces, ¿córno escapa la 
célula de este estado estacionario de G; para iniciar un nuevo ciclo celular? La respuesta es 
que la actividad Cdk-G+y/S, que aumenta hacia finales de G;, libera todos los mecanismos de 
frenado que inhiben la actividad Cdk, como describiremos en la próxima sección. 


Resumen 


Dospués de que la mitosis haya terminado la formación de un par de núcleos hijos, la citocinesis fi- 
naliza el ciclo celular y se divide la propia célula. La citocinesis depende de un anillo de actina y 
miosina que se contrae al final de la mitosis en un lugar a medio camino entre los cromosomas 
segregados. En las células animales, la ubicación del anillo contráctil se determina por señales pro- 
cedentes de los microtúbulos del huso de la anafase. La defosforilación de las dianas de la Cdk, como 
consecuencia de la inactivación de la actividad Cdk en la anafase, desencadena la citocinesis en el 
mornento correcto después de la anafase. Después de la citocinesis, la célula entra en un estado G; es- 
table de baja actividad Cdk, donde espera las señales para entrar en un nuevo ciclo celular 


CONTROL DE LA DIVISIÓN CELULAR 
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Un zigoto de ratón y un zigoto de un ser humano tienen un tamaño similar pero dan lugar a 
animales de tamaños diferentes. ¿Qué factores del control de la hinción celular de los seres 
humanos y de los ratones son los responsables de estas diferencias de tamaño? La misma 
pregunta fundamental puede hacerse para cada órgano y tejido del cuerpo de un animal. 
¿Qué factores del control del funcionarniento celular explican la longitud de la trompa de un 
elefante o el tamaño de su cerebro o de su hígado? Para la mayoría de estas preguntas toda- 
vía no tenernos respuesta, lo cual es debido a que han recibido poca atención en compara- 


ción con otras cuestiones de la biología celular y de la biología del desarrollo. Sl obstante, eS =ocooocoors 


posible señalar los elementos que deben constituir la respuesta. 

El tamaño de un órgano o de un organismo depende principalmente de su masa celu- 
lartotal, la cual depende tanto del número total de células como del tamaño de estas células. 
Asu vez, el número de células depende de la cantidad de divisiones celulares y de la muerte 
celular Porlo tanto, el tamaño de los órganos y del cuerpo está determinado por tres proce- 
sos hindarmentales: el crecirniento celular, la división celular y la muerte celular. Cada uno de 
estos procesos está estrictamente regulado, tanto por prograrnas intracelulares como por 
moléculas señalizadoras extracelulares que controlan estos programas. 
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Por regla general, las moléculas señalizadoras extracelulares que regulan el tamaño ce- 
lular y el número de células son proteínas de secreción solubles, proteínas que se unen a la 
superficie de las células o componentes de la matriz extracelular. Desde un punto de vista 
funcional, pueden dividirse en tres clases principales: z 


1. Mitógenos, que estimulan la división celular, hindamentalmente desencadenando 
una oleada de actividad Cdk-G1/S que libera controles intracelulares negativos que de 
otra manera bloquearían la progresión a través del ciclo celular. 


2. Factores de crecimiento, que estimulan el crecimiento celular (un aumento de la masa 
celular) induciendo la síntesis de proteínas y de otras macromoléculas e inhibiendo su 
degradación. 


3. Factores de supervivencia, que estimulan la supervivencia celular inhibiendo el tipo de 
muerte celular programada conocida como apoptosis. 


Muchas moléculas de señalización extracelulares inducen todos estos procesos y otras 
sólo algunos. En efecto, el término factor de crecimiento se utiliza con frecuencia de forma 
inapropiada para describir un factor con cualquiera de estas actividades. Aún peor, el térmi- 
no crecimiento cebular es utilizado con frecuencia para referirse a un aumento del número de 
células o proliferación celular. 

Además de estas tres clases de señales estimuladoras, existen moléculas de señalización 
extracelulares que inhiben la proliferación celular, el crecimiento celular o ambos procesos; 
en general, se sabe poco respecto a este tema. También existen moléculas de señalización 
extracelulares que activan la apoptosis. 

En esta sección nos centraremos sobre todo en estudiar cómo los mitógenos y otros fac- 
tores, como el daño en el DNA, controlan la velocidad de la división celular. Después, trata- 
remos el importante pero por lo general mal entendido problema de cómo una célula que 
prolifera, coordina su crecimiento con la división celular para así mantener su tamaño apro- 
piado. Se tratará el control de la supervivencia celular y de la muerte celular por apoptosis en 
el Capítulo 18. 


Los mitógenos estimulan la división celular 


Los organismos unicelulares tienden a crecer y a dividirse con tanta rapidez como pueden y 
su velocidad de proliferación depende en gran medida de la disponibilidad de nutrientes en 
el medio. Sin embargo, las células de un organismo pluricelular sólo se dividen cuando el 
organismo necesita más células. Así, para que una célula animal prolifere, necesita recibir 
señales extracelulares en forma de mitógenos, procedentes de otras células, por lo general 
de las células vecinas. Los mitógenos superan los mecanismos intracelulares de frenado que 
bloquean la progresión a través del cicio celular. 

Uno de los primeros mitógenos identificados fue el facior de crecimiento derivado de las 
plaquetas (PDGE: platelet- derived growrh factor), que es característico de muchos otros des- 
cubrimientos posteriores. El camino hacia su aislamiento comenzó al observar que los Abro- 
blastos proliferan en una placa de cultivo si se les suministra suero, pero no proliferan si se les 
suministra plasma. El plasma se obtiene eliminando las células de la sangre e impidiendo que 
se produzca la coagulación; el suero se obtiene permitiendo la coagulación de la sangre y xe- 
cogiendo el líquido resultante libre de células. Cuando la sangre coagula, las plaquetas Íncor- 
poradas en el coágulo liberan el contenido de sus vesículas de secreción (Figura 17-61). La 
mayor capacidad del suero de inducir la proliferación celular sugiere que las plaquetas con- 
tienen uno o más mitógenos. Esta hipótesis se confirmó al observar que los extractos de pla- 
quetas podían utilizarse en lugar del suero para estimular la proliferación de los Gbroblastos. 
Se demostró que el factor clave de los extractos era una proteína que posteriormente se puri- 
ficó y se denominó PDGE En el organismo, el POGF liberado de los coágulos sanguíneos 
ayuda a esúmularla división celular durante la cicatrización de las heridas. 

El PDCF sólo es una de las más de 50 proteínas conocidas que actúan como mitógenos. 
La mayoría de estas proteínas tienen una amplia especificidad. El PDGE por ejemplo, puede 
estimular la división de muchos tipos celulares, incluidos los fibroblastos, las células mus- 


A 


culares lisas y las células neurogliales. Asimismo, el factor de crecimiento epidérmico (EGF: 
epidermal growth factor) no sólo actúa sabre células epidérmicas sine también sobre sau- 

élulas epiteliales corno no epiteliales. En camn- 
bío, algunos mitógenos tienen una especificidad reducida; por ejemplo, la ertiropoyetina 
sólo induce la proliferación de los precursores de los glóbulos rojos. Muchos mitógenos, 


chos otros pos celulares, incluyendo anto 


microtúbulo 


mitocondria 


Figura 17-61 Una plaqueta. Las plaquetas 
son células en miniatura sía núcleo, Circulan 
por la sangre y contribuyen a que se 
produzca la coagulación sanguínea en los 
lugares de daño tisular, evitando así una 
hemorragia masiva. También liberan varios 
factores gue estimulan la cicatrización de las 
heridas. La plaqueta que se muestra se ha 
seccionadeo porla mitad para mostrar 5145 
vesículas de secreción, algunas de las cuales 
contienen el factor de crecimiento derivado 
de las plaquetas (PDOGF). 
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incluido el POGE también desempeñan otras funciones adernás de estimudar la división 
celular: estimulan el crecimiento celular, la supervivencia, la diferenciación o la migración, 
dependiendo de las circunstancias y del tipo celular de que se trate. 

En algunos tejidos, proteínas de señalización extracelulares intúbidoras se oponen alos 
reguladores positivos, inhibiendo de esa manera el crecimiento de los órganos. Las proteínas 
de señalización inhibidoras más conocidas son el TGFf y sus horaólogos. El TGEf inhibe la 
proliferación de varios tipos celulares mediante el bloqueo de la progresión del ciclo celular 
en G, o la estimulación de apoptosis. 


Las células pueden retrasar la división entrando en un estado 
especializado no proliferativo 


En ausencia de una señal mitogénica que estimule la proliferación, la actividad Cdk se 
mantiene inhibida en G;, a través de los diversos mecanismos tratados anteriormente, y se 
bloquea la progresión hacia un nuevo ciclo celular, En algunas ocasiones, las células desor- 
ganizan parcialmente su sistema de control del ciclo celular y salen del ciclo, entrando en un 
estado especializado no proliferativo llamado Gy. 

La mayoría de las células de nuestro cuerpo están en Go, pero las bases moleculares y la 
reversibilidad de este estado varían en función del tipo celular. La mayoría de nuestras neu- 
ronas y de las células musculares esqueléticas se encuentran en un estado Gu de diferen- 
ciación terminal, en el cual su sisterna de control del ciclo celular está por completo desman- 
telado: la expresión de los genes que codifican varias Cdk y ciclinas está permanentemente 
inhúbida y rara vez se produce la división celular. Otros tipos celulares abandonan el ciclo ce- 
lular sólo de forma transitoria y conservan la capacidad de reorganizar con rapidez el sistema 
de control del ciclo celular y volver a entrar en el ciclo. Por ejemplo, la mayoría de las células 
del hígado están en Go, pero si el hígado se daña pueden ser estimuladas para dividirse. Aún 
más, otros tipos celulares, incluidos los fibroblastos y algunos linfocitos, repetidamente aban- 
donan y vuelven a entrar en el ciclo celular a lo largo de toda su vida. 

Casi todas las variaciones en la duración del ciclo cehular de un organismo adulto se 
producen durante el tiempo que la célula pasa en G; o Go. Por el contrario, el tiempo que 
tarda una célula en progresar desde el comienzo de la fase S hasta finalizar la mitosis es por 
lo general breve (de 12 a 24 horas en mamiferos) y bastante constante, con independencia 
del tiempo que transcurra entre una división y la siguiente. 


Los mitógenos estimulan las actividades de Cdk-Gy y de Cdk-G1/S 


En la mayoría de células animales, los mitógenos regulan la velocidad de la división celular 


interviniendo en la fase G; del ciclo celular. Como se ha indicado, durante la fase G, actúan 
mecanismos que inhiben la actividad Cdk y bloquean la entrada en la fase S, Los mitógenos 
sueltan estos frenos que inhiben la actividad Cdk y permiten así que comience la fase S, 

Como se ha descrito en el Capítulo 15, los mitógenos interactúan con receptores de su- 
perficie celular que activan numerosas vías de señalización intracelular. Una de las vías prin- 
cipales actúa a través de la pequeña GTPasa Ras, que induce la activación de una cascada de 
MAP-quinasas, Este hecho conduce a un auunento de la síntesis de proteínas reguladoras de 
genes, incluido Myec. Se cree que Myc estimula la entrada en el ciclo celular mediante varios 
mecanismos, uno de los cuales es aumentarla expresión de los genes que codifican las cicli- 
nas de G1 (ciclinas D), incrementando así la actividad de Cdk-G, (Cdka-ciclina DD). Mye tara- 
bién tiene un papel clave en la estimulación de la transcripción de los genes que inducen el 
crecimiento celular. ] ds 

Enldas células animales, la función clave de los complejos Cdk-G, es activar un gnapo de 
factores reguladores de genes denominado proteínas EZF, que se unen a secuencias especí- 
ficas de DINA de las regiones promotoras de uma gran variedad de genes que codifican pra- 
teínas necesañas para la entrada en la fase S, incluyendo las ciclinas G1Í5, las ciclinas 3 y 
proteínas implicadas en la síntesis de DNA y la duplicación cromosómica. En ausencia de 
estimulación mitogénica, la expresión génica dependiente de E2F está inhibida por la Lare- 
racción entre E2F y ijernbros de la farmilía de la proteína del retinobiastoma (Rb). Cuando 
los mitógenos estimulan la proliferación celular, se acuenolan complejos Cd Cy activos que 
fosforilan miembros de la familia Kb y disminayeo su afinidad por EZE Después, las pro- 
teínas E2F liberadas activan la expresión de sus genes diana (Figura 17-82). 
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Este sistema de control transeripcional, como muchos otros sistemas de control que 
regulan el ciclo celular, contiene bucles de retroalimentación que inducen una rápida tran- 
sición G1/S. Las proteínas E2F liberadas, por ejemplo, aumentan la ranserípción de sus pro- 
pios genes. Además, la transcripción dependiente de E2F de los genes de la ciclina G1/S 
(ciclina E) y la ciclina $ (ciclina A) provoca un aumento de las actividades Cdk-G+/5S y Cdk-S, 
lo cual aumenta a su vez la fosforilación de la proteína Rb y favorece aún más la liberación de 


E2F (Figura 17-62). 


El principal miembro de la familia Rb, la propia proteína Kb, fue identificado origina- 
namente a través de los estudios sobre un tipo de tumor ocular infantil hereditaño conoci-* 
do como retinoblastoma (véase Capítulo 20). La pérdida de las dos copias del gen Rb provoca 
una excesiva proliferación celularen la retina en desarrollo, lo que sugiere que la proteína Rb 
es en parúcular importante para limitar la-división celular en este tejido. La pérdida com- 
pileta de Rb no causa un aumento inmediato de la proliferación de células retinianas 4 OUrOs 
tipos celulares, en parte porque Cdh1 y las CKI también ayudan a inhibir la progresión a tra- 
vés de G1, y en parte porque otros tipos celulares contienen proteínas homúólogas a Eb que 
proporcionan un sostén de seguridad en ausencia de Rb. Es también probable que otras pro- 


teínas, no horólogas a Rb, ayuden a regular la actividad de E2E 


Figura 17-62 Mecanismos que controlan 
la entrada en el ciclo celular y el inicio de la 
fase 5 en las células animales. Como se 
describe en el Capítulo 15, los mitógenos se 
unen a receptores de la superficie celular 
iniciando vías de señalización intracelulares. 
Una de las principales vías supone la 
activación de la pequeña GTPasa Ras, la Cual 
activa Una cascada de MAP-quinasas que 
provoca el aumento de la expresión de 
numerosos genes tempranos inmediatos, 
incluido el gen que codifica la proteína 
reguladora de genes Myc. Myc aumenta la 
expresión de muchos genes de respuesta 
tardía, incluyendo algunos que aumentan la 
actividad del complejo Cdk-G, (Cdk4-ciclina 
Dj), el cual fosforila rrmiembros de la familia 
de proteinas Rh. La fosforilación inactiva 

las proteínas Rb, liberándose la proteína 
reguladora de genes E2F que activa la 
transcripción de los genes de la transición 
Gy5, incluidos los genes de la ciclina G1/S 
(ciclina E) y de la ciclina S [ciclina A). La 
aparición resultante de las actividades 
Cdk-G1/S y Cdk-S aumenta aún más la 
fosforilación de la proteina Rb y se origina 
un bucle de retroalimentación positiva. 
Además, las proteínas E2F también estimulan 
la transcripción de sus propios genes, lo que 
origina otro bucle de retroalimentación 
positiva, 
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Existen niveles adicionales de control que promueven un extraordinario aumento de la 
actividad Cdk-S al comienzo de la fase S. Hemos mencionado que el activador Cdh1 del 
APC/C inhibe el incremento de los niveles de las ciclinas después de la mitosis. En las célu- 
las animales, sin embargo, las ciclinas G1 y G1/S son resistentes a Cdh1 y pueden actuar sin. 
oposición del APC/C estimulando la fosforilación de la proteína Rb y la expresión génica de- 
pendiente de E2E Por el contrario, la ciclina S no es resistente a Cdb] y su aumento de con- 
centración es inhibido inicialmente por la actividad APC/C-Cdh1, Sin embargo, Cdk-G1/S 
también fosforila e inactiva el APC/C-Cdh1, permitiendo así la acumulación de la ciclina S, 
que estimula aún más la activación de Cdk-S5. Cdk-G1/S también inactiva proteínas CKI que 
inhiben la actividad Cdk-S. El efecto global de todas estas interacciones es la rápida y com- 
pleta activación de los complejos Cdk-$ necesarios para el inicio de la fase S. 


El daño en el DNA bloquea la división celular: 
la respuesta al daño en el DNA 


La progresión a través del ciclo celular y, por lo tanto, la velocidad de la proliferación celular, 
no sólo está controlada por los mitógenos extracelulares sino también por otros mecanis- 
rnos extraceluwares e intracelulares. Una de las influencias más importantes es el daño en el 
DNA, el cual puede suceder como consecuencia de reacciones química espontáneas en el 
DNA, errores en la replicación del DNA, la exposición a la radiación o a ciertos agentes quí- 
micos. Es imprescindible que la célula repare los cromosomas dañados antes de que inten- 
te duplicarlos o segregarlos. El sistema de control del ciclo celular puede detectar con 
facilidad el daño en el DNA y detener el ciclo celular en cualquiera de los dos puntos de con- 
trol: uno en el Inicio hacia el final de G,, el cual impide la entrada en el ciclo celular y en la fa- 
se $, y el otro en el punto de control G2/M, el cual impide la entrada en la mitosis (véase 
Figura 17-21). 

El daño en el DNA inicia una vía de señalización que activa una de las dos proteínas 
quinasa homéólogas denominadas ATM y ATR, las cuales se asocian con el lugar dei daño y 
fosforilan varias proteínas diana, incluidas otras dos proteínas quinasas denominadas Chk1 
y Chk2. Arnbas quinasas fosforilan otras proteínas diana que provocan la detención del ciclo 
celular. Una diana principal es la proteína reguladora de genes p53, la cual estimula la trans- 
cripción del gen que codifica una proteína CKl lamada p21; esta proteína se une a los corm- 
plejos Cdk-G1/8 y Cdk-S e inhibe sus actividades, ayudando así a bloquear la entrada en el 
ciclo celular (Figura 17-63). <TGAA> 

El dañio en el DNA activa p53 a través de un mecanismo indirecto. En las células no da- 
ñadas, p53 es muy inestable y su concentración muy baja como consecuencia en gran parte 
de la interacción con otra proteína, Mdm2, que actía como una ubiquitina ligasa que marca 
po3 para su degradación en los proteosomas. La fosforilación de p53 tras el daño en el DNA 
reduce su unión a Mdra2. Esto disminuye la degradación de p53, lo que produce un acusado 
aumento de la concentración de p53 en la célula. Además, la disminución de la unión a 
Mdra2 aumenta la capacidad de pS3 para estiomaiar la transcripción génica (Figura 17-83). 

Las proteínas quinasa Chkl y Chk2 también impiden la progresión del ciclo celular al 
fosforilar rmiembros de la familia de proteínas fosfatasa Cdc25, inhibiendo así su función. 
Como se describió anteriormente, estas quinasas son en especial importantes en la activa- 
ción de Cdk-M al cornienzo de la mitosis (véase Figura 17-25). De este modo, la inhibición 
de la actividad de Cdc25 por el daño en el DNA ayuda a impedir la entrada en la mitosis 
(véase Figura 17-21). 


La respuesta al daño en el DNA tarobién detecta problemas que se presentan cuando ' 


una horquilla de replicación se detiene durante la replicación del DNA. Cuando los nu- 
cleótidos se agotan, por ejemplo, las horquillas de replicación se paran durante la fase de 
elongación de la síntesis del DNA. Para evitar que la célula intente segregar cromosomas 
parcialmente replicados, los mismos mecanismos que responden al daño en el DNA detec- 
tan las horquillas de replicación detenidas y bloquean la entrada en la mitosis hasta que se 
hayan solucionado los problemas de las horquillas de replicación. 

La respuesta al daño en el DNA no es esencial para la división celular normal si las con- 
diciones arabientales son ideales. Sin embargo, las condiciones ambientales rara vez son 
ideales: durante la vida de cualquier célula siempre se produce un nivel bajo de daño en el 
DINA, de modo que si la respuesta al daño no funcionara, este último se acumularía en la 
progenie de la célula, Con el derapo, la acunmiación de daño genético en células que care- 
cen de la respuesta al daño en el DIVA conduce a un aumento de la frecuencia de mutaciones 
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que provocan cáncer. En efecto, por lo menos en la mitad de todos los cánceres humanos se 
han identificado mutaciones en el gen p53 (véase Capítulo 20). Esta pérdida de función de 
p53 permite que la cétula cancerosa acumule mutaciones más rápidamente. Asimismo, 
una rara enfermedad genética denominada ataxia telangiectasía es consecuencia de una 
deficiencia en ATM, una de las proteínas quinasa que se activa en respuesta al daño en el 
DNA inducido por los rayos X; los enfermos que padecen esta enfermedad son muy sensi- 
bles a los rayos X y sufren una mayor Hrecuencia de cáncer. 

¿Qué sucede si el daño en el DNA es tan grave que no se puede reparar? La respuesta va- 
ría en función del organismo. Los organismos unicelulares como las levaduras de gernación 
detienen de forma transitoria su ciclo celular e intentan reparar el daño, pero el ciclo se rea- 
nuda aunque no se haya completado la reparación. Para un organismo unicelular, la vida 
con mutaciones es aparentemente mejor que no vivir. Sin embargo, en los organismos plu- 
ricelulares, la salud del organismo tiene preferencia sobre la vida de una célula. Las células 
que se dividen con graves daños en el DNA amenazan la vida del organismo, ya que el daño 
genético puede producir con frecuencia cáncer y otras enfermedades. Así, las células ani- 
males con graves daños en el DNA no intentan dividirse, sino que se autoeliminan indu- 
ciendo la apoptosis. Por lo tanto, a menos que el daño en el DNA sea reparado, la respuesta 
al daño en el DNA puede conducir o a la detención del ciclo celular o ala muerte celular. Tal 
y como veremos en el siguiente capítulo, la apoptosis inducida por el daño en el DNA de- 
pende de la activación de p53. En efecto, es la función inductora de la apoptosis de p53 la 
que aparentemente es más importante para protegemos del cáncer. 
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Figura 17-63 De qué forma el daño 

en el DNA detiene el ciclo celular en 
Gy. Cuando el DNA está dañado, varias 
proteínas quinasa son reclutadas en 

el lugar del daño e inician una vía de 
señalización que provoca la detención 
del ciclo celular. La primera quinasa que 
se localiza en el lugar dañado es o bien 
ATM o bien ATR, dependiendo del tipo 
de daño. Á cantintiación, se reciuran 

y se activan protelnas quinasa 
adicionales, denominadas Chki y Chk2, 
dando lugar a la fosforilación de la 
proteína reguladora de genes p53. 
Normalmente, Mdm2 se une a p53 e 
induce su ubiquitinización y posterior 
degradación en los proteosomas. La 
fosforilación de p53 bloquea ste unión 

a Mdm2; en consecuencia, p53 se 
acumula en grandes cantidades y 
estimula la transcripción del gen que 
codifica la proteína CKL p21. La proteína 
p21 se une e inactiva a los complejos 
Cdk-G1/5 y Cdk-S, deteniendo a la célula 
en 61. En algunas ocasiones, el daño 
enel DNA también induce o bien 

la fosforilación de Mdm2 o bien una 
reducción de su síntesis, lo cual 
provoca un aumento adicional de 

p53 ino se muestra). 
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Muchas células humanas limitan de forma programada 
el número de veces que se pueden dividir 


Muchas células animales se dividen un número limitado de veces antes de detenerse y 
experimentar la detención permanente del ciclo celular. Por ejemplo, cuando se cultivan f- 
broblastos humanos procedentes de tejidos normales en un medio mitogénico estándar, sólo 
se dividen entre 25 y 50 veces. Hacia el final de este periodo, la proliferación se enlentece y 
finalmente se detiene; las células entran en un estado de no división del cual ya no se 
recuperan. Este fenómeno se denomina senescencia celular replicativa, aunque no parece 
probable que sea responsable del envejecimiento del organismo. Parece que la senescencia 
del organismo depende, al menos en parte, dela progresiva oxidación perjudicial de macro- 
moléculas de vida larga. Así, las estrategias que reducen el metabolismo (como disminuir la 
ingesta de alimento) y que, porlo tanto, reducen la producción de especies reactivas de oxí- 
geno, pueden alargar la duración de la vida de los animales de experimentación. 

La senescencia celular replicativa de los fibroblastos humanos parece ser consecuen- 
cia de cambios en la estructura de los telómeros, de las secuencias repetidas de DNA y de 
proteínas asociadas que se localizan en los extremos de los cromosomas. Como se ha descri- 
to en el Capítulo 5, cuando una célula se divide las secuencias de DNA del telómero no se 
replican del mismo modo que el resto del genoma, sino que son sintetizadas por la enzima 
telomerasa. La telomerasa también induce la formación de estructuras proteicas termina- 
les que protegen los extremos de los cromosomas. Dado que los fibroblastos humanos, y 
muchas otras células somáticas humanas, carecen de telomerasa, sus telómeros se acortan 
en cada división celular y sus estructuras proteicas terminales se deterioran de forma pro- 
gresiva. Finalmente, los extremos expuestos de los cromosomas son detectados como daño 
en el DNA, induciendo la detención del ciclo celular dependiente de p53, la cual se parece 
ala detención inducida por otros tipos de daño en el DNA (véase Figura 17-63). Por el con- 
trario, las células de los roedores mantienen la actividad telomerasa y la función de los te- 
lómeros cuando proliferan en cultivo, de modo que carecen de un mecanismo dependiente 
de los telómeros que limite la proliferación. La expresión forzada de la telomerasa en fibro- 
blastos humanos normales, utilizando técnicas de ingeniería genética, impide este tipo de 
senescencia. Por desgracia, la mayoría de las células cancerosas han recuperado la capaci- 
dad de expresar la telomerasa y de mantener la función del telómero a medida que prolife- 
ran; como consecuencia de ello, las células cancerosas no experimentan la senescencia 
celular replicativa. 


Las señales de proliferación anómalas originan la detención 
del ciclo celular o la apoptosis, excepto en células cancerosas 


Muchos de los componentes de las vías de señalización mitogénicas están codificados por 
genes que inicialmente fueron identificados como genes inductores de cáncer, y OnCOgenes, 
ya que sus mutaciones contribuyen al desarrollo de cáncer. Así, da mutación de un solo armi- 
noácido de la pequeña GTPasa Ras provoca la hiperactivación de la proteína, conduciendo 
a la estimulación constante de las vías de señalización dependientes de Ras, incluso en 
ausencia de estimulación mitogénica. Asimismo, las mutaciones que dan lugar a la sobreex- 
presión de Myc provocan un excesivo crecimiento y proliferación celular, favoreciendo el 
cáncer. 

Sin embargo, en la mayoría de células, cuando de forma experimental se sobreexpresa 
una forma hiperactiva de Ras o de Myc, el resultado no es una proliferación excesiva sino, sor- 
prendentemente, lo contrario: las células detienen el ciclo celular o Uevan a cabo apoptosis, La 
célula normal parece poder detectar estímulos mitogénicos anómalos y responde impidiendo 
que haya más divisiones. Respuestas como éstas contribuyen a dificultar la supervivencia y la 
proliferación de las células que contienen mutaciones inductoras de cáncer 

Aunque se desconoce cómo la célula detecta una estimulación mitogénica excesiva, 
con frecuencia este tipo de estimulación induce la expresión de una proteína inhibidora 
del ciclo celular denominada Arf la cual se une e inhibe Mdm2. Como se ha mencionado, 
Mdm2 estimula por lo general la degradación de p53, Por lo tanto, la activación de Arf pro- 
voca el aumento de los niveles de p53 e induce la detención del ciclo celular o la apoptosis 
(figura 17-44). 

Entonces, si estos mecanismos bloquean la división o la supervivencia de las células 
eutantes que poseen señales de proliferación hiperactivas, ¿cómo se originan las célu- 
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las cancerosas? La respuesta es que a menudo el sistema protector está inactivado en las 
células cancerosas debido a mutaciones en los genes que codifican componentes esenciales 
de las respuestas de punto de control, corno Arfo p53 o las proteínas que ayudan a activarlos. 


El crecimiento del organismo y de los órganos depende 
del crecimiento celular 


La división celular no es suficiente para que un organismo o un órgano crezcan. Si las células 
proliferaran sin crecer, se volverían progresivarmente ás pequeñas y no se producida ningún 
aumento neto de la masa celular total. Por lo tanto, en la mayoría de poblaciones celulares 
que proliferan, el crecimiento celular acompaña a la división celular. En los organismos uni- 
celulares, corno las levaduras, tanto el crecimiento celular como la proliferación celular sólo 
necesitan nutrientes, Por el contrario, en los animales, tanto el crecimiento celular como la 
proliferación celular dependen de moléculas de señalización extracelulares, sintetizadas por 
otras células, denominadas, respectivamente, factores de crecimiento y mitógenos. 

Como los mitógenos, los factores de crecimiento extracelulares que estimulan el creci- 
miento de las células animales se unen a receptores de la superficie celular y activan vías de 
señalización intracelulares. Estas vías provocan la acumulación de proteínas y de otras 
macromoléculas, ya que aumentan la velocidad de su síntesis y reducen la velocidad de su 
degradación. Estas vías también inducen un aumento del consumo de nutrientes y la pro- 
ducción del ATP necesario para impulsar el aumento de la síntesis proteica. Una de las vías 
de señalización intracelular más importantes activada por los receptores de los factores de 
crecimiento es aquella en la que participa la enzima PI 3-quinasa, la cual añade un fosfato 
procedente del ATP en la posición 3 de los fosfolípidos de inositol de la membrana plasmá- 
tica. Como se describe en el Capítulo 15, la activación de la Pl 3-quinasa conduce a la acti- 
vación de una quinasa, llamada TOR, la cual se encuentra en el centro de las vías reguladoras 
del crecimiento de todos los eucariotas. TOR activa muchas dianas de la célula que estimulan 
procesos metabólicos y aumentan la síntesis proteica. Una de las dianas es una proteína qui- 
nasa denominada quinasa S6 (S6X), que fosforila la proteína ribosórmica S6, aumentando la 
capacidad de los ribosomas de traducir um subconjunto de moléculas de mRNA, la mayoría 
de las cuales codifican cormponentes ribosómicos. TOR también activa de forma indirecta 
un factor de iniciación de la traducción llamado elF4E y de forma directa proteínas regula- 
doras de genes que estimulan el aumento de la expresión de genes que codifican subuni- 
dades rnibosómicas (Figura 17-65). 


Las células que proliferan por lo general coordinan 
su crecimiento y división 


a que las células 


creciocienso con la división celular para asegurar que el tamaño celular se duplique con cada 


Figura 17-64 Detención del ciclo celular 

o inducción de la apoptosis como 
consecuencia de una estimulación excesiva 
de las vías mitogénicas, Los niveles 


«demasiado elevados de Myc originan la 


activación de Arf, la cual se une e inhibe 
Mdm2, generando asi un aumento de la 
concentración de p53 ívéase Figura 17-60), 
En función del típo celular y de las 
condiciones extracelulares, p53 inducirá 
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división: si las células crecieran muy lentamente, se volverían más pequeñas con cada divi- 
sión, y si crecieran demasiado rápido, se irían volviendo más grandes. 3e desconoce cómo 
logran las células esta coordinación, pero parece probable que suponga numerosos meca- 
nismos que varían en diferentes organismos e inchuso en diferentes tipos celulares del rmis- 
rao organismo (Figuera 17-68). 

Sin embargo, el crecimiento y la división de las células auimales no siempre están 
coordinados. En muchas ocasiones, están por completo desacoplados para permitir el 
crecimiento sin la división o la división sin el crecimiento. Por ejemplo, las células muscula- 
res y las neuronas pueden crecer de manera espectacular después de que hayan aban- 
donado de forma permanente el ciclo celular. Asimismo, los óvulos de muchos animales 
crecen hasta alcanzar un gran tamaño sin dividirse; sin embargo, después de la fecundación, 
esta relación se invierte y se producen muchas rondas de división sin crecimiento (véase 
Figura 17-9). : 

En comparación con la división celular, existen muy pocos estudios sobre córno se con- 
trola el tamaño celular en los animales. Como consecuencia de ello, continúa siendo wa mis- 
terio córno se determina el tamaño celular y por qué los diferentes tipos celulares de un 
mismo animal crecen hasta tener un tamaño tan diferente (Figura 17-67). Uno de los casos 
mejor comprendidos en mamiferos es el de las neuronas simpáticas adultas, la cuales han 
abandonado permanentemente el ciclo celular. Su tamaño depende de la cantidad del fac- 
tor de crecimiento nervioso (NGF: nerve growth factor) secretado por las células diana a las 
que inerva; cuanto mayor sea la cantidad de NGF a la que la neurona ene acceso, mayor será 
su tamaño. 

Parece probable que los genes que expresa una célula determinan los límites de su ta- 
maño, mientras que las moléculas de señalización extracelulares y los nutrientes regulan el 
tamaño dentro de estos límites. El reto estriba en identificar los genes y las moléculas de se- 
ñalización pertinentes de cada tipo celular. y a 
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Figura 17-635 Estimulación del crecimiento 
celular por factores de crecimiento 
extracelulares y nutrientes. Como se 
describe en el Capítulo 15, la ocupación de 
receptores de la superficie celular por 
factores de crecimiento provoca la activación 
de la PI 3-quinasa, la cual induce la síntesis 
de proteínas a través de una compleja vía 
de señalización que conduce a la activación 
de la proteína quinasa TOR; los nutrientes 
extracelulares, como los aminoácidos, 
también colaboran en la activación de TOR 
mediante un mecanismo desconocido. 
Como se muestra, TOR utiliza numerosos 
mecanismos que inducen la síntesis de 
proteínas; también inhibe la degradación 
de proteínas (no se muestra). Además, los 
factores de crecimiento aumentan la sintesis 
de la proteina reguladora de genes Myc (no 
se muestra), la cual activa la transcripción 
de varios genes que activan el metabolismo 
y el crecimiento celular, 4E-BP es un inhibidor 
del factor de inicio de la traducción elF4E. 


Figura 17-66 Posibles mecanismos que 
coordinan el crecimiento y la división 
celulares. En las células que proliferan, el 
tamaño celular se mantiene medianíe 
mecanismos que coordinan las velocidades 
de la división y del crecimiento celular. Hay 
rauchos mecanismos y diferentes tipos 
celulares utilizan distintas combinaciones 
de ellos. (A) En muchos tipos celulares sobre 
todo levaduras, la velocidad de la división 
celular está controlada por la velocidad del 
crecimiento celular, de manera que sólo se 
produce la división cuando la velocidad del 
crecimiento alcanza un umbral mínimo; 

en levaduras, los niveles de los nutrientes 
extracelulares son los que regulan 
principalmente la velocidad del crecimiento 
celular y por consiguiente la velocidad de la 
división celular. (8) En algunos tipos celulares 
animales, el crecimiento y la división se 
pueden controlar por factores extracelulares 
distintos (factores de crecimiento y 
mitógenos, respectivamente); el tamaño 
celular depende de los niveles relativos de 
Jos dos tipos de factores. (C) Algunos factores 
extracelulares pueden estirmular tanto el 
crecimiento celular como la división celular 
mediante vias de señalización activadas 

de fotma simultánea que estimulan el 
crecimiento, y mediante otras vías que 
estimulan la progresión del ciclo celular, 
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Figura 17-67 Diferencia de tamaño entre una neurona (de la retina) y un linfocito 
en un mamífero. Ambas células contienen la misma cantidad de DNA. Una neurona 
sigue creciendo después de haber abandonado permanentemente el ciclo celular. 
Durante este tiempo, la relación entre los volúmenes del citoplasma y del núcleo 
aumenta en gran medida ten un factor superior a 10% en algunas neuronas). 
(Neurona de B.B. Boycott, en Essays on the Nervous System (R. Bellairs 

y E.G. Gray, eds]. Oxford, UK: Clarendon Press, 1974.) 


Las células vecinas compiten por las proteínas de señalización 
extracelulares 


Cuando se cultivan en una placa en presencia de suero, la mayoría de los tipos celulares de 
los mamiferos se adhieren al fondo de la placa, se extienden y se dividen hasta que forman 
una monocapa confluente. Cada célula se une a la placa y contacta con las células vecinas 
por todos los lados. Cuando esto ocurre, las células normales, a diferencia de las células can- 
cerosas, dejan de proliferar —un fenómeno conocido como inhibición de la división celular 
dependiente de la densidad. laicialmente, este fenómeno se describió bajo la denominación 
de “inhibición por contacto” de la división celular, pero no parece probable que las interac- 
ciones célula-célula sean las únicas responsables. La densidad celular a la que se detiene la 
proliferación celulár en la monocapa confluente aumenta a medida que la concentración 
de suero en el medio asciende. Además, si se hace circular un fiujo con medio de cultivo fres- 
co sobre una capa confluente de Aibroblastos aumentando el aporte de mitógenos, las célu- 
las que están bajo el flujo son inducidas a dividirse (Figura 17-68). Así, la inhibición de la 
proliferación celular dependiente de la densidad parece reflejar, al menos en parte, la capa- 
cidad de una célula de privar localrmente al medio de mitógenos extracelulares, privando de 
ellos alas células adyacentes. 

Este tipo de competencia podría ser importante para las células de los tejidos así como 
para las células en cultivo, dado que les impide proliferar por encima de una cierta densidad 
úe pobiación, determinada por la disponibilidad de mitógenos, factores de crecimiento y 
factores de supervivencia. Por lo general, la cantidad de estos factores es limitante en los 
tejidos, de modo que el aumento de su cantidad provoca un aumento del número de células, 
del tamaño celular o de ambos. Así, en los tejidos, las concentraciones de estos factores de- 
sermpeñan funciones importantes en la determinación del tamaño y del número de células, neurona 
y posiblemente en el tamaño final del órgano o del tejido. 

En ocasiones, el tamaño total de un tejido también puede estar controlado por factores 
inhibidores extracelulares. Por ejemplo, la miosratína es un miembro de la familia del TGFB 
que normalmente inhibe la proliferación de los mioblastos, los cuales se fusionan formando linfocito 
las fibras rausculares esqueléticas. Cuando en ratones se elimina el gen que codifica la mios- 
tatina, los rmúsculos crecen hasta llegar a alcanzar un tamaño varias veces superior a lo 
normal. Cabe destacar que dos razas de ganado vacuno que fueron seleccionadas por su vo- 
lumen muscular acabaron por presentar mutaciones en el gen que codifica la miostatina 
(Figura 17-69). 
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las células proliferan monocapa contluente: corriente de medio fresco el flujo del medio estimula la 
las células ya no proliferan aplicada sobre algunas células proliferación celular bajo la corriente 
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confluente no se dividen (gris. Las células se vuelven a dividir (verde) si son expuestas de forma directa a lan medio de 
cultivo fresco, Aparentemente, en la monocapa confluente, la proliferación ha cesado porque el medio de cultivo que 
está en contacto con las células carece ya de mitógenos por los que compiten las células, 
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CONTROL DE LA DIVISIÓN CELULAR Y DEL CRECIMIENTO CELULAR 


Los animales controlan la masa celular total mediante 
mecanismos desconocidos 


Eltamaño de un animalo de uno de sus órganos depende en gran parte del número y del ta- 
maño de las células que contiene, es decir, de la masa celular total. Cabe destacar que los 
animales pueden de algún modo evaluar la masa celular total de un tejido o de un órgano y 
regularla: en muchas circunstancias, por ejemplo, sí se aumenta o disminuye de forma ex- 
perimental el tamaño celular en un órgano, el número de células se ajusta manteniendo el 
tamaño normal del órgano. Este fenómeno se ha ilustrado de forma espectacular mediante 
experimentos en salamandras, en las que se manipuló el tamaño celular alterando la ploidía 
celular (en todos los organismos, el tamaño de una célula es proporcional a su ploidía a con- 
tenido genómico). Las salamandras de diferente ploidía tienen el mismo tamaño, pero el nú- 
mero de células es diferente. Todas las células de una salamandra pentaploide tienen un 
voltinen cinco veces mayor que el de Jas salamandras haploides y cada órgano de los ani- 
males pentaploides sólo tiene una quinta parte de las células que hay en sus semejantes ha- 
ploides, de modo que los órganos tienen aproximadamente el mismo tamaño (Figura 17-70 
y Figura 17-71). En esta ocasión (y en muchas otras), el tamaño de los órganos y el de los or- 
ganismos dependen de mecanismos que pueden determinar de algún modo la masa celular 
total. Sin embargo, sigue siendo un misterio cómo los animales calculan y ajustan la masa ce- 
lular total. 

El desarrollo de extremidades y de órganos de tamaño y forma específicos depende de 
complejos controles posicionales, así como de las concentraciones locales de proteínas de 
señalización extracelulares que estimulan o inhiben el crecimiento celular, la división y la 
supervivencia. Como trataremos en el Capítulo 22, se conocen muchos de los genes que co- 
laboran en estos procesos en el embrión. No obstante, queda mucho por aprender acerca de 
cómo estos genes regulan el crecimiento, la división, le supervivencia y la diferenciación ce- 
lulares para generar un organismo complejo. 

Los controles que gobiernan estos procesos en un organismo adulto también son poco 
conocidos. Por ejemplo, cuando cicatriza una herida en la piel de un vertebrado, para re- 
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Figura 17-69 Efectos de una mutación de 

la miostatina en el tamaño de los músculos, 
La mutación provoca un gran aumento de la 
masa muscular, como ihistra este toro Azul 
Belga. La raza Azul Belga fue producida por 
criadores y sólo recientemente se ha sabido 
que era portadora de una mutación en el gen 
de la miostatina. (De HL. Sweeney, Sci, Ar. 
291:62, 2004. Con la autorización de Sdjentific 
American) 


Figura 12-70 Secciones de túbulos renales 
de larvas de salamandra con ploidías 
diferentes. En todos los organismos, desde 
las bacterias a los humanos, el tamaño celular 
es proporcional a la ploidía. Las salarnandras 
pentaploides, por ot tienen células 
que son mucho más grandes que las de las 
salamandras haploides. Sin embargo, tanto 
jos animales como sus órganos tienen el 
mismo tarnaño, ya que cada tejido del animal 
pentaploide contiene menos células. Esto 
indica que el tamaño de un organismo 
de un órgano no se controla sencillamente 
contando el número de divisiones celulares 
o el número de células; la masa celular total 
ene gue regularse de algún modo, 
(Adaptado de G. Fankhauser, en Analysis 
of Developrena [8,H. WiHlier, PA, Welss 
y Y. Hamburger edsd, pp, 126-150, 
Philadelphia: Sauna 
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Figura 17-71 El cerebro de una salamandra haploide y el de una tetraploide. (A) Esta micrografía 
muestra una sección transversal del cerebro de una salamandra haploide. (B) La sección transversal 
correspondiente del cerebro de una salamandra tetraploide revela que la disminución del número 
de células se compensa con el mayor tamaño de éstas, de manera que el tamaño global del 
cerebro es el mismo en los dos anirmales. (De G. Fankhauser, int Rev. Cytofl, 1-165-193, 1952. Con 

la autorización de Elsevier) 


constmir el tejido perdido deben regenerarse casi una docena de tipos celulares, desde los 
fibroblastos a las células de Schwann, en cantidades, tamaños y posiciones adecuados. Ási- 
mismo, los mecanismos que controlan el crecimiento y la proliferación celular en los tejidos 
también son clave para la comprensión del cáncer, una enfermedad en la que el control no 
funciona adecuadamente, como se describe en el Capítulo 20. 


Resumen 


En los organismos pluricelulares, el tamaño, la división y la muerte celulares están cuidadosamen- 
te controlados, garantizando que el organismo y sus órganos alcancen y mantengan un tamaño 
apropiado. Los mitógenos estimulan la velocidad de la división celular eliminando los frenos mole- 
culares que contienen la progresión del ciclo celular en Gy. Los factores de crecimiento inducen el 
crecimiento celular (un aumento de la masa celular) estimulando la síntesis e inhibiendo la degra- 
dación de macromoléculas. Para mantener un tamaño constante, las células que proliferan utilizan 
numerosos mecanismos que aseguran que el crecimiento celular está coordinado con la división ce- 
lular Los animales mantienen el tamaño normal de sus tejidos y órganos ajustando el tamaño celu- 
lar, compensando los cambios en el número de células o viceversa. Se desconocen los mecanismos 


que hacen que esto sea posible. 


PROBLEMAS 


¿Qué afirmaciones son ciertas? Explicar por qué sí 
o por qué no 


17-1 Dado que un humano adulto está formado por alrededor 
de 10% células, y que a diario mueren y son reemplazadas unas 
1010 células, cada tres años nos convertimos en una persona 
nueva. : 


17-2 La regulación de los complejos Cdk-ciclina depende por 
completo de la fosforilación y la defosforilación. 


17-3 Con el objeto de que las células que proliferan mantengan 
un tamaño relativamente constante, la duración del ciclo celular 
tiene que coincidir con el tiempo que tarda la célula en duplicar 
su tamaño. 


174 Mientras gue Otras proteínas van y vienen durante el ciclo 
celular, las proteínas del complejo de reconocimiento del origen 
permanecen unidas al DNA durante todo el ciclo celular. 


17-5 Los cromosomas se sitían enla placa metafásica median- 
te fuerzas iguales y opuestas que estiran de ellos hacia los dos po- 
los del huso. 


17-6 — Si pudiéramos estimular la actividad telomerasa en todas 
nuestras células, podríaraos evitar el envejecimiento. 


Resolver los siguientes problemas 


17-7 ¿Por qué se considera extraordinario que muchos genes 
del ciclo celular de células humanas funcionen perfectamente 
cuando son expresados en levaduras? Después de todo, muchos 
genes humanos que codifican enzimas que participan en reaccio- 
nes metabólicas también funcionan en levaduras y este hecho 
nadie lo considera extraordinario. 


17-83 Se ha aislado un nuevo mutante Cdc de la levadura de ge- 
mación que forma colonias a 25”C, pero no a 37 *C. El objetivo es 
aislar el gen de tipo salvaje correspondiente al gen defectuoso del 
mutante Cdc ¿Cómo se podría aislar el gen de tipo salvaje utili- 
zando una biblioteca de DNA plasmídico obtenida de células de 
levadura de tipo salvaje? 


17-9  Seha aislado un mutante termosensible de la levadura de 
gemación. El mutante prolifera bien a 25*C, pero a35 ”C todas las 
células desarrollan una gran yema y detienen su progresión a tra- 
vés del ciclo celular. La morfología característica de las células en 
el momento en el que dejan de proliferar se conoce como la mor- 
Fología “landmark. 

Aunque es muy difícil obtener cultivos sincronizados de esta le- 
vadura, se trata de determinar exactamente en qué momento del 
ciclo celular tiene que actuar el producto génico termosensible 
—su punto de ejecución, en la terminología especializada- para 
que la célula pueda completar el ciclo. Con un buen microscopio 
equipado con una platina térmica y una cámara de vídeo, se gra- 
ba una película de un campo de células cuando experimenten el 
aumento de la temperatura para observar la morfología de las cé- 
lulas cuando detengan su progresión a través del ciclo celular. Da- 
de que las células no se mueven mucho, es relativamente fácil 
estudiar una determinada célula. Para interpretar lo observado, 
se organiza un círculo de fotografías de células al inicio del expe- 
riímento en función del tamaño de sos yemas hijas. A continua- 


ción, se buscan las fotos correspondientes a esas mismas células 


$ horas después, cuando el crecimiento y la división se han dete- 
nido por completo. Los resultados del mutante se muestran en la 
Figura P17-1 


A.  Iadicaren el esquema de la Figura P17-1 dónde se encuentra 
el punto de ejecución del mutante. 


B. ¿Existe correspondencia entre el punto de ejecución y el mu 


- maento en el que el ciclo celular se detiene en el mutante? ¿Cómo 


es posible saberlo? 


PROBLEMAS 


is Figura P17-1 Fotografías 
ae Y + ad tomadas a intervalos de un 
s Diga A mutante ternosensible de 


Juiento No7* levadura (Problema 17-9), 
del tamaño Las células del círculo interior 
de la yema ñ A en 
e relmomenta” están ordenadas en función 

dei cambio de del tamaño de su yerna, el 
temperatira cual se corresponde con su 

My posición en el ciclo celular. 
Después de 6 horas a 37 C, 
e han dado lugar a las células 
a que se muestran en el círculo 
externo. Posteriormente no se 
ha producido ni crecimiento 
ni divisiones. 


17-10 La expresión de la subunidad Sccl del complejo de cohe- 
sinas, la cual es imprescindible para que las cromátidas herma- 
nas se emparejen, puede regularse artificialmente en cualquier 
punto del ciclo celular. Si la expresión se activa al comienzo de la 
fase S, todas las células se dividen de forma satisfactoria y sobre- 
viven. Por el contrario, si la expresión de Sccl se activa después de 
que la fase S haya finalizado, las células no se pueden dividir y 
mueren, incluso aunque Sccl se acumule en el núcleo e interac- 
túe eficazmente con los cromosomas ¿Por qué las cohesinas de- 
ben estar presentes durante la fase S para que las células se 
dividan normalmente? 


17-11 Silas cohesinas unen las cromátidas hermanas a lo largo 
de toda su longitud ¿cómo es posible que las condensinas gene- 
ren cromosomas mitóticos como el que se observa en la Figura 
P17-2, que muestra con claridad las dos cromátidas hermanas 
como dominios distintos? 


Figura P17-2 Electromicrografía de barrido de un cromosoma mitótico 
totalmente condensado de células de vertebrado (Problerna 17-11). 
(Cortesía de Terry D, Allen.) 


17-12 Grandes dosis de cafeína interfieren con el mecanismo de 
punto de control de la replicación del DINA en las células de los 
mamiferos ¿Por qué entonces las autoridades sanitarias todavía 
no han emitido una advertencia apropiada dinigida a los bebedo- 
res empedernidos de café y de refrescos de cola? Una taza de café 
(150 1) contiene 100 mg de cafeína (196 g/mol) ¿Cuántas tazas 
:: de café tendrías que beber para alcanzar la dosis (10 mM) necesa- 
ña para interleri con el mecanismo de punto de control de la re- 


plicación del DNA? (Un adulto úpico contiene aproximadamente * 


40 lirros de agua.) 


17-43 Enla Figura P17-3, se muestra una célula viva del epitelio 
pulmonar de un btón eo diferentes etapas de la fase M. Ordenar 
estas irmágenes obtenidas con un microscopio Óptico en su Se- 
cuencia correcta e identificar la etapa de la fase M que representa 


“E 


- antes y des 
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Figura P17-3 Micrografías ópticas de una sola célula en diferentes etapas 
de la fase M (Problema 17-13), (Cortesía de Conly L. Rieder.) 


17-14 ¿Cuántos cinetocoros tiene una célula humana en mi- 
tosis? 


17-15 Un artículo clásico distingue claramente las propiedades 
de los microtúbulos astrales de las propiedades de los microtúbu- 
los cinetocóricos. Los investigadores utilizaron centrosormas para 
iniciar el crecimiento de los microtúbulos y a continuación aña- 
dieron los cromosomas. Los cromosomas se unieron a los extre- 
mos libres de los microtúbulos, tal como se ilustra en la Figura 
P17-4. Después, diluyeron los complejos formados a una con- 
centración muy baja de tubulina (bastante por debajo de la con- 
centración crítica para el ensamblaje de los microtúbulos) y los 
examinaron (Figura Pi7-4). Corno se observa, sólo los microtú- 
bulos cinetocóricos fueron estables con la dilución. 


A. ¿Por qué los rmicrotúbulos cinetocóricos son estables? 


B.  ¿Córno explicar la desaparición de los inicrotúbulos astrales 
después de la dilución? ¿Se despegan del centrosoma, se despoli- 
merizan por un extremo o se disgregan a lo largo de su longitud al 
azar? 

C. ¿Sería de ayuda un curso temporal después de la dilución pa- 
ra determinar cuál de estos posibles mecanismos es el responsa- 
ble de la desaparición de los rmicrotúbulos astrales? 


17-16 ¿Cuáles son las dos máquinas citoesqueléticas que se en- 
samblan para levar a cabo los procesos mecánicos de la mitosis y 
la citocinesis en las células animales? 


17-17 ¿En qué se diferencian los mitógenos, los factores de cre- 
cimiento y los factores de supervivencia? 


antes de la dilución después de la dilución 


]ntrosomas, cromosomas y microtúbulos 


Figura P17-4 Disposición de 
és de la dilución hasta una baja concentración de tubulina 
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Apoptosis 


La muerte celular desempeña una parte esencial en el desarrollo de los vegetales y de los 
animales y, por lo general, continúa en la edad adujta. En un humano adulto sano, cada ho- 
ra mueren miles de millones de células en la médula ósea y en el intestino. Nuestros tejidos 
no se reducen porque, mediante mecanismos reguladores desconocidos, la muerte celular 
se equilibra con la división celular. En la actualidad sabemos que estas muertes celulares 
“normales” son una suerte de suicidios, en los que las células activan un programa de muer- 
te intracelular y se autoeliminan de forma controlada; este proceso se denomina muerte ce- 
lulor programada. La idea de que las células animales tienen un programa de muerte se 
propuso en la década de 1970, pero su aceptación general no llegaría hasta 20 años más tar- 
de y dependió de estudios genéticos realizados en el nematodo €. elegans que identificaron 
los primeros genes implicados en la muerte celular programada y en su control. 

La muerte celular programada en animales se produce normalmente, aunque no 
siempre, por apoptosis (palabra de origen griego que significa “caer”, como las hojas de un 
árbol). Aunque la apoptosis es sólo una forma de muerte celular programada, es con dife- 
rencia la más común y mejor entendida y, de manera confusa, los biólogos utilizan a menu- 
do los términos muerte celular programada y apoptosis de forma indistinta. Las células que 
toueren por apoptosis experimentan cambios morfológicos característicos. <GCCC> Se en- 
cogen y se condensan, el citoesqueleto se colapsa, la envoltura nuclear se desensambla y la 
cromatina nuclear se condensa y se fragmenta (Figura 18-14). La superficie celular a menu- 
do emite protrusiones y, si la célula es grande, con frecuencia se rompe en fragmentos 
rodeados de membrana denominados cuerpos apoptóticos. Además, la superficie de la célu- 
lao de los cuerpos apoptóticos se altera químicamente, de modo que una célula adyacente o 
un macrófago (una célula fagocítica especializada, véase Capítulo 23) los fagocita con rapi- 
dez, antes de que puedan liberar su contenido (Figura 18-18). De esta manera, la célula mue- 
re limpiamente y es eliminada en muy poco tiempo, sin provocar una respuesta inflamatoria 
perjudicial, Como las células son fagocitadas y digeridas de forma tan rápida, es habitual que 
se observen pocas célhalas muertas, incluso aunque un gran número de células haya muerto 
por apoptosis. Es probable que este sea motivo por el quelos biólogos han pasado por alto la 
apoptosis durante muchos años y quizás todavía subestiman su importancia. 

A diferencia de la apoptosis y de otras formas de muerte celular programada peor ca- 
racterizadas íque suponen el funcionamiento de un programa de muerte intracelular), las 
células animales que mueren por accidente en respuesta a una lesión aguda, como el trau- 
mao la falta de riego sanguíneo, normalmente mueren por un proceso denominado necro- 
sis celular, Las células necróticas se hinchan y se lisan, liberando todo su contenido sobre las 
células adyacentes y provocando una respuesta inflamatoria (Figura 18-10). 

La muerte celular programada no se limita a los animales. En los vegetales, se produce 
durante el desarrollo y en la senescencia de las flores y de las hojas, así como en respuesta a 
la lesión y la infección. La rmuerte celular programada sucede incluso en los organismos uni- 
celulares, incluidas las levaduras y las bacterias. Los mecanismos moleculares implicados 
en estos casos son diferentes de los que median la apoptosis en las células animales y no los 
tendremos en cuenta. En este capítulo, trataremos las funciones de la muerte celular pro- 
gramada en los animales, los mecanismos moleculares de la apoptosis y su regulación, y 
cómo una apoptosis excesiva o insuficiente puede contribuir a la enfermedad humana. 


La muerte celular programada elimina las células superfluas 


La cantidad de muerte celular programada que se produce en los tejidos de los animales du- 
rante el desarrollo y en adultos es asombrosa. Así, en el desarrollo del sistema nervioso de los 
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Apoptosis 


La muerte celular desempeña una parte esencial en el desarrollo de los vegetales y de los 
animales y, por lo general, continúa en la edad adujta. En un humano adulto sano, cada ho- 
ra mueren miles de millones de células en la médula ósea y en el intestino. Nuestros tejidos 
no se reducen porque, mediante mecanismos reguladores desconocidos, la muerte celular 
se equilibra con la división celular. En la actualidad sabemos que estas muertes celulares 
“normales” son una suerte de suicidios, en los que las células activan un programa de muer- 
te intracelular y se autoeliminan de forma controlada; este proceso se denomina muerte ce- 
lulor programada. La idea de que las células animales tienen un programa de muerte se 
propuso en la década de 1970, pero su aceptación general no llegaría hasta 20 años más tar- 
de y dependió de estudios genéticos realizados en el nematodo €. elegans que identificaron 
los primeros genes implicados en la muerte celular programada y en su control. 

La muerte celular programada en animales se produce normalmente, aunque no 
siempre, por apoptosis (palabra de origen griego que significa “caer”, como las hojas de un 
árbol). Aunque la apoptosis es sólo una forma de muerte celular programada, es con dife- 
rencia la más común y mejor entendida y, de manera confusa, los biólogos utilizan a menu- 
do los términos muerte celular programada y apoptosis de forma indistinta. Las células que 
toueren por apoptosis experimentan cambios morfológicos característicos. <GCCC> Se en- 
cogen y se condensan, el citoesqueleto se colapsa, la envoltura nuclear se desensambla y la 
cromatina nuclear se condensa y se fragmenta (Figura 18-14). La superficie celular a menu- 
do emite protrusiones y, si la célula es grande, con frecuencia se rompe en fragmentos 
rodeados de membrana denominados cuerpos apoptóticos. Además, la superficie de la célu- 
lao de los cuerpos apoptóticos se altera químicamente, de modo que una célula adyacente o 
un macrófago (una célula fagocítica especializada, véase Capítulo 23) los fagocita con rapi- 
dez, antes de que puedan liberar su contenido (Figura 18-18). De esta manera, la célula mue- 
re limpiamente y es eliminada en muy poco tiempo, sin provocar una respuesta inflamatoria 
perjudicial, Como las células son fagocitadas y digeridas de forma tan rápida, es habitual que 
se observen pocas célhalas muertas, incluso aunque un gran número de células haya muerto 
por apoptosis. Es probable que este sea motivo por el quelos biólogos han pasado por alto la 
apoptosis durante muchos años y quizás todavía subestiman su importancia. 

A diferencia de la apoptosis y de otras formas de muerte celular programada peor ca- 
racterizadas íque suponen el funcionamiento de un programa de muerte intracelular), las 
células animales que mueren por accidente en respuesta a una lesión aguda, como el trau- 
mao la falta de riego sanguíneo, normalmente mueren por un proceso denominado necro- 
sis celular, Las células necróticas se hinchan y se lisan, liberando todo su contenido sobre las 
células adyacentes y provocando una respuesta inflamatoria (Figura 18-10). 

La muerte celular programada no se limita a los animales. En los vegetales, se produce 
durante el desarrollo y en la senescencia de las flores y de las hojas, así como en respuesta a 
la lesión y la infección. La rmuerte celular programada sucede incluso en los organismos uni- 
celulares, incluidas las levaduras y las bacterias. Los mecanismos moleculares implicados 
en estos casos son diferentes de los que median la apoptosis en las células animales y no los 
tendremos en cuenta. En este capítulo, trataremos las funciones de la muerte celular pro- 
gramada en los animales, los mecanismos moleculares de la apoptosis y su regulación, y 
cómo una apoptosis excesiva o insuficiente puede contribuir a la enfermedad humana. 


La muerte celular programada elimina las células superfluas 


La cantidad de muerte celular programada que se produce en los tejidos de los animales du- 
rante el desarrollo y en adultos es asombrosa. Así, en el desarrollo del sistema nervioso de los 
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vertebrados más de la mitad de las neuronas mueren poco después de haberse formado. 
Que mueran tantas células, sobre todo cuando la inrnensa mayoría están sanas en el mo- 
mento en que se autoeliminan, parece un “derroche” excesivo. ¿Cuál es el significado de esta 
muerte celular masiva? 

En algunos casos, la respuesta es evidente. En el desarrollo de los animales, la muerte 
celular programada elimina las células superfluas, normalmente por apoptosis. la muerte 
celular, por ejemplo, ayuda a moldear las extremidades durante el desarrollo embrionario: 
comienzan como estructuras en forma de pala y los dedos se van separando a medida que 
las células gue hay entre ellos van muriendo, como se ilustra con las patas de un ratón 
en la Figura 18-2. En otras ocasiones, las células mueren cuando la estructura que forman. 
ya no es necesaria. Cuando un renacuajo se convierte en rana en la metamorfosis, las célu- 
las de la cola mueren, y la cola, que no se necesita en la rana, desaparece (Figura 18-3). En 
muchas otras ocasiones, la muerte celular contribuye a regular el número de células. Por 
ejemplo, durante el desarrollo del sistema nervioso, la muerte celular ajusta el número de 
neuronas igualándolo al número de células diana inervadas por las neuronas, como se estu- 
diará más adelante. 

La muerte celular programada también actúa come un sistema de control de calidad 
en el desarrollo, eliminando las células que son anormales, inapropiadas, no funcionales o 
peligrosas en potencia para el animal. Existen ejemplos significativos en el sisterna inrmuni- 
tario adquirido de los vertebrados, donde la apoptosis elimina los linfocitos B y T en desa- 
rrollo incapaces de producir receptores antígeno-especíBcos potencialmente útiles o que 
producen receptores autorreactivos que hacen a las células peligrosas; también elimina la 
mayoría de los linfocitos que se activan por una infección, después de que hayan colabora- 
do enla destrucción de los microbios responsables (se trata en el Capítulo 25). 


Figura 18-1 Dos formas diferentes de 
muerte celular. Estas electromicrografías 
muestran células que han muerto por 
apoptosis ÍA y B) o por un tipo de muerte 
celular accidental llamada necrosis (C). 

Las células en (A) y (() murieron en una placa 
de cultivo, mientras que la célula en (B) 
murió en un tejido en desarrollo y ha sido 
fagocitada por una célula fagocitica. Nótese 
que las células en (A) y (8) se han condensado 
pero parecen relativamente intactas, 
mientras que la célula en (C) parece que ha 
explotado. Las grandes vacuolas que se ven 
en el dtoplasma de la célula en (A) son una 
característica variable de la apoptosis. 
(Cortesía de Julia Burne.) 


Figura 18-2 Moldeariento de los dedos 
mediante apoptosis durante el desarrollo 
de las patas del ratón. (A) La pata de este 
feto de ratón se ha teñido con un colorante 
que marca especificamente las células que 


han experimentado apoptosis. Las células - 


apoptóticas aparecen como puntos de color 
verde daro entre los dedos en desarrollo. 

(8) La muerte celular ha ebminado el tejido 
que hay entre los dedos en desarrollo, como 
se apreda un día después, cuando quedan 
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APOPTOSIS 


En los tejidos adultos que no están creciendo ni reduciéndose, la muerte celular y la di- 
visión celular tienen que ser reguladas con precisión para asegurar que estén exactamente 
equilibradas. Si a una rata adulta se le extirpa parte del hígado, la proliferación de las células 
hepáticas aumenta, compensando la pérdida de células, y si una rata es tratada con fenobar- 
bital que estimula la división de las células hepáticas (y el aumento de tamaño)- y después se 
retira el tratamiento, la apoptosis se incrementa en el hígado hasta que éste recupera su ta- 
maño original, por lo general en menos de una semana. Así, el hígado mantiene un tamaño 
constante regulando tanto el ritmo de la muerte celular como la velocidad a la que nacen sus 
células, aunque se desconocen los mecanismos de control responsables de esta regulación. 

La apoptosis tiene lugar a una gran velocidad en la médula ósea roja de una persona 
adulta, donde se producen la mayoría de las células sanguíneas. Por ejemplo, en la médula 
Ósea roja se producen de forma continua muchísimos neutrófilos (un tipo de leucocito que 
se estudia en el Capítulo 23), pero la inmensa mayoría de ellos muere por apoptosis en la 
propia médula ósea roja alos pocos días sin haber desempeñado su función. Este ciclo, apa- 
rentemente inútil de producción y destrucción, sirve para mantener un suministro inme- 
díato de neutrófilos de vida efímera, que pueden movilizarse rápidamente para combatir 
una infección en cualquier parte del cuerpo. Si se comparan con la vida del organismo, es 
evidente que las células son baratas. 

Las células animales pueden reconocer el daño en sus diferentes orgánulos y, si es lo 
bastante grande, pueden autoeliminarse por apoptosis. Un ejemplo significativo es el daño 
en el DNA, el cual puede producir mutaciones que provocan cáncer si no se repara. Las cé- 
lulas disponen de diversos mecanismos para detectar el daño en el DNA, y, si no lo pueden 
reparar, se autoeliminan mediante apoptosis, 


Las células apoptóticas se reconocen bioquímicamente 


Las células que experimentan apoptosis no sólo tísnen una morfología característica sino que 
además manifiestan cambios bioquímicos singulares, gue se pueden utilizar para identifi- 
carlas. Por ejemplo, durante la apoptosis, una endonucleasa escinde el DNA cromosómico 
en fragmentos de tamaños característicos; dado que las escisiones se producen en las regio- 
nes imternueleosomales, los fragmentos se separan en un típico patrón en escalera cuando 
se analizan mediante electroforesis en gel (Figura 18-48). Además, la fragmentación del DNA 
genera muchos nuevos extremos de DNA, los cuales se pueden marcar en los núcleos apop- 
tóticos utilizando un nucleótido marcado en la Harada técnica TUNEL (Figura 18-4B). 

En la membrana plasmática de las células apopióticas se produce un cambio muy ina- 
portante. Normalmente, el fosfolípido con carga negativa fosfatidilserina sólo se localiza en 
la cara citosólica de la bicapa lipídica de la membrana plesmática (véase Figuras 103 y 
10-16), pero se transloca a la monocapa externa en las células apopróticas, donde se puede 
utilizar como marcador de estas células. La fosfatidilserina de la superficie de las céhulas 
apoptóticas se puede visualizar con una forma marcada de la Anexina V, que se une de for- 
ma específica a este fosfolípido. Para los biólogos, la fosfandilserina de la superficie celular es 
más que un práctico marcador de apoptosis; acrúa como una señal que induce a las células 
vecinas y alos macrófagos a fagocitar la célula muerta. Además de actuar como una señal 


¿Queindica*cómeme”, también bloqueala inflamación a menudo asociada a la fagocitosistla oir 


endocitosis de las células apoptóticas dependiente de la fosfatidilserina inhibe la produo- 
ción de proteínas de señalización proinflamatorias (citoquinas) por la célula fagocítica. 

Los macrófagos fagocitan la mayoría de tipos de pequeñas partículas, incluyendo goti- 
tas lipídicas y cuentas de cristal, pero no fagocitan ninguna célila sana en el animal, su- 
puestamente porque las células sanas expresan en su superficie moléculas señal que indican 
“no me comas” Así, además de expresar señales en la superficie celular que indican “cómeme” 
como la fosfatidilserina que estimula la apoptosis, las células apoptóticas fenen que perder 


O inactivar las señales que indican “no me comas” para que los macrófagos las ingieran. 
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Figura 18-3 Apoptosis durante la 
metamorfosis de un renacuajo en rana. 
Cuando un renacuajo se transforma en 
rana, las células de la cola del renacuajo 

son inducidas a sufrir apoptosis; como 
consecuencia de ello, se pierde la cola. 

El aumento de la concentración sanguínea 
de la hormona tiroidea provoca los cambios 
gue se producen durante la metamorfosis, 
incluida la apoptosis en la cola. 
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Figura 18-4 Marcadores de apoptosis. (A) Rotura del DNA nuclear que forma un patrón 
característico de fragmentos en escalera. Se trataron linfocitos procedentes de timo de ratón con 
un anticuerpo contra el receptor de muerte Fas de la superficie celular (se describe más adelante), 
para inducir a que las células experimenten apoptosis. Después de varios intervalos de tiempo 
(indicados en horas en la parte superior de la figura), se extrajo el DNA, se separaron los 
fragmentos por tamaño mediante electroforesis en un gel de agarosa y se tiñeron con brornuro 
de etidio. (8) Se utilizó la técnica TUNEL para marcar los extremos coriados de los fragmentos de 
DINA de los núcleos de las céluías apoptóticas en una sección tisular de una pata de un embrión 
de pollo en desarrollo; esta sección transversal a través de la piel y del tejido subyacente es de una 
región entre dos dedos en desarrollo, corno se indica en el dibujo subyacente, El procedimiento 
se denomina técnica TUNEL (Td T-mediated duTP nick end labeling) porque la enzima transferasa 
terminal de desoxinucleótidos (TdT) añade cadenas de desoxinucleótidos (dUTP) marcados a los 
extremos 3'-OH de los fragmentos de DNA. (A, de D. Mcllroy et al, Genes Dev. 14:549-558, 2000. 
Con la autorización de Cold Spring Harbor Laboratory Press; B, de Y. Zuzarte-Luis y J.M. Hurlé, 

Int. J. Dev. Biol. 46:871-876, 2002. Con la autorización de UBC Press.) 


Las células que experimentan apoptosis con frecuencia pierden el potencial eléctrico 
que por lo general existe a través de la membrana interna de sus mitocondrias (véase 
Capítulo 14). Este potencial de membrana se puede medir utilizando colorantes fluorescen- 
tes cargados positivamente que se acumulan en las mitocondrias, conducidos por la carga 
negativa del interior de la membrana interna. Una disminución del marcaje de las mitocon- 
drias con estos colorantes ayuda a identificar las células que están experimentando apop- 
tosis. Como describiremos más adelante, proteínas como el citocromo e son normalmente 
liberadas desde el espacio entre la membrana interna y externa (el espacio intermembrana) 
de las mitocondrias durante el proceso de apoptosis, de forma que la reubicación del 
citocromo e de las mitocondrias al citosol puede utilizarse corno otro marcador de apopto- 
sis (véase Fi-gura 18-7). 


La apoptosis depende de una cascada proteolítica 
intracelular mediada por caspasas 


La maquinaria intracelular responsable de la apoptosis es similar en todas las células ani- 
males. Depende de una familia de proteasas que contienen una cisteína en su sitio activo y 
que escinden sus proteínas diana sobre residuos específicos de ácido aspártico. Por ese mo- 
tivo, reciben el nombre de caspasas (c de cisteína y asp de ácido aspártico). Éstas se sinte- 
tizan en la célula como precursores inactivos o procaspasas, los cuales son activados por lo 
general por escisión proteolítica. La escisión de las procaspasas se produce en uno o dos re- 
siduos de ácido aspártico específicos y es catalizada por otras caspasas (ya activas); la pro- 
caspasa es escindida en dos subunidades, una grande y otra pequeña, que forman un 
heterodímero, y dos de estos dímeros se ensamblan formando el tetrámero activo (Figura 
18-54). Una vez activadas, las caspasas escinden y activan otras procaspasas, generando 
una cascada proteolítica amplificadora (Figura 18-5B). 

No todas las caspasas median la apoptosis. En efecto, la primera caspasa que se ident- 
ficó fue una proteína humana denominada enzima convertidora de interleuquina-1 (ICE: in- 
terleukin-1-converting enzyme), la cual se asocia con respuestas inflamatorias en vez de 
con muerte celular; la ICE libera la citoquina proinflamatoria interleuquina-1 (IL1) a partir 
de una proteína precursora más grande, Con posterioridad al descubrimiento de la ICE, se 
determinó que un gen necesario para la apoptosis en C. elegans codifica una proteína que 
se asemeja estructural y funcionalmente a la ICE, proporcionando la primera evidencia de 
que la proteolisis y las caspasas están implicadas en la apoptosis. Ahora se sabe que varias 
caspasas humanas participan en las respuestas inflamatorias e inmunitarias, pero que la 
mayoría de ellas están implicadas en la apoptosis (Tabla 18-1). 

Como se muestra en la Figura 18-5B y en la Tabla 181, algunas de las procaspasas que 
intervienen en la apoptosis actúan al inicio de la cascada proteolítica y se llaman procaspa- 
sas iniciadoras; cuando se activan, escinden y activan procaspasas ejecutoras, que escin- 
den y activan otras procaspasas ejecutoras así como proteínas diana específicas de la célula. 
Ente las numerosas proteínas diana escindidas por las caspasas ejecutoras se encuentran las 
laminas nucleares (véase Figura 18-58), cuya escisión provoca la desorganización irreversible 
de la lámina nuclear (véase Capítulo 16). Otra diana es una proteína que por lo general man- 
tiene inhibida la enzima que degrada el DNA antes mencionada (una endonucleasa); su pro- 
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teolisis libera la endonucleasa que fragmentará el DNA del núcleo de la célula. Otras proteí- 
nas diana incluyen componentes del citoesqueleto y proteínas de adhesión célula-célula 
que unen las células a sus vecinas; la escisión de estas proteínas contribuye a que la célula 
apoptótica se redondee y se separe de las células vecinas, facilitando que una célula adya- 
cente sana la endocite o, en el caso de una célula epitelial, que las células vecinas la extruyan 
de la capa celular. La cascada de caspasas no sólo es destructiva y autoamplificante sino irre- 
versible, de modo que una vez que la célula ha alcanzado un punto crítico de la vía de des- 
trucción ya no puede volver atrás. 

Las caspasas necesarias para la apoptosis varían en función del tipo celular y del estí- 
mulo. La inactivación del gen de ratón que codifica la caspasa-3, una caspasa ejecutora, re- 
duce la apoptosis normal en el cerebro en desarrollo. Como consecuencia de ello, el ratón a 
menudo muere poco después del nacimiento, con un cerebro deformado que contiene de- 
masiadas células. Sin embargo, la apoptosis se produce con normalidad en muchos otros 
órganos de ese ratón. 

Desde las primeras etapas del desarrollo de un animal, las células sanas fabrican cons- 
tantemente procaspasas y otras proteínas necesarias para la apoptosis. Así, la maquinaria 
de la apoptosis está siempre preparada; todo lo que se necesita para activarla es un estímulo. 
Entonces, ¿cómo se inicia la cascada de caspasas? En particular, ¿cómo se activa la primera 
procaspasa de la cascada? Las procaspasas iniciadoras contienen un prodominio laxgo que 
contiene un dominio de reclutamiento de caspasas (CARD: caspase recnetment domain) que 
les permite ensamblarse con proteínas adaptadoras en complejos de activación cuando la 
célula recibe una señal inductora de apoptosis. Una vez incorporadas en uno de estos com- 
plejos, las procaspasas iniciadoras se mantienen en estrecha proximidad, lo que es suficien- 
te para que se activen; entonces, se escindean una a otra haciendo que el proceso sea 
irreversible. Después, las caspasas iniciadoras activadas escinden y activan procaspasas eje- 
cutoras, iniciando así una cascada proteolítica de caspasas que amplifica la señal de muerte 
y la propaga por toda la célula. 

Las dos vías de señalización mejor comprendidas que pueden activar una cascada de 
caspasas, que desencadene apoptosis en células de marnífero, son la vía extrínseca y la vía 
intrínseca. Cada vía utiliza sus propias procaspasas iniciadoras y complejo de activación, co- 
mo se describirá a continuación. 


Tabla 18--1 Algunas caspasas humanas 


Caspasas implicadas en inflamación . 


“caspasas 1 (CB), 4,5. 


| Caspasas as implic cada as ena apoptosis: ES 


adoras”| , caspasas 2,1 3, 3, 10 
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Figura 185 Activación de las procaspasas 
durante la apoptosis. (A) Cada caspasa se 
sintetiza inicialmente en forma de proenzima 
inactiva (procaspasa). Algunas procaspasas 
se activan mediante escisión proteolítica 
llevada a cabo por una caspasa activada: dos 
fragmentos escindidos de dos moléculas de 
procaspasa se asocian entre sí formando una 
caspasa activa, que es un tetrámero de dos 
subunidades pequeñas y dos subunidades 
grandes; los prodominios normalmente se 
descartan, como se indica. (8) Las primeras 
procaspasas que se activan se llaman 
procaspasas iniciadoras, las cuales escinden 
y activan muchas moléculas de procaspasas 
ejecutoras, produciendo una reacción 
en cadena amplificadora (una cascada 
proteolítica de caspasas). A continuación 
las caspasas ejecutoras escinden protelnas 
clave de la célula, incluidas determinadas 
proteinas citosólicas y las laminas nucleares, 
como se muestra aquí, lo que conduce a la 
muerte controlada de la célula, Aunque 
na se muestra, las procaspasas iniciadoras 
se activan mediante proteínas adaptadoras 
que mantienen las procaspasas en estrecha 
proximidad en un complejo de activación; 
las procaspasas iniciadoras se escinden una 
a la otra en el complejo, pero la escisión 
sólo estabiliza la proteasa activa. 
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Los receptores de muerte de la superficie celular activan 
la vía extrínseca de la apoptosis 


La unión de proteínas de señalización extracelulares a receptores de muer:t de la superficie 
celular activa la vía extrínseca de la apoptosis. Los receptores de muerte son proteínas trans- 
membrana que contienen un dominio de unión al ligando, un único dominio transmern- 
brana y un dorrinio de muerte intracelular, necesario para que los receptores activen el 
programa apoptótico. Los receptores son homotrímeros y pertenecen a la familia de recep- 
tores del factor de necrosis tumoral (TNF. tumor necrosis factor), que incluye el receptor del 
propio TNF (véase Capítulo 15) y el receptor de muerte Fas. Los ligandos que activan los re- 
ceptores de muerte también son homotrímeros; son estructuralmente homólogos entre sí y 
pertenecen a la familia del TNF de proteínas de señalización. 

Un ejemplo bien conocido de cómo los receptores de muerte desencadenan la vía ex- 
trínseca de la apoptosis, es la activación de Fas en la superficie de la célula diana por el 
ligando Fas de la superficie de un linfocito citotóxico (véase Capítulo 25). Cuando Fas se 
activa por la unión del ligando Fas, los dominios de muerte de las colas citosólicas de los 
receptores de muerte Fas reclutan proteínas adaptadoras intracelulares, las cuales a su vez 
rechutan procaspasas iniciadoras (procaspasa-8, procaspasa-10, O amabas), formando el com- 
plejo de señalización inductor de muerte (DISC: death-inducing signaling complex). Las 
caspasas iniciadoras, tna vez activadas en el DISC, activan las siguientes procaspasas ejecu- 
toras de la cascada induciendo la apoptosis (Figura 18-6). Como trataremos más adelante, 
en algunas células la vía extrínseca tiene que reclutar a la vía intrínseca de la apoptosis para 
amplificar la cascada de caspasas con el objeto de matar a la célula. 

Muchas células producen proteínas inhibidoras que actúan de forma extracelular o in- 
tracelular inhibiendo la vía extrínseca. Por ejemplo, algunas células producen receptores se- 
ñuelo de superficie celular que tienea un dominio de unión al ligando pero no 1m dominio 
de muerte; dado que se pueden unir a un ligando de rouerte, pero que no pueden activar la 
apoptosis, los receptores señuelo inhiben compeuútvarnente los receptores de rmuerte. Las 
células también pueden producir proteínas bloqueantes intracelulares como FLIP, que se 
parece auna procaspasa iniciadora, pero carece del dorninio proteolítico, FLIP compite con 
la procaspasa-8 y la procaspasa-10 por los sifios de unión en el DISC y así inhibe la activa- 
ción de estas procaspasas iniciadoras. Estos mecanismos intibidores ayudan a evitar la ac- 

tivación inapropiada de la vía extrínseca de la apoptosis. 

En algunas circunstencias, los receptores de muerte activan otras vías de señalización 
intracelular que no conducen a la apoptosi s receptores del TNE por ejernplo, también 
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Figura 18-6 La vía extrínseca de la 
apoptosis se activa a través de los 
receptores de muerte Fas, El ligando Fas 

de la superficie de un linfocito citotóxico 
activa los receptores de muerte Fas de 

la superficie de la célula diana. Tanto el 
ligando como el receptor son homotrimeros. 
Entonces, la cola citosólica de Fas recluta 

ala proteína adaptadora FADD a través del 
dominio de suerte de cada proteína (FADD: 
fas-associated death domain; dominio de 
muerte asociado a Fas). Después, cada 
proteína FADD recluta una procaspasa 
iniciadora (procaspasa-8, pracaspasa-10, 

o ambas) a través de un dominio efector 

de muerte presente tanto en FADID como 

en ja procaspasa, formando un complejo 

de señalización inductor de muerte (DISC). 
En el DISC, las moléculas de procaspasa 
iniciadoras se encuentran en estrecha 
proximidad, lo que las activa; las procaspasas 
activadas se escinden una a otra y estabilizan 
ala proteasa activada, la cual ahora es una 
caspasa. La caspasa-8 y la caspasa-10 
activadas escinden y activan las procaspasas 
ejecutoras, lo que produce una cascada de 
caspasas que conduce a la apoptosis, 
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lular y activar genes implicados en respuestas inflamatorias. El tipo de respuestas que do- 
minan en cada caso depende del tipo celular y de las otras señales que actúen. 


La vía intrínseca de la apoptosis depende de las mitocondrias 


Las células también pueden activar su programa de apoptosis desde dentro de la célula, nor- 
malmente en respuesta a una lesión u otras formas de estrés, corno el daño en el DNA o la 
falta de oxígeno, de nutrientes o de señales de supervivencia exracelulares (se describe más 
adelante). En las células de los vertebrados, esta forma de activación intracelular del progra- 
Ima apoptótico de muerte, se produce a través de la vía intrínseca de la apoptosis, la cual de- 
pende de la liberación en el citosol de proteínas mitocondriales que porlo general residen en 
el espacio intermerbrana de estos orgánulos (véase Figura 12-214). Algunas de las proteí- 
nas liberadas activan una cascada proteolítica de caspasas en el citoplasma que desencade- 
na la apoptosis, 

Una proteína crucial que se libera de las mitocondrias en la vía intrínseca es el citocro- 
mo c, un componente de la cadena de transporte de electrones mitocondrial soluble en 
agua. Cuando es liberado al citosol (Figura 18-7), desempeña una función totalmente dife- 
rente: se une a una proteína adaptadora, activadora de procaspasas denominada Apaf1 
(apoptotic protease activating factor-1;, factor activador de proteasas apoptóticas-1), provo- 
cando la oligomerización de Apafi en una estructura heptamérica semejante a una rueda 
que recibe el nombre de apoptosoma. En el apoptosoma, las proteínas Apafl reclutan mo- 
léculas de procaspasa iniciadora (procaspasa-9), que se activan por su estrecha cercanía en 
el apoptosoma, del mismo modo que se activan las moléculas de procaspasa-8 y -10 en el 
DISC. Después, las moléculas de caspasa-9 activadas proceden a activar las siguientes pro- 
caspasas ejecutoras de la cadena induciendo la apoptosis (Figura 18-38). 

Corno se ha señalado, en algunas celulas, la vía extonseca tiene que reclutar a la vía in- 
trínseca para amplificar la señal apoptótica que mate a la célula; este proceso requiere la ac- 
tivación de un miembro de la familia de proteínas Bcl2, coro se explicará todo seguido. 


Las proteínas Bcl2 regulan la vía intrínseca de la apoptosis 


La vía intrínseca de la apoptosis está estrechamente regulada asegurando que la célula se 
autoelimina sólo cuando es apropiado. Una clase importante de reguladores intracelu- 
lares de la apoptosis es la familia de proteínas Bel2 que, corno la familia de las caspasas, se 
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Figura 18-7 Liberación del citocromo « 

de las mitocondrias durante la apoptosis. 
Micrografías de fluorescencia de células 
cancerosas humanas en cultivo. (A) Se 
transtectaron células control con 

un gen que codifica una proteina de fusión 
consistente en el citocromo c unido a la 
proteína Nuorescente verde (citocromo-c- 
GFP); las células también se trataron con un 
colorante rojo cargado positivamente que se 
acumula en las mitocondrias, La distribución 
solapada del verde y el rojo indica que 

el citocromo-c-GFP se localiza en las 
mitocondrias. (B) Se inradiaron células que 
expresaban el citocromo-c-GFP con luz 
ultravioleta para inducir apoptosis y después 
de 5 horas se tiñeron con anticuerpos (en 


foja) contra el citocromo. el ctocramo-cal 


GFP también se muestra (en verde). Las seis 
células de la mitad inferior de las micrografías 
en B han liberado sus citocromos c de las 
roltocondrias al citosol mientras que las 
células situados enla mitad superior de 

las micrograflas todavía no lo han hecho. 

(De LC. Goldstein et al, Nat. Cell Biol 2: 
156-162, 2000, Conda autorización de 
Mecmillan Publishers Ltd) 
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ha conservado durante la evolución desde los gusanos hasta los humanos; una proteína Bcl2 
humana, por ejemplo, puede inhibir la apoptosis cuando es expresada en C. elegans. 

Las proteínas Bcl2 de mamíferos regulan la vía intrínseca dela apoptosis controlando la 
liberación del citocromo c y de otras proteínas mitocondriales intermembrana al citosol. 
Algunas proteínas Bcl2 son proapoptóticas y estimulan la apoptosis aumentando la libera- 
ción, mientras que otras son antiapoptóticas e inhiben la apoptosis bloqueando la libe- 
ración. Las proteínas proapoptóticas y antiapoptóticas Bel2 se pueden unir entre sí en varias 
combinaciones y formar heterodímeros en los que las dos proteínas se inhiben mutuarmen- 
te. El equilibrio entre las actividades de estas dos clases funcionales de proteínas Bcl2 deter- 
mina en gran parte si una célula de mamifero vive o muere por la vía intrínseca de la 
apoptosis, : . 

Coma se ilustra en la Figura 18-39, las proteínas antiapoptóticas Bcl2, incluidas la propia 
Bcl2 (el miembro fundador de la familia Bcl12) y Bel-X,, comparten cuatro dominios de ho- 
mología Bcl2 (BH) diferentes (8H1-4). Las proteínas proapoptóticas Bcl2 comprenden dos 
subfamilias: las proteínas BH123 y las proteínas "sólo BH3”. Las principales proteínas BH123 
son Bax y Bak, similares estructura a Bcl2 pero que carecen del dorninio BH4. Las proteínas 
“sólo BH3” únicamente comparten homología de secuencia con Bel2 en el dominio BH3 
(véase Figura 189). 

Cuando un estímulo apoptótico desencadena la vía intrínseca, las proteínas BH123 
proapoptóticas se activan y se agregan formando oligómeros en la membrana mitocondrial 
externa e induciendo la liberación del citocromo c y de otras proteínas intermernbrana me- 
diante un mecanismo desconocido (Figura 12-19). En células de rmamifero, Bax y Bak son 
las principales proteínas BH123 y al menos una de ellas es necesaria para que la vía intrín- 
seca de la apoptosis funcione: células mutantes de ratón que carecen de ambas proteínas 
son resistentes a todas las señales proapoptóticas que por lo general activan esta vía. 
Mientras que Bak está fuertemente unida a la membrana mitocondrial externa, incluso en 
ausencia de una señal apoptótica, Bax se localiza sobre todo en el citosol y sólo se transioca 
ala mitocondria si una señal apoptótica la activa. Como trataremos a continuación, la acti- 
vación de Bax y de Bak depende de las proteínas proapoptóticas "sólo BH3” activadas. Tanto 
Bax como Bak también actúan en la superficie de las membranas del retículo endoplasmáti- 
co (ER) y del múcleo; se cree que cuando se activan en respuesta al estrés del ER, liberan Ca?* 
del ER al citosol, que contribuye a la activación de la vía intrínseca de la apoptosis depen- 
diente de la mitocondria mediante un mecanismo no del todo conocido. 

Las proteínas antiapoptóticas Bcl2 corno la propia Bcl2 y Bcl-Xz también se localizan 
enla superficie citosólica de la mersbrana roltocondrial externa, del ER y de la envuelta nu- 
clear, donde ayudan a conservar la integridad de la membrana, por ejemplo, impidiendo la 
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Figura 18-8 La vía intrínseca de la 
apoptosis. (A) Dibuja esquemático que 
ustra cómo el citocromo c, que se libera de 
las mitocondrias, activa Apaf1. La unión del 
citocromo e hace que Apafl hidrolice el dATP 
que lleva unido a dADP (no se muestra). 
La posterior sustitución del dADP por dATP 
o ATP ino se muestra) induce que se 
agregue el complejo generando por Apaf1 
y el citocromo c formando el apoptosoma, 
un gran complejo heptamérico que recluta 
la procaspasa-9 a través del dorninio de 
reclutamiento de caspasas (CARD) de cada 
proteína. Las moléculas de procaspasa-9 se 
activan en el apoptosoma y ahora pueden 
escindir y activar procaspasas ejecutoras, 
lo que conduce a la escisión y activación de 
estas moléculas en una cascada de caspasas. 
-No se muestran otras protefnas liberadas 
del espacio intermermbrana mitocondrial, 
(8) Modelo de la estructura tridimensional 
de un apoptosoma. Algunos científicos 
utilizan el término “apoptosoma” para 
referirse al complejo que también contiene 
la procaspasa-9, (8, de D. Acehamn et al, 
Moi Cell 9:423-432, 2002. Con la autorización 
de Elsevier.) 
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inapropiada liberación de proteínas intermembrana de la mitocondria y de Ca?* del ER. 
Estas proteínas inhiben la apoptosis principalmente al unirse e inhibir proteínas proapop- 
tóticas Bcl2 en estas membranas o en el citosol. En la membrana mitocondrial externa, por 
ejemplo, se unen a Bak e impiden que oligornerice, inhibiendo así la liberación del citocro- 
ro c y de otras proteínas intermembrana. En mamiferos, existen al menos cinco proteínas 
antiapoptóticas Bcl2 y cada célula de mamífero necesita al menos una para sobrevivir. 
Además, algunas de estas proteínas tienen que ser inhibidas para que la vía intrínseca in- 
duzca la apoptosis; las proteínas “sólo BH3” median la inhibición. 

Las proteínas “sólo BH3” son la mayor subclase de la familia de proteínas Bcl2. La cé- 
lula las sintetiza o las activa en respuesta a un estímulo apoptótico y se cree que inducen la 
apoptosis inhibiendo las proteínas antiapoptóticas Bcl2. Su dominio BH3 se une a un largo 
surco hidrofóbico de las proteínas antiapoptóticas Bcl2 y neutraliza su actividad. Mediante 
un mecanismo no del todo conocido, esta unión e inhibición permite la agregación de Bax y 
Bak en la superficie de la mitocondria, lo cual desencadena la liberación de las proteínas mi- 
tocondriales intermembrana que inducen la apoptosis (Figura 18-11). Algunas proteínas 
“sólo BH3” se pueden unir de forma directa a Bax y Bak para contribuir a la activación y agre- 
gación de estas proteínas proapoptóticas BH123 en la mitocondria y ayudar a liberar las pro- 
teínas intermembrana. 

Las proteínas “sólo BH3” proporcionan el vínculo crucial entre el estímulo apoptótico y 
la vía intrínseca de la apoptosis, con diferentes estímulos que activan distintas proteínas “só- 
lo BH3". Por ejemplo, cuando a algunas células se las priva de señales de supervivencia ex- 
tracelulares, una vía de señalización intracehular que depende de la MAP-quinasa JNK, activa 
la transcripción del gen que codifica la proteína “sólo BH3” Bim, que a su vez activa la vía im- 
trínseca, Asimismo, en respuesta al daño en el DNA que no puede ser reparado, la proteína 
supresora de tumores p53 se acumula (se trata en los Capítulos 17 y 20) y activa la transcrip- 
ción de genes que codifican las proteínas “sólo BH3” Puma y Noxa; estas proteínas “sólo 
BH3” inducen la vía intrínseca, eliminando así una célula potencialmente peligrosa que en 
caso contrario pudiera convertirse en cancerosa. 
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Figura 18-9 Las tres clases de proteínas 
Bc12. Nótese que el dominio BH3 es el Único 
dominio BH compartido por todos los 
miernbros de la familia Bcl2. El dominio 
BH3 media las interacciones directas 

entre los miembros proapoptóticos 

y antiapoptóticos de la familia, 


Figura 12-10 El papel! de las proteínas BclZ 
proapoptóticas BH123 (principalmente 
Bax y Bak) en la liberación de proteinas 
intermernbrana mitocondriales en la vía 
intrínseca de la apoptosis. Cuando se 
activan por un estímulo apoptótico, las 
proteínas BH123 se agregan enla mernbrana 
mitocondr xter iberan el citocrorno — 
y otras proteinas del es stermentirana 
osal mediarte un mecanismo 
esconocido, 


1124 Capítulo 18: Apoptosis 


(A) VÍA INTRÍNSECA INACTIVA 


proteína antiapoptótica 
Bcl2 activa 


proteína 
 BH123 inactiva ———-£ 


E 


citocromo c 


- otras proteínas 
en el espacio 
intermembrana 
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Bid es el vínculo entre las dos vías. Cuando los receptores de muerte activan la vía extrínse- 
ca en estas células, la caspasa iniciadora, caspasa-8, escinde Bid y produce una forma tnun- 
cada de Bid llamada tBid, Bid se trausloca a la mitocondria, donde inhibe proteínas 
antiapoptóticas Bcl2 e induce la agregación de proteínas proapoptóticas BH123 liberando 
el citocromo c y otras proteínas intermembrana, amplificando de este mado la señal de 
muerte, 

Las proteínas “sólo BH3” Bid, Bim y Puma (véase Figura 18-9) pueden inhibir todas las 
proteínas antiapoptóticas Bcl2, mientras que las otras proteínas “sólo BH3” únicamente 
pueden inhibir uan pequeño subconjunto de proteínas antiapoptóticas. Así, Bid, Bin y Puma 
son los activadores más potentes de la subfamilia "sólo BH3" de proteínas Bel2. 

Las proteínas Bcl2 no son los únicos reguladores de la apoptosis, Las proteínas 1AP (inm- 
hibitors of apoptosis, inhibidor de apoptosis) también desempeñan una función importan- 
te en la inhibición de la apoptosis, especialmente en Drosophila. 


Los JAP inhiben las caspasas 


Los inbibidores de la apoptosis (JAP) se identificaron por primera vez en ciertos virus de in- 
sectos (baculovinas?, que codifican proteínas 14P impidiendo que una célula huésped infecta- 
da por el virus se autoelimine ruediante apoptosis. (Con frecuencia las células animales 
infectadas por virus se autoelírinan para evitar que el vinas pueda replicarse e infecte a otras 


cékildas) En la actualidad se conoce que la mayoría de las células animales tarabién sintetizan * 
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Figura 18-11 La regulación mediante las 
proteínas proapoptóticas "sólo BH3"” y 
antiapoptóticas Bcl2 de la vía intrínseca de 
la apoptosis. (A) En ausencia de un estímulo 
apoptótico, las proteinas antiapoptóticas Bcl2 
se unen e inhiben las proteinas BH123 en la 
membrana mitocondrial extema (y en el 
citosol; no se muestra). (E) En presencia de un 
estímulo apoptótico, las llamadas proteínas 
“sólo BH3"5e activan y se unen a las proteínas 
antiapoptóticas Bc12 de manera que ya no 
pueden inhibir a las proteínas BH123, que 

se activan y se agregan en la membrana 
mitocondrial externa y estimulan la liberación 
de las proteinas intermernbrana 
mitocondriales al citosol, Algunas proteínas 
“sólo BH3“activadas pueden estimular la 
liberación de proteínas mitocondriales 

más directamente uniéndose y activando 
proteinas BH123, Aunque no se muestra, las 
proteínas antiapoptóticas Bcl2 están unidas 

a la superficie mitocondrial. 
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Los IAP tienen uno o más dominios BIR (baculovirus IAP repeat; repetición 1AP del ba- 
culovirus), que les permite unirse e inhibir las caspasas activadas. Algunos IAP también po- 
liubiquitinizan caspasas, marcándolas para su destrucción en los proteosomas. De esta 
manera, los [AP establecen un umbral inhibidor que las caspasas activadas tienen que su- 
perar para desencadenar la apoptosis. 

Al menos en Drosophila, la barrera inhibidora que proporcionan los 1AP se puede neu- 
tralizar mediante proteínas anti-1AP, que se sintetizan en respuesta a varios estímulos apop- 
tóticos. En las moscas hey cinco anti-IAP incluidas Reaper, Grim y Hid; su única similitud 
estructural es su corto motivo N-terminal de unión a los IAB que se une al dominio BIR de 
los LAB impidiendo que el dominio se una a uma caspasa. La eliminación de los tres genes 
que codifican Reaper, Grim y Hid bloquea la apoptosis en moscas. En cambio, la inactiva- 
ción de uno de los dos genes que codifican los ¡AP en Drosophila provoca que todas las cé- 
lulas del embrión de mosca en desarrollo experimenten apoptosis. Como es evidente, el 
balance entre los LAP y las anti-1AP está estrechamente a y es crucial en el control de 
la apoptosis en las moscas. : 

En mamiferos, el papel de las proteínas anti -IAP en la apoptosis es más controvertido. 
Como se ilustra en la Figura 18-12, las anti-IAP se liberan desde el espacio intermembrana 
mitocondrial cuando se activa la vía intrínseca de la apoptosis, bloqueando los lAP en el ci- 
tosa! y estimulando asila apoptosis. Sin embargo, cuando los genes que codifican dos cono- 
cidas anu-IAP de mamiferos denominadas Smac (también llamada DIABLO) y Omni son 
inactivados en células de ratón, aparentemente la apoptosis no se ve afectada; por este mo- 
tivo, no existe acuerdo sobre sus funciones normales en la regulación de la apoptosis. 

En resumen, las actividades combinadas de las proteínas Bcl2, 14P y anti-IAP determi- 
na la sensibilidad de una célula animal a un estímulo inductor de la apoptosis, con los 1AP y 
las anti-1AP dominantes en moscas y las proteínas Bcl2 dominantes en mamiferos. 
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Los factores de supervivencia extracelutares inhiben 
la apoptosis de varias formas 


Como se ha tratado en el Capítulo 15, las señales extracelujares regulan la mayoría de activi- 
dades de las células animales, inchuda la apoptosis. Estas señales extracelulares son parte de 
los controles “sociales” normales que aseguran que las células actúen por el bien de todo el 
organismo; en este caso, sobreviviendo cuando se necesitan y autoeliminándose cuando ya 
no son necesarias. Algunas moléculas de señalización extracelulares estimulan la apoptosis, 
mientras que otras la inhiben. Heros estudiado proteínas de señalización, como el ligando 
Fas, que activan receptores de muerte y de ese modo desencadenan la vía extrínseca de la 
apoptosis. Otras moléculas de señalización extracelular que estimulan la apoptosis son es- 
pecialmente importantes durante el desarrollo animal: por ejemplo, un repentino aumento 
de la hormona tiroidea en el torrente sanguíneo es la señal para que las células de la cola del 
renacuajo experimenten apoptosis en la metamorfosis (véase Figura 18-3), mientras que la 
producción local de las proteínas morfogenéticas óseas (BMP: bone morphogenic proteins, 
tratado en los Capítulos 15 y 22) estírmula la autoeliminación de las células que se localizan 
entre los dedos en desarrollo (véase Figura 18-2). A continuación centraremos el análisis en 
las moléculas de señalización extracelulares que inhiben la apoptosis, las cuales colectiva- 
mente se denominan factores de supervivencia. 

Para evitar la apoptosis, la mayoría de las células animales necesitan señales proceden- 
tes de otras células. Parece que este sorprendente hecho contribuye a asegurar que las célu- 
las sólo sobreviven cuándo y dónde se necesitan. Por ejemplo, durante el desarrollo del 
sistema nervioso se genera un exceso de neuronas, que compiten por las cantidades limita- 
das de factores de supervivencia secretados por las células diana con las que normalmente 
entran en contacto. Las neuronas que reciben la suficiente cantidad del tipo de señal de su- 
pervivencia adecuada viven, mientras que las otras mueren. Ásí, el número de neuronas que 
sobreviven se ajusta de forma automática, de manera que sea apropiado para el número de 
células diana con las que conectan (Figura 18-13), Se cree que una competencia similar por 
las cantidades limitadas de los factores de supervivencia producidos por las células vecinas 
regula el número de células en otros tejidos, tanto durante el desarrollo como en la edad 
adulta. 

Por lo general, los factores de supervivencia se unen a receptores de la superficie celular 
que activan vías de señalización intracelular que inhiben el programa apoptótico, regulando 
con frecuencia a los miembros de la familia de proteínas Bcl2. Por ejemplo, algunos factores 
de supervivencia hacen que aumente la síntesis de las proteínas antiapoptóticas Bcl2 como 
la propia Bcl2 o Bcl-X] (Figura 18-144). Otros actúan inhibiendo la función de las proteínas 
Bcl2 proapoptóticas “sólo BH3” como Bad (Figura 18-14B). En Drosophila, algunos factores 
de supervivencia actúan fosforilando e inactivando proteínas anti-IAB para que las proteí- 
pas JAP inhiban la apoptosis (Figura 18-140). 

Cuando las células de mamíferos son privadas de factores de supervivencia, se autoeli- 
minan produciendo y activando proteínas proapoptóticas “sólo BH3”, que activan la vía in- 
trínseca de la ES anulando las proteínas antiapoptóticas Bcl2 necesarias para que la 
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citoplasma en los autofagosomas, los cuales se fusionan con lisosomas (véase Capítulo 13). 
Las células finalmente mueren por falta de nutrientes, pero no por apoptosis. 


La apoptosis excesiva o insuficiente puede contribuir 
ala enfermedad 


Existen muchas enfermedades humanas en las que un número excesivo de células experi- 
mentan apoptosis y de esa manera contribuyen al daño tisular, Algunos de los ejemplos más 
significativos son los infartos de miocardio y las embolias cerebrales. En estas enfermedades 
agudas, muchas células mueren por necrosis como consecuencia de la isquemia (aporte 
sanguíneo inadecuado), pero algunas de las células menos afectadas mueren por apoptosis. 
Se espera que en el futuro, fármacos como los inhibidores de las caspasas que bloquean la 
apoptosis sean útiles para proteger las células en estas enfermedades. * 

En otras enfermedades, mueren por apoptosis un número demasiado reducido de cé- 
lulas. Por ejemplo, mutaciones en ratones y humanos que inactivan los genes que codifican 
el receptor de muerte Fas y el ligando Fas, impiden la muerte normal de algunos linfocitos, 
provocando que estas células se acumulen en cantidades excesivas en el bazo y en los gán- 
glios linfáticos. En muchas ocasiones, este hecho conduce a la enfermedad autolomune, en 
la que los linfocitos reaccionan contra los propios tejidos del individuo. 

La disminución de la apoptosis también contribuye al desarrollo de muchos tumores, 
dado que con frecuencia las células cancerosas regulan de forma anormal el programa 
apoptótico. <TGAA> Por ejemplo, el gen Bcl2 se identificó por primera vez en una forma co- 
mn de linfoma en hurnanos, en el que una translocación cromosómica provoca la sabre- 
expresión de la proteína Bcl2; en efecto, Bcl2 toma su nombre de este linfoma de linfocitos B 
(B cell lymphoma). La gran cantidad de Bcl2 en los linfocitos portadores de la translocación 
induce el desarrollo de cáncer al inhibír la apoptosis, prolongando de este modo la supervi- 
vencía celular y aumentando el número de células; también disminuye la sensibilidad de las 
células a los fármacos anticancerosos, que habitualmente actúan induciendo la apoptosis 
en las células cancerosas. 

Asimismo, el gen que codifica la proteína supresora de tumores p53 está mutado en el 
50% de los cánceres humanos de manera que no puede inducir la apoptosis o la detención 
del ciclo celular en respuesta al daño en el DNA. Por lo tanto, la ausencia de función de p53 
hace posible que las células cancerosas sobrevivan y prolileren incluso cuando su DNA esté 
dañado; de esta manera, las células acumulan más mutaciones, algunas de las cuales hacen 
que el cáncer sea más maligno (véase Capítulo 20). Dado que muchos fármacos anticance- 
rosos inducen apoptosis ty la detención del ciclo celular) mediante nn mecanismo depen- 
diente de p53 (se trata en los Capítulos 17 y 20), la ausencia de función de p53 también 
implica que e las células cancerosas sean menos sensibles a estos fármacos. 
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Figura 18-14 Tres maneras mediante 

las que los factores de supervivencia 
extracelulares pueden inhibir la apoptosis. 
(A) Algunos factores de supervivencia 
inhiben fa apoptosis estimulando la 
transcripción de genes que codifican 
proteinas antiapoptóticas 8d2 como la 
propia Bcl2 o Bc-X,. (8) Muchos otros activan 
la proteína serina/treonina quinasa Akt, la 
Cual, entre muchas otras dianas, fosforila 

e inactiva la proteína Bcl2 proapoptótica 
“sólo 8H3" Bad (véase Figura 15-64). Cuando 
no está fosforilada, Bad induce apoptosis 
uniéndose e inhibiendo 8c12; una vez 
fosforilada, Bad se disocia y libera Bcl2 

que inhibe la apoptosis. Akt también inhibe 
la apoptosis fosforilando e inactivando 
proteínas reguladoras de genes de la familia 
Forxhead que estimulan la transcripción de 
genes que codifican proteinas que inducen la 
apoptosis (no se muestra). (C) En Drosophila, 
algunos factores inhiben la apoptosis 
estimuíando la fosforilación de la proteína 
antidAP Hid, Cuando no está fosforilada, Hid 
induce la muerte celular inhibiendo los ¡AP. 
Una vez fosforilada, Hid ya no inhibe los ¡AP 
que se activan y bloquean la apoptosis, 
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La mayoría de los cánceres humanos aparecen en tejidos epiteliales como los del pul- 
món, el tracto intestinal, la mama y la próstata. Este tipo de células cancerosas exhibe muchas 
anormalidades en su comportamiento, incluyendo una disminución en la capacidad de ad- 
herirse a la matríz extracelular y de unirse entre sí mediante uniones intercelulares especia- 
lizadas. En el capítulo siguiente se describen las estructuras y las funciones de la matriz 
extracelular y de las uniones celulares. 


Resumen 


Las células pueden activar un programa intracelular de muerte y autoeliminarse de forma contro- 

lada; este proceso se denomina muerte celular programada. De esta manera, las células animales 

que están irreversiblermente dañadas, que ya no se necesitan o que son una amenaza para el orga- 
nismo, se pueden eliminar de forma rápida y limpia. En la mayoría de los casos, estas muertes se 
producen por apoptosis: las células se reducen, se condensan y con frecuencia se fragrmentan, y las cé- 
lulas adyacentes o los macrófagos fagocitan rápidamente estas células o sus fragmentos antes de que 
se produzca ninguna fuga del contenido citoplasmático. La apoptosis depende de enzimas proteoli- 
ticas denominadas caspasas, las cuales escinden proteínas intracelulares específicas que ayudan a 
que la célula se autoelimine. Las caspasas están presentes en todas las células animales nucleadas en 
forma de precursores inacrivos denominados procaspasas. Las procaspasas iniciadoras se activan 
cuando se mantienen próximas entre sí en complejos de activación: una vez activadas, escinden 
y activan las procaspasas ejecutoras que a su vez, activan otras procaspasas ejecutoras (y Otras pro- 
teínas diana de la célula), produciendo una cascada proteolítica irreversible y amplificadora. 

Las células utilizan al menos dos vías diferentes para activar las procaspasas iniciadoras y de- 
sencadenar una cascada de caspasas que induzca la apoptosis: la vía extrínseca se activa mediante 
ligandos extracehulares que se unen a receptores de muerte de la superficie celular; la vía intrínseca 
se activa por señales intracelulares que se generan cuando las células están estresadas. Cada vía uti- 
liza sus propias procaspasas iniciadoras, que se acrivan en complejos de activación diferentes, de- 
nominados DISC y apoptosoma, respectivamente, En la vía extrínseca, los receptores de muerte 
reclutan las procaspasas-8 y 10 mediante proteínas adaptadoras formando el DISC; en la vía in- 
trínseca, el citocromo c que se libera del espacio intermembrana de las mitocondrias activa Apafit, la 
cual seensambia en un apoptosoma y recluta y activa la procaspasa-9. 

Tanto las proteínas señalizadoras extracelulares como las proteínas intracelulares Bcl2 y las 
proteínas IAP regulan estrechamente el programa apoptótico asegurando que en una situación nor- 
mal las células sólo se autoeliminan cuando beneficia al organismo. Las proteínas antiapoptóticas 
y proapoptóticas Bcl2 regulan la vía intrínseca controlando la liberación de proteínas intermermn- 
brana mitocondriales, mientras que las proteínas lAP inhiben las caspasas activadas e inducen su 
degradación. to 


18-4 El desarrollo del nematodo Caenorhabditis elegans gene- 
ra 959 células sornáticas; también produce 131 células adiciona- 


PROBLEMAS 


¿Qué afirmaciones son ciertas? Explicar por que sí 
Q por qué no 


18-1  Enlostejidos adultos normales, la muerte celular norrnal- 
mente se equilibra con la división celular. 


18-2 Las células de los mamiferos que no tienen citocromo 
deberían ser resistentes a la apoptosis inducida por la luz UV 


Resolver los siguientes problemas 


18-3 Una función importante de Fas y del ligando Fas es me- 
diar en la eliminación de células tumorales por los linfocitos cito- 
tóxicos. En un estudio de 35 tumores primarios de colon y 
pulraón, se detectó que la mitad tenían amplificado y sobreex- 
presaban un gen que codifica una proteína de secreción que se 
une al bgando Fas. ¿Por qué la sobreexpresión de esta proteína 


E 


superivencia de estas cóbualas tunoral 


ala 


¡ES PUESTA, 


puede C 
Razor 


; les que posteriormente se eliminan mediante muerte celular 


programada. Los primeros genes implicados en la apoptosis se 
identificaron en mutantes de €. elegans obtenidos mediante ex- 
perimentos de genética clásica. Entre los muchos genes mutados 
que afectaban la apoptosis en el nematodo, ninguno se COrres- 
pondía con el gen del citocromo e. ¿Por qué esta molécula efec- 
tora fundamental en la apoptosis no se encontró en las 
nurnerosas cribas genéticas para genes de “muerte” que se reali- 
zaron en E, elegans 


18-5  Sifuera posible microinyectar citocromo c en el citosol de 
células de tipo salvaje y de células que fueran doblemente defí- 
cientes en Bax y Bak. ¿Qué po de célula sufría apoptosis, uno, 
los doso ninguno? Rezonar la respuesta. 


128-6 A diferencia de sus anornalías cerebrales similares, los ra- 
tones recién nacidos deficientes en Apañí o caspasa-9 tienen ano- 


“malías características en sus patas. Los ratones deficientes en 


Apafl no pueden eliminar el tejido existente erdze sus dedos en 


PROBLEMAS 


desarrollo, mientras que los ratones deficientes en caspasa-9 tie- 
neo dedos formados normalmente (Figura P18--1). Si Apafl y la 
caspasa-9 participan en la misma vía apoptótica, ¿cómo es posi- 
ble que estos ratones deficientes difieran en la apoptosis de estas 
células? 


18-7 Cuando se exponen células cancerosas humanas (HeLa) a 
una dosis de luz UV de 90 m]/cr?, la mayoría de las células expe- 
rimentan apoptosis a las 24 horas. La liberación del citocromo e 
de las mitocondrias ya se puede detectar a las 6 horas de la expo- 
sición y continúa aumentando durante más de 10 horas después. 
¿Significa esto que las células liberan lentamente su citocromo e 
durante este periodo de tiempo? O en realidad ¿las células liberan 
rápidamente su citocromo c pero cada célula lo hace en diferen- 
tes momentos durante el largo periodo de tiempo? 

Para contestar a esta pregunta fundamental, se fusiona el gen de 
la proteína Huorescente verde (GEP) con el gen del citocromo c, 
de manera que puede observarse el comportamiento de las célu- 
las individualizadas mediante microscopía de fluorescencia con- 
focal. En las células que expresan la proteína de fusión citocromo 
c-GFEB la fluorescencia muestra el típico patrón punteado de las 
proteínas mitocondriales. A continuación, se irradian estas célu- 
las con luz UV para observar los cambios en el patrón punteado. 


pe 
Casp29 


Figura P18-1 Apariencia de las patas de ratones recién nacidos Apafi!- 
y Casp9/- en comparación con las de ratones recién nacidos normales 
(Problema 18-6). (De H. Yoshida: et al,, Cell 94:739-750, 1998. Con la 
autorización de Elsevier.) 
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En la Figura P18-24 y B, se muestran dos de estas células (deli- 
mitadas en blanco). La liberación del citocromo c-GFP se detecta 
como un cambio en el patrón de Suorescencia de punteado a di- 
fuso. El tiempo transcurrido después de la exposición a la luz UV 
se indica como horas:minutos debajo de cada imagen. 

¿Qué modelo de liberación del citocromo ec sustenta estas ob- 
servaciones? Razonar la respuesta. 


(4) 


17:10 17:18 


Figura P18-2 Análisis mediante videomicroscopía de fluorescencia con 
toma a intervalos de tiempo, de la liberación del citocromo c-GFP de las 
mitocondrias de células indívidualizadas (Problema 18--7). (A) Células 
observadas durante 8 minutos, 10 horas después de la irradiación UV. 

(8) Células observadas durante 6 minutos, 17 horas después de la 
irradiación UV. Una célula en (A) y una en (B), ambas delimitadas en 
blanco, han liberado su citocromo c-GFP durante el periodo de tiempo 
de la observación, que se muestra como horas:minutos bajo cada panel. 
(De J.C, Goldsteín et al., Nat, Cell Biol. 2:156-162, 2000. Con la autorización 
de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Uniones celulares, adhesión 
celular y matriz extracelular 


De todas las interacciones sociales que establecen las células en un organismo pluricelular, 
las más importantes son aquellas que les permiten mantenerse unidas. Las células pueden 
adherirse unas a otras a través de uniones intercelulares directas o mediante materiales ex- 
tracelulares que ellas mismas secretan; de un modo u otro, las células tenen que cohesio- 
narse y formar una estructura pluricelular organizada. 

Los mecanismos de cohesión controlan la arquitectura del organismo: la forma, la 
resistencia y la disposición de sus diferentes tipos celulares. Las uniones entre las células ge- 
neran vías de comunicación, permitiéndoles intercambiar señales que coordinan su com- 
portamiento y regulan sus patrones de expresión génica. La adhesión con otras células y con 
la matriz extracelular controla la orientación de la estructura interna de cada célula. Tanto la 
formación y la destrucción de estas uniones, como la remodelación de la matriz, controlan 
la manera en la que las células se desplazan dentro del organismo, guiándolas mientras el 
organismo crece, se desarrolla y se repara. Así, el sisterna formado por las uniones celulares, 
los mecanismos de adhesión celular y la matriz extracelular es esencial para cada aspecto de 
la organización, función y dinámica de las estructuras pluricelulares. Las alteraciones en este 
aparato conllevan una gran variedad de enfermedades. 

Como ejemplos de ingeniería estructural, los grandes organismos pluricelulares repre- 
sentan una proeza sorprendente. Las células son elementos pequeños, deformables, a me- 
nudo móviles, que contienen un medio acuoso y que están limitados por una delgada 
membrana plasmática. A pesar de estas características, millones de ellas pueden combinar- 
se formando una estructura tan masiva, fuerte y estable como pueda serlo un caballo o un 
árbol. ¿Cómo es posible este fenómeno? 

La respuesta la encontramos en dos estrategias básicas de construcción mediante las 
cuales las tensiones pueden ser transmitidas a través de las estructuras pluricelulares, Una 
de las estrategias depende de la resistencia que ofrece la matriz extracelular, una red cora- 
pleja de proteínas y cadenas de polisacáridos secretados por las células. La otra estrategia 
depende de la resistencia del citoesqueleto interno y de las uniones intercelulares que co- 
nectan los Citoesqueletos de las células vecinas. En los vegetales, la matriz extracelular es 
fundamental, ya que deben su resistencia a las paredes celulares que envuelven cada célula. 
En animales se utilizan ambas estrategias arquiteciónicas, aunque la importancia de cada 
una de ellas difiere según el tejido de que se trate. 

Los tejidos animales son extraordinariamente variados, tal como se describe en el 
Capítulo 23, pero la mayoría de elos se pueden clasificar en dos grandes categorías que 18- 
presentan dos extremos arquitectónicos (Figura 19-1). En los tejidos conjuntivos, tales co- 
mo el hueso y el tendón, la matriz extracebular es muy abundante, mientras que las células 
están esparcidas dentro de ella, La matriz es rica en polímeros fibrosos, principalmente de 
colágena, y es ella y no las células, la principal responsable de la respuesta a las tensiones 
mecánicas a las que está sujeto el tejido. Las interacciones directas entre células son poco 
frecuentes y la unión de éstas ala matriz permite mantener una tracción rautua. 

Por el contrario, en los tejidos epiteliales, tales corno el revestimiento del intestino o la 
cubierta epidérmica de la piel, las células se encuentran muy unidas unas a otras formando 
láminas que se denominan epitelios. La matriz extracelular es escasa y está constituida so- 
bre todo por un delgado entramado denominado lámina basal (o membrana basal) que se 
localiza en la base de los epitelios, Dentro de los epitelios, las células seimen entre sí me- 
diante diversos tipos de adhesiones lotercelulares, a las que se anclan los MMamentos del ci- 
toesqueleto, ransmitiendo tensiones intracelulares desde un lugar de adhesión a otro punto 
de adhesión. 
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la resistencia mecánici 


a otra por filamentos 


la matriz extracelular 
resiste directamente 


La unión física es importante, tanto en tejidos epiteliales como en no epiteliales, pero 
los contactos intercelulares y los de célula-matriz varían en cuanto a estructura y aportan 
algo más que la transmisión de las fuerzas. Se distinguen cuatro funciones principales, cada 
una de las cuales sigue diferentes bases moleculares (Figura 19-2 y Tabla 19-1): 


1. Uniones de anclaje, que incluyen adhesiones intercelulares y célula-matriz, que trans- 
miten tensiones y son sostenidas por los filarmentos del citoesqueleto intracelular. 


2. Uniones oclusivas, que sellan los espacios entre las células epiteliales constituyendo 
una barrera impermeable (o selectivamente permeable). 


3. Uniones formadoras de canales, que generan conductos que comunican los citoplas- 
mas de las células adyacentes. : 


4. — Uniones transmisoras de señales, que permiten transmitir señales de célula a célula a 
través de sus membranas plasmáticas en las regiones de contacto célula-célula. 


Las sinapsis químicas en el sistema nervioso (descritas en el Capítulo 11) y las sinapsis 
inmunológicas, donde los linfocitos T interactúan con células presentadoras de antígeno 
(tratadas en el Capítulo 25), son claros ejernplos de uniones transmisoras de señal, pero no son 
las únicas, Las regiones de comunicación intercelular mediante ligando-receptor transmem- 
brana como Delta y Notch, o efrinas y receptores Epbh, tal como se describe en el Capítulo 15, 
seguirían esta premisa: las membranas celulares deben mantenerse en contacto una con 
otra para que los ligandos activen a los receptores. Además, hay que destacar que las uniones 
de anclaje, las uniones oclusivas y las uniones formadoras de canales, por vías distintas, tam- 
bién desempeñan un papel importante en la transmisión de señales. 

La primera parte de este capítulo se centrará en los tejidos y en las células animales, co- 
menzando con las adhesiones intercelulares, las uniones oclusivas y las uniones formadoras 


transmitida de una célula 


citoesgueleto anclados A 
a las zonas de adhesión soporta las tensiones. En el tejido 


célula-matriz y célula-célula epitelial, esta función es ejercida 


las cargas mecánicas de 
tensión y de compresión 


a 0 a dE 


ER 


Figura 19-7 Las dos principales 

maneras mediante las que se unen 
a es las células animales. En el tejido 
conjuntivo, la matriz extracelular 


del ada 
es el principal componente que 


por el citoesqueleto de la propia 
célula, el cual está unido al de otras 
células adyacentes por uniones de 
anclaje. Las adhesiones célula-matriz 
unen el tejido epitelial con el tejido 
conjuntivo subyacente. 


(A) UNIONES DE ANCLAJE (B) UNIONES OCLUSIVAS (CO) UNIONES FORMADORAS 10) UNIONES TRAMSMISORAS 
DE CANAL DE SEÑAL 


Figura 19-2 Cuatro clases funcionales de uniones celulares en tejidos ani 


riales. (A) las uniones de anclaje unen una célula 


aotra (tipicamente mediante la proteína tansmembrana cadherina) o una célula a la matriz (por lo general mediante la 
proteína transmemnbrana integrina). (8) Las uniones oclusivas (en las que intendene la proteína claudina) sellan los espacios 
entre las células epiteliales. (C) Las uniones formadoras de canal (formadas por conexínas o inexinas) forman conductos 
através delos cuales moléculas pequeñas e lones pasan de una célula a otra. (D) Las uniones transmisoras de señal son 


estrucu 


omplejas en las que norrnalmente existen proteínas de andlaje unidas a proteínas de transducción de señal, 


CADHERINAS Y ADHESIÓN INTERCELULAR 


Tabla 19-1 Clasificación funcional de las uniones celulares 


Zonas de anclaje de filamentos de actina : 
L uniones céjul 'a-célula juniónes Siberented. 
Za uniones cólula-matriz (adhesiones célula-matriz asociadas. a actina) 


Zonas de anclaje de filamentos intermedios 
1. uniones célula-célula (desmosomas) 
uniones célula-matriz (hemidesmosomas) 


uniones estrechas (en ventebratis: 
uniones septadas len invertebrados) * 


uniones de tipo gap len animales). j 
plasmodesmos len vegetales) -* 


sinapsis químicas (en el sistema nervioso), 


2. sinapsis inraunológicas len el sistema inmune). ; 


3. contactos intercelulares de señalización anacibeha ligando- feceptor (Delta 
Notch, efrina-Eph, etc). Las uniones de anclaje, las oclusivas y las formadoras - 
de canal, además de ejercer funciones estructurales, también Pueden desempeñar 
funciones de señalización A SE a 


de canales que unen directamente una célula con otra. Como ejemplos de uniones transmi- 
soras de señales, se examinarán brevemente las sinapsis neuronales desde el punto de vista 
de sus mecanismos de adhesión y ensamblaje. Veremos cómo se combinan los diferentes 
tipos de uniones organizando las células dentro de las láminas epiteliales polarizadas. 
Posteriormente, trataremos-la matriz extracelular en animales y los mecanismos mediante 
los que las células interaccionan con ella a través de adhesiones célula-matriz. Por último, 
dirigiremos nuestra atención hacia los vegetales y el papel central que ejerce la pared vege- 
tal en su construcción. 


CADHERINAS Y ADHESIÓN INTERCELULAR 


Las estructuras de las adhesiones intercelulares son claramente visibles en epitelios madu- 
ros y en otros tejidos —<ormo el músculo cardíaco— que se mantienen cohesionados por fuer- 
tes anclajes intercelulares. Estudios de microscopía electrónica permitieron confeccionar 
una primera clasificación general de estas uniones celulares. Postenormente, la bioquímica 
y la biología molecular han mostrado que las diferentes estructuras observadas por mi- 
croscopía electrónica se relacionan con diferentes sisternas moleculares, no sólo en epitelios 
adulros sino también en otros tejidos en los que las especializaciones de unión no son tan 
claramente visibles. 

La Figura 19-3 ilustra esquemáticarnente los tipos de uniones que se visualizan en una 
sección de epitelio maduro al microscopio electrónico y muestra cómo están distribuidas 
las adhesiones intercelulares funiones de anclaje), que serán objeto de estudio en esta sección, 
en relación a otros tipos de uniones a las que nos referiremos más adelante. El esquema 
muestra la disposición típica en un epitelio columnar simple como es el caso del revesti- 
miento del intestino delgado de un vertebrado, formado por una única capa de células altas 
apoyadas sobre una lámina basal, con su cara más externa, o apical, libre y expuesta al 


medio extracelular. En sus lados, o caras laterales, se forman las uniones con las células ad- 


yacentes. Cerca del ápice se encuentran las uniones oclusivas Clamadas uniones estrechas 
en vertebrados), que evitan que se puedan Bltrar moléculas a través de los espacios interce- 
lulares del epitelio. Por debajo, se localizan otros dos tipos de uniones intercelulares: las 

uniones adherentes, que son regiones de anclaje para los Bilamentos de actina, y los des- 
mosornas, regiones de anclaje para los filamentos intermedios. Más abajo, a menudo mez- 
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CELULA-MATRIZ 


BASAL 


la adhesión célula-matriz dependiente 
de actina ancla los filamentos de actina 
de la célula con la matriz extracelular 


clados con desmosomas, se encuentran uniones formadoras de canales denominadas unio- 
nes de tipo gap. 

Otros grupos de adhesiones anclan las células epiteliales a la lárnina basal; serán des- 
critas en la última sección de este capítulo. Estas adhesiones céhda-matriz se clasifican, del 
mismo modo que las uniones intercelulares, según sus conexiones con el citoesqueleto: las 
adhesiones célula-matriz dependientes de actina (poco visibles en el intestino delgado, pero 
abundantes en otros tejidos) anclan los filamentos de actina a la matriz, mientras que los 
hemidesmosomas anclan los filamentos intermedios. 

En cada una de estas uniones de anclaje, el papel principal siempre lo desempeñan las 
proteínas transmembrana de adhesión, las cuales atraviesan la membrana y presentan un 
dominio intracelular unido al citoesqueleto y un dominio extracelular unido a otras estruc- 
turas (Figura 19-4). Estas moléculas transrnmembrana asociadas al citoesqueleto se dividen 
en dos superfamilias que se corresponden con los dos tipos básicos de anclaje extracelular 
(Tabla 19-2). Las proteínas de la superfamilia de las cadherinas median principalmente las 
uniones intercelulares, mientras que las de la familia de las integrinas se encargan sobre to- 
do de las uniones célula-matriz. Dentro de cada familia existen especializaciones: algunas 
cadherinas se unen a actina y forman las uniones adherentes, mientras que Otras se unen 
a filamentos intermedios y forman los desmosomas. Del reismo modo, algunas integrinas 
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proteínas intracebilares proteinas iransmembrana 


de anclaje de adh 


la unión estrecha sella los espacios 
entre las células epiteliales 


la unión adherente conecta los . 
haces de filamentos de actina de 
una célula con los de la célula 
adyacente 


los desmosormnas conectan 
filamentos intermedios de 
una célula con los de otra célula. 


las uniones de tipo gap permiten. 
el paso de pequeñas moléculas * 
hidrosolubles de una célula a otra 


el hemidesmosoma ancla los 
filamentos intermedios de la 
célula a la matriz extracelular 


Figura 19-3 Resumen de las diferentes 
uniones celulares en células epiteliales 
de vertebrado, clasificadas según sus 
funciones principales. En el dominio más 
apical de la célula, la disposición de las 
uniones es bastante común para todos los 
epítelios de vertebrados, La unión estrecha 
ocupa la posición más apical, seguida de la 
unión adherente (banda de adhesión) y de 
una fila de desmosornas en disposición 
paralela; en conjunto, estas estructuras 
forman el denominado complejo de 
unión. Las uniones de tipo gap y otros 
desmosomas se encuentran menos 
organizados. El esquema está basado en 
células epiteliales del intestino delgado. 
Las uniones especializadas en la transmisión 
de señal se tratan en el próximo capítulo. 


Figura 39-4 Las proteínas transmembrana 
de adhesión unen el citoesqueleto a 
estructuras extracelulares. El enlace externo 
puede ser otra célula (anclaje intercelular, 
mediado norpalmente por cadherinas) 

o bien la matraz extracelular (anclaje célula- 
matriz, mediado normalmente por 
integrinas). Por lo general el enlace interno 
al citoesqueleto es indirecto, mediante 
proteínas intracelulares de anclaje, 

y será descñto más adelante. 


Ñ 
A 
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CADHERINAS Y ADHESIÓN INTERCELULAR 


Tabla 19-2 Uniones de anclaje 


Célula-célula 


unión adherente cadherina 


(cadherina clásica) 
desmosoma cadherina (desmoglefna, 
desmocolina) 
Célula-matriz >. q 
adhesión célula- integrina 


matriz unida a actina 


hemidesmosoma integrina O5Ba, colágena 


de tipo Xvil (BP 180) 


cadherina en 
cálulas adyacentes 


desmogleína 
y desmocolina en 


células adyacentes 


proteínas de matriz 
extracelular 


proteínas de matriz 
extracelular 
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filamentos de actina c-catenina, P-catenina, 
placoglobina (y-catenina), 
p120-catenina, vinculina, 


cractinina 


placoglobina (y-catenina), 
placofilina, . 
desmoplaquina 


filamentos intermedios 


filamentos de actina talina, vínculina, t-actinina, 
filamina, paxilina, quinasa 
de adhesión foral (FAK) 


filamentos intermedios plectina, distonina (8P230) 


se unen a actina y forman las adhesiones célula-matriz dependientes de actina, mientras 


. Que otras se unen a filamentos intermedios y forman los hemidesmosomas..... ... o. 
Existen algunas excepciones a estas reglas. Por ejemplo, algunas integrinas no median 


las uniones célula-matriz sino que median las intercelulares. Además, existen otros tipos 
de moléculas de adhesión celular que proporcionan uniones de anclaje rmás débiles, pero lo 
bastante fuertes para mantener las células unidas en circunstancias especiales. Las uniones 
basadas en cadherina se consideran como las de mayor relevancia, así que serán las prirne- 
ras uniones intercelulares que trataremos en profundidad. <CGAA> 


Las cadherinas median la adhesión intercelular dependiente 


de Ca?* en los tejidos animales 


Las cadherinas están presentes en todos los animales pluricehulares cuyo genoma ha sido 
analizado, así como en el grupo de los coanoflagelados. Éstos pueden existir como organismos 
inicelulares individuales o como colonias pluricelulares, y $e considera que son los protistas 
a partir de los cuales han evolucionado los animales. Otros eucariotas, como los hongos y los 
vegetales, carecen de cadherinas, corno sucede en bacterias y arqueas. Por lo tanto, parece 


que las cadherinas constituyen una parte esencial de lo que es un animal. 


Las cadherinas reciben su nombre de su dependencia de iones de Ca?” la eliminación 
del Ca** extracelular provoca que las uniones por cadherinas se desorganicen. En algunos 


casos, especialmente en tejidos embrionarios, esto es 
Otros casos es necesario un tratamiento más severo como, por ejerplo, combi 


suficiente para separar las células. En 


nar la eliani- 


nación del Ca?” con la adición de proteasas como la tripsina, Las proteasas degradan las 
adhesiones mediadas porla matriz extracelular y por moléculas de adhesión intercehular no 
dependientes de Ca?*. En cualquier caso, cuendo las células disociadas se colocan en Un me- 
dio de cultivo normal, las adhesiones se reconstruyen y las células vuelven a unirse entre sí 

Este tipo de asociación intercelular proporcionó uno de los primeros ensayos que per- 
mitieron identificar las moléculas de adhesión celular. En estos experimentos, mediante el 
uso de anticuerpos monoclonales contra las células de interés se probó la eficacia de cada 
anticuerpo en la supresión, impidiendo la formación de nuevas adhesiones en células que 


previamente habían sido disociadas, Los anticuerpos que mostraban 


ron para aislar las moléculas de adhesión intercelular que reconocían. 

Casi todas las células de los vertebrados, y probablemente tarabién las de otros anima- 
les, expresan una o más proteínas de la farailia de las cadherinas, dependiendo del tipo ce- 
hular. Además, diversas evidencias indican que las cadherinas constituyen las moléculas de 
adhesión encargadas de mantener unidas las células en tejidos embrionarios terapranos. 


Por ejeraplo, los tejidos embrionarios en cultivo se desorganizan cuando son 
anúcuerpos anú-cadherina si la adhesión mediada por cadhe 


anticuerpos corra otras moléculas de adhesió 


tratad 


este efecto se utiliza- 


2 COLD 


vonserya intacta, 108 
n tienen un efecto reducido. Estudios en enn- 
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15 días 


¿células 


briones tempranos de ratón ilustran el papel que tienen las cadherinas sobre el desarrollo. 
Hasta el estadio de ocho células, las células embrionarias de ratón se encuentran unidas de 
manera muy laxa y son esféricas. Entonces, mediante un cambio morfológico súbito deno- 
minado compactación, las células se compactan y forman uniones intercelulares más po- 
tentes, tanto que la superficie externa del embrión adquiere un aspecto liso (Figura 19-5). 
Los anticuerpos contra una cadherina especíbica, la E-cadherina, bloquean esta compacta- 
ción, mientras que los anticuerpos que reaccionan con otras moléculas de superficie celular 
no lo consiguen. Las mutaciones que inactivan la E-cadherina causan la desorganización de 
los embriones y su muerte en estadios tempranos del desarrollo, 


En vertebrados, la superfamilia de las cadherinas está constituida 
por cientos de proteinas diferentes e incluye algunas que 
presentan funciones de señalización 


Las tres primeras cadherinascaracterizadas fueron denominadas de acuerdo con los tejidos 
enlos que se localizaron. Así, la E-cadherina se encuentra en muchos tipos de células epite- 
liales; la N-cadherina en neuronas, en fibras musculares y en células del cristalino, y la 
P-cadherina en células placentarias y epidérmicas. Sin embargo, cualquiera de ellas puede 
encontrarse en otros tejidos. Por ejernplo, la N-cadherína también se expresa en Aibroblastos 
y la P-cadherina se expresa en regiones cerebrales (Figura 19-68). Estas y otras cadherinas 
clásicas presentan cierta homología en sus dominios extracelulares e intracelulares. 
Mientras que todas ellas presentan funciones adhesivas bien definidas, también son impor- 
tantes en la señalización. A través de sus dominios intracelulares, tal como verernos más 
adelante, transmiten información al interior de la célula permitiéndole adaptar su cCompor- 
tamiento en función de si está o no unida a otras células, 

También existe un gran número de cadherinas no clásicas cuyas secuencias s0n menos 
homeélogas, y de las que sólo en el cerebro se expresan más de 50. Las cadherinas no clásicas 
agrupan a proteínas con capacidad adhesiva reconocida, tales corno diversas protocadheri- 
nas localizadas en cerebro y las desmocolinas y desmogleínas formadoras de los desraosomas. 
También inchuyen proteínas que parecen estar implicadas principalmente en la señalización, 
como la T-cadherina, que carece de dominio trensmernabrana y se ancla a la membrana de 
neuronas y fibras musculares a través del glicosil fosfatidilinosttol (GPD, y las proteinas Faty 
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Figura 19-5 Compactación de un embrión 
temprano de ratón. Las células del embrión 
temprano se unen de forma muy laxa. En el 
estadio de ocho células, éstas empiezan a 
expresar E-cadherina y, como consecuencia 
de ello, sus uniones se hacen más fuertes 

y se adhieren más estrechamente a otras 
células. (Electromicrografías de microscopio 
electrónico de barrido por cortesfa de 
Patricia Calarco: el estadio de 16-32 células 
de P Calarco y CJ, Epstein, Dev. Biol. 32: 
208-213, 1973, Con la autorización 

de Academic Press.) 


Figura 19.5 Diversidad entre las 
cadherinas del sistema nervioso central. 

Ej esquerna muestra los patrones de 
expresión de tres cadherinas clásicas en el 
cerebro embrionario de ratón. En el cerebro 
también se expresan más de 70 cadherinas, 
tanto clásicas como no clásicas, siguiendo 
patrones complejos que reflejarian sus 
funciones en la guía y mantenimiento de la 
organización en este órgano tan complejo, 


CADHERINAS Y ADHESIÓN INTERCELULAR 


cadherina clásica 
(E-cadherina) 


cadherina homóloga 
a Fat (Fay) 


cadherinas con siete 
dominios transmembrana 
(Flamingo) 


E DBA 

cadherinas proteina 

quinasa (Ret) 
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Flamingo, las cuales se identificaron como productos génicos de Drosophila, regulando res- 
pectivamente el crecimiento epitelial y la polaridad celular. El conjunto formado por cadhe- 
rinas clásicas y no clásicas constituye la denominada superfamilia de las cadherinas (Figura 
19-—7 y Tabla 19-3), que en humanos cuenta con más de 180 miembros. ¿Cómo se relacionan 
las estructuras de estas proteínas con sus funciones y por qué son tan numerosas? 


Las cadherinas median adhesiones homofílicas 


Habitualmente las uniones de anclaje intercelulares son simétricas: si por ejemplo se aso- 
cian a actina a un lado de la unión, también habrá actina en el otro lado. De hecho, la unión 
entre cadherinas es homofílica Figura 19-8): las moléculas de cadherina de un subtipo es- 
pecífico expresadas por una célula interaccionan con moléculas del mismo subtipo, u otro 
muy parecido, expresadas por las células adyacentes. Según el modelo actual, la interacción 
ene lugar en los extremos N-terminal de las moléculas de cadherina, es decir, en los extre- 
rnos que se encuentran más alejados de la membrana. La proteína forma una protuberancia, 
o mudo, adyacente a una invaginación, de manera que las moléculas de cadherinas que 
emergen desde las membranas celulares opuestas se unen mediante la inserción del nudo de 
una en la invaginación de la otra (Figura 19-94). 

El espacio que existe entre las membranas celulares en una unión de anclaje está de- 
limitado ton precisión y depende de la estructura de las moléculas de cadherina que parti- 
cipan en ella. Por definición, todos los miembros de la superfamilia presentan una región 
exuacelular que consiste en varias copias de un mofivo denominado dominio cadherina. 
Las cadherinas clásicas de los vertebrados presentan 5 de estas repeticiones, mientras que 
en desmogleínas y desmocolinas hay 4 o 5; algunas cadherinas no clásicas poseen más de 30. 
Cada dominio cadherina lorma una unidad más o menos rígida que se une al siguiente do- 
ninio cadherina mediante una región bisagra (Figura 19-9B). Los jones Ca” se unen cerca 
- de cada región bisagra impidiendo su flexión, de manera que el conjunto de los dominios 
ctadherina se comportan como una barra rígida, aunque ligeramente curvada. Cuando el 
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Figura 19—7 La superfamilia de las 
cadherinas. El diagrama muestra algunas 

de las diferencias existentes entre miembros 
de la superfanilia de las cadherinas. Todas 
ellas presentan porciones extracelulares 

que contienen varias copias del dominio 
cadherína lóvalos verdes), pero sus zonas 
intracelulares son más diversas, lo que refleja 
interacciones con una gran variedad de 
señales intracelulares, tales como moléculas 
de señalización o moléculas que anclan las 
cadherinas al citoesqueleto. Los diferentes 
colores en Fat, Flamingo y Ret representan 
los dominios conservados que se encuentran 
en otras familias de proteinas. 
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Tabla 12-3 Algunos miembros de la superfamilia de las cadherinas 


: DENOMINACIÓN: 


E-cadherina 


N-cadherina 


P-cadherina. 


VE-cadherina 


Cadherinas no clásicas .... 


Desmacolina 
Desmogleína 


Tecadherina 
Cadherina 23 


Fat (en Drosophila) 


Fatl (en mamiferos) 


Cadherinas clásicas 0; 


varios epitelios 


neuronas, corazón, músculo 


esquelético, cristalino y fibroblastos 


placenta, epidermis, epitelio 
de la glándula mamaria 


células endoteliales 


piel 
piel 
neuronas, músculo, corazón 
oído interno, otros epitelios 


epitelios y sisterna nervioso 
central 


varios epitelios y sistema 
nervioso central 


uniones adherentes 


uniones adherentes 
y sinapsis químicas 
uniones adherentes 


uniones adherentes 


desmosomas 


desmosomas 


ninguno 
uniones entre esterocilios en 
células con pelos sensoriales 


uniones transmisoras de señal 
(polaridad de células planar) 


hendidura del diafragma del 
glomérulo renal 


muerte en el estadio de blastocisto; los embriones 
no son capaces de llevar a cabo la compactación 


los embriones mueren a causa 
de defectos cardíacos 


desarrallo anormal de la glándula mamaria 


desarrollo vascular anormal (apoptosis 
de las cálulas endoteliales) 


trastorno que produce vesículas en la piel 


trastomo que produce vesículas en la piel 
a consecuencia de la pérdida de la adhesión 
intercelular de los queratinocitos 
desconocido 


sordera 


aumento del tamaño de los discos imaginales 
y tumores; polaridad de células planar 
interrumpida 


pérdida de hendidura del diafragma; 


trastornos en cerebro y ojo 
y otras uniones 


a By y neuronas sinapsis químicas y membranas degeneración neuronal 
protocadherinas no sinápticas 
Flamingo epitelios sensoriales y otros epitelios uniones intercelulares células con polaridad planar interrumpida; 


defectos en el tubo neural 


Ca?* es eliminado, las regiones bisagra se pueden flexionar y el conjunto de la estructura se 
vuelve flexible. Se supone que al mismo tiermpo la conformación del extremo N-terminal 
cambia un poco y disminuye la afinidad por la molécula de cadherina de la célula opuesta. 
Así, las moléculas de cadherina desestabilizadas por la pérdida de Ca?* son rápidamente de- 
gradadas por enzimas proteolíticas. 

A diferencia de lo que ocurre con los receptores para moléculas de señalización solubles, 
los cuales se unen con una elevada afinidad a sus ligandos específicos, las cadherinas (como la 
mayoría de otras proteínas de adhesión intercelular) se unen a otras cadherinas con una afi- 
nidad relativamente baja. Para que la unión sea fuerte, se han de formar muchas de estas 
uniones débiles al mismo tiernpo. Cuando se nen a sus parejas, orientadas en sentido opues- 
to en otra célula, a menudo las moléculas de cadherina se agrupan de foma lateral con otras 
cadherinas de la misma célula. De esta manera ua grao número de moléculas de cadherina 
agrupadas lateralmente colaboran formando una unión de anclaje (Figura 19-90), La fuerza ] 
de esta unión es bastante mayor que cualquiera de los enlaces intermoleculares individuales; 
esta unión es fácil de deshacer separando sus moléculas secuencialmenre, como dos piezas de 
ropa que están unidas con fuerza por Velcro y, sín embargo, se pueden separar con facilidad, 

Un “principio Velero” semejante a éste es operativo en las adhesiones intercelulares y célula- ¡ 
matriz en las que intervienen otras proteínas transmembrana adhesivas. La formación y nup- 


e 


Figura 19-8 Uniones homofílicas 

y uniones hetesofílicas. Por lo general, las 
cedhernas se unen de forraa hosnofílica; 
¿cul e adhesión, tratadas más 
adelante, se unen de forma heterofílica, 
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membrana 
plasmática 
de la célula 1 


membrana 
plasmática 
de la célula 2 


región bisagra 


repetición de tipo 
flexible E 


cadherina en el 
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Figura 19-9 Estructura y función de las cadherinas. (A) Dominio extracelular de una cadherina 
clásica (C-cadherina) e hipótesis sobre el tipo de unión homofílica de dos moléculas de cadherina 
de células opuestas: extremo con extremo. Estructura obtenida por difracción de rayos X del 
dominio extracelular de una C-cadherina cristalizada. (B) La región extracelular de cada uno 

de los polipéptidos consiste en una serie de dominios compactados llamados repeticiones 

de tipo cadherina, los cuales están unidos por regiones flexibles tipo bisagra que evitan, junto con 
el Ca?* que se une a ellas, que la molécula se flexione. En ausencia de Ca**, la molécula se vuelve 
flácida y la adhesión no se produce. (C) En una unión típica, varias moléculas de cadherina se 
disponen en paralelo funcionando como un Velero que las mantiene unidas. Se supone que 

las cadherinas de una misma célula se emparejan lateralmente en sus regiones N-tenminales, 

y a través de la unión de sus colas intracelulares mediante otras proteínas (no se muestra). 
(Basado en TJ. Boggon et al, Science 296:1308-1313, 2002, Con la autorización de AAAS.) 


tura de las uniones de anclaje desempeña un papel vital en el desaxzollo y en la constante re- 
novación de los tejidos en muchas partes del organismo maduro. <CGAA> 


La adhesión selectiva célula-célula posibilita a las células disociadas 
de vertebrados reagruparse en tejidos organizados 


Las cadherinas forman anclajes homofílicos específicos, lo que explica por qué existen tantos 
miembros diferentes en la familia. Estas proteínas no actúan como una cola que deja las su- 
perficies pegajosas, sino que median un reconocimiento altamente específico por el cual se 
unen las células del mismo tipo y permanecen segregadas de otros tipos celulares. 


Este sistema selectivo mediante e 


l cual las células animales se unen entre sí ya fue de- 
mostrado hace más de 50 años, mucho antes del descubrimiento de las cadherinas, en ex- 
perimentos en que los embriones de anfibios eran disociados en células individuales. Estas 
células fueron mezcladas para estudiar su reasociación. Curiosamente, a menudo las células 
disociadas se reegrupaban in vitro formando estructuras parecidas a las del embrión origi- 
nal (Figura 1940). Elrmismo fenómeno sucede sí se disocian las células de dos órganos ern- 
brionarios de vertebrados, tales como el higado y la retina y se mezclan formando un 
aglomerado. En este caso, los agregados entremezelados se separarán de forma gradual en 
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Figura 19-10 Clasificación. Células de 
diferentes zonas de un ernbrión de anfibio 
se segregan dependiendo de su origen. 

Se muestra un experimento clásico 

en el que se han desagregado células 
mesodérmicas len verde), células 

de la placa neural len azul y células 
epidérmicas len rojo) y posteriormente se 
resgrupan. Estas células se clasificarán según 
la organización reminiscente de tun embrión 
normal, con una “placa neural 


externa y un mesodermo ey 
odificado de PL Townes y 
er, L Exa Zool 1183-12 


Con la autorización de Wiley-Li59.) 
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Figura 19-11 Dispersión y agrupamiento selectivos de células formando diferentes 
tejidos en un embrión de vertebrado. Algunas de las células que al principio forman 
parte del tubo neural alteran sus propiedades adhesivas y se segregan del epitelio 
formando la cresta neural en la parte superior del tubo neural. Posteriormente, las 

células migran y dan lugar a diversos tipos celulares y tejidos en el embrión. Aquí 

se muestran agregándose y diferenciándose formando dos grupos de neuronas, 
denominados ganglios, en el sistema nervioso periférico, Mientras que algunas células de 
la cresta neural se diferencian en neuronas del ganglio, otras lo hacen en células satélite 
(células gliales especializadas en dar soporte) que rodean a las neuronas, El cambio 

de patrón de expresión de moléculas de adhesión permite estos ajustes estructurales. 


función de su órgano de origen. Por lo general, las células disociadas se adhieren más fácil- 
mente alos agregados de su propio órgano que a los agregados de otros órganos. Es eviden- 
te que existen sistemas de reconocimiento intracelular que hacen que las células de un 
mismo tejido diferenciado se adhieran entre sí de manera preferente. 

Estos resultados sugieren que en los animales la arquitectura tisular no es un producto 
de la historia, sino que está organizada activamente y se mantiene por el sistema de afinida- 
des que existen entre ellas y con la matriz extracelular. Además, en el embrión en desarrollo 
podemos seguir las células mientras se diferencian y podemos observar cómo se desplazan 
y sereagrupan mediante adhesiones selectivas formando nuevas estructuras. Algunos de es- 
tos desplazamientos son sutiles, mientras que otros son más evidentes, incluyendo migra- 
ciones de largo alcance, tal como describiremos en el Capítulo 22, Por ejemplo, en los 
embriones de vertebrados las células de la cresta neural abandonan el epitelio del tubo neu- 
ral, del cual forman parte inicialmente, y migran a lo largo de vías especificas a otras rmu- 
chas regiones. All se reagrupan con otras células formando diversos tejidos. incluido el 
tejido nervioso periférico (Bigura 19-11). Para encontrar su camino, las células son guiadas 
alo largo de los tejidos embrionarios mediante quimiotaxis o quimiorrepulsión, es decir, que 
el desplazamiento se encuentra bajo la influencia de moléculas solubles que atraen o repe- 
len a las células en migración. También puede ocurrir un contacto guiado mediante el cual 
las células que migran entran en contacto con otras células o elementos de la matriz extra- 
celular, realizando adhesiones temporales que controlan la vía escogida. Cuando las células 
en migración alcanzan su destino, para organizarse en un tejido tienen que reconocer.a otras 
células del tipo apropiado y unirse a ellas. En todos estos procesos de selección, contacto 
guiado y ensaroblaje tisular, las cadherinas desempeñan un papel esencial, 


Las cadherinas controlan la mezcla selectiva de las células 


La aparición y desaparición de cadherinas específicas están corelacionadas con las etapas 
del desarrollo embrionario en las que las células se reagrupan y cambian sus contactos dando 
lugar a nuevas estructuras tisulares. Así, por ejeraplo, mientras se forma el tubo neural y se 
separa del ectodermo, las células de este tubo pierden la expresión de E-cadberina y ad- 
quieren la expresión de otras cadherinas, incluyendo la N-cadherina, mientras que las células 
del ectodermo continúan expresando E-cadherina (Figura 19-124, B). Después, cuando 
las células de la cresta neural migran desde el tubo neural, estas cadherinas son difícilmen- 
te detectables, mientras que otra cadberina la cadherina-) mantiene unidas a las células en 
migración dando lugaz a grupos poco asociados (Figura 19-120). Por último, cuando las cé- 
lulas se agregan formando un ganglio, vuelven a expresar N-cadherina (véase Figura 19-11). 
Sila M-cadherina se sobreexpresa de forma artificial en células de la cresta neural emergente, 
éstas no pueden abandonar el tubo neural. : 
Estudios realizados con cultivos celulares sosúenen la hipótesis de que la umión homofÍ- 
lica de las cadherinas controla estos procesos de segregación tisular. Por ejeraplo, si células 
de la línea celular de Bbroblastos en cultivo, denominadas células L las cuales no expresan 
cadherinas y tampoco se adhieren entre ellas) son trausfectadas con DNA que codifica la 
E-cadberina, adquieren la capacidad de adherirse y esta adhesión es inhíbida con anticuer- 
pos anti-E-cadherina. Dado que las células L translectadas no se adhieren a las no trans- 
fectadas, podemos concluir que esta adhesión depende de la unión entre dos E-cadberinas 
de células diferentes. Si se mezclan cébulas L que expresan diferentes cadherinas, éstas se se- 
gregerán y se agregarán selectivamente, indicando que diferentes cadherinas se unen de rua- 
nera preferencial con las de su propio tipo (Figura 19-134), mimetizando lo que sucede 
cuando se mezclan células que proceden de diferentes tejidos. Sí se mezclan células L que 
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Figura 19-12 Cambios de patrón de expresión de las cadherinas durante la construcción del sistema nervioso. Se muestran 
secciones transversales de un embrión de pollo y de qué forma el tubo neural se separa del ectodermo y las células de la cresta 
neural se separan del tubo neural. (A, B) Imágenes de inmunofluorescencia mostrando el tubo neural en desarrollo marcado con 
anticuerpos contra (A) E-cadherina y (B) N-cadherina. (C) Con el cambio de expresión génica, los diferentes grupos de células se 
segregan unos de otros según las cadherinas que expresan. (Microgralías por cortesia de ohei Haita y Masatoshi Takeichi.) 


expresan diferentes cantidades de la misma cadherina, ene lugar una segregac:ón celular del 
mismo tipo (Figura 19-13B). Por lo tanto, parece probable que las diferencias cuantitativas y 
cualitativas en la expresión de las cadherinas participan en la organización de los tejidos. 


Twist regula las transiciones epitelio-mesenquimáticas 


El ensamblaje de las células formando un epitelio es un proceso reversible. Las células disper- 
sas y no adheridas, que a menudo se denominan células mesenquimáticas, pueden reunirse 
formando un epitelio si se activa la expresión de sus moléculas de adhesión. Al contrario, las 
células epiteliales pueden cambiar su carácter, segregarse y migrar lejos de su epitelio de ori- 
gen como entidades individuales. Tales transiqiones epitelio-mesenquimáticas tienen un 
papel importante en el desarrolla embrionario normal coro, por ejemplo, en el origen de la 
cresta neural (véase Figura 19-11). Parece que para estas transiciones resulta esencial un sis- 
terna de control en el que participa un grupo de genes reguladores denominados Slug, Snail 
y Twist, que tienen a la E-cadherina como diana. Así, por ejemplo, en diversos tejidos de 
Tnosras y de vertebrados, si se activa la expresión de Twist, las células epiteliales adquieren 
un fenotipo mesenquimático, mientras que si se bloquea esta expresión, sucede lo contrario. 
Las transiciones epitelio-mesenquimáticas también suceden corno procesos patológj- 

cos durante la vida adulta, como ocurre en el caso del cáncer. La mayoría de los cánceres se 
originan en los epitelios, pero se hacen peligrosamente propensos a diseminarse, tonvir- 
tiéndose en malignos, sólo cuando las células cancerosas se escapan del epitelio original e 
“invaden otros tejidos. Experimentos realizados con cultivos de células malignas procedentes 
de cáncer de mama muestran que el bloqueo de la expresión de Twist puede retrotraerlas 
hacia un carácter no maligno. A la inversa, si se esúmula la expresión de Twist, se puede con- 
seguir que células epiteliales normales sufran una transición epitelio-mesenquimática y se 
comporten como células malignas. Twist ejerce sus efectos, al menos en parte, inhibiendo la 
expresión de las cadberigas que mantienen unidas a las células epiteliales. Concretarnente, 
la E-cadherina es una de sus dianas. De hecho parece que a menudo las mutaciones que 

adherina también se encuentran en las célula 


“perturbaa la producción o la función de 


célula que expresa 
E-cadherina 


ia 
4 ña 
NE e 
22020 E 
2. A PANAS z 
e e Ss ye 


célula que expresa 
(A) M-cadherina 


célula con una elevada 
expresión de E-cadherina 


célula con una baja 
expresión de E-cadherina 


(8) 


Figura 19-13 Segregación celular 
dependiente de cadherinas. Las células 

en cultivo pueden segregarse según el 

tipo y la concentración de las cadherinas 
que expresan. El proceso se puede visualizar 
marcando las diferentes poblaciones celulares 
con diferentes colorantes. (A) Las células que 
expresan N-cadherina se segregan de las 
que expresan E-cadherina. (B) Células con 
una alta expresión de E-cadherina son 
segregadas de las que presentan una 

baja expresión de la misma. 
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Las cateninas conectan las cadherinas clásicas 
con el citoesqueleto de actina 


Los dominios extracelulares de las cadherinas median las uniones homofílicas y, por otro 
lado, los dominios intracelulares de las cadherinas típicas, incluyendo las clásicas y las no 
clásicas, proporcionan el anclaje para los filamentos del citoesqueleto: anclaje a la actina en 
las uniones adherentes y a los filamentos intermedios en los desmosornas, tal como se indi- 
có anteriormente (véase Figura 19-3), La unión al ciroesqueleto es indirecta y depende de un 
grupo de proteínas de anclaje intracelular accesorias que se ensamblan en la cola de la cad- 
herina. Esta unión, que conecta la cadherina a la actina o a filamentos intermedios, incluye 
diferentes componentes (Figura 19-14). Estos componentes varían según el tipo de anclaje 
pero, en general, las que tienen un papel más relevante son la B-catenina y/o la y-catenina 
(placoglobina), que están muy relacionadas con la primera. 

En las uniones adherentes, también se encuentra presente un pariente lejano de este 
par de proteínas, la catenina-p120, que colabora en la regulación del ensamblaje del com- 
plejo. Cuando la catenina-p120 es eliminada de forma arúficial, las cadherinas son rápida- 
mente degradadas y se pierde la adhesión intercelular. Un incremento artificial en la 
cantidad de catenina-p120 tiene un efecto opuesto. Es posible que las células utilicen varia- 
ciones en la cantidad de catenina-p120, o en su estado de fosforilación, como una vía para 
regular la fuerza de unión. En cualquier caso, parece que la unión a la actina es esencial 
para que se produzca una adhesión intercelular eficiente, ya que las cadherinas clásicas que 
carecen de su dominio citoplasmático no pueden mantener unidas con fuerza a las células. 


Las uniones adherentes coordinan la motilidad basada 
en la actina en células adyacentes 


Las uniones adherentes constituyen una parte esencial de la maquinaria que moldea la 
forma de las estructuras pluricelulares en los animales, La unión indirecta de los filamentos 
de una célula a los de sus vecinas permite a las células de un tejido utilizar sus citoesquele- 
tos de actina de forma coordinada. 

Las uniones adherentes se presentan de diferentes formas. En muchos tejidos no epite- 
liales, aparecen como anclajes puntuales o dispuestos en bandas que conectan indirecta- 
mente los filamentos de actina cortical por debajo de las membranas plasmáticas de dos 
células adyacentes. En el músculo cardíaco (tratado en el Capítulo 23), anclan los haces de 
actina del aparato contráctil y actúan en paralelo con desmosomas uniendo las células con- 
tráctiles. En el músculo, los lugares en los que se producen las uniones intercelulares son tan 
evidentes que se pueden observar en secciones teñidas al microscopio óptico y reciben el 
nombre de discos intercalados. Pero los ejemplos prototípicos de uniones adherentes se pro- 
ducen en los epitelios, en los que a menudo forman un cinturón de adhesión continuo (o 
zontla adherens) justo debajo dela cara apical del epitelio, rodeando cada una de las células 
que interactúan en la lámina (Figura 19-15). En el interior de cada célula, adyacente al cintu- 
rón de adhesión, se encuentra un haz contráctil de tilamentos de actina orientados de forma 
paralela a la membrana plasmática y sujetos a ela por cadherinas y proteínas intracelulares 
de anclaje. Los haces de actina están unidos mediante cadherinas y proteínas de anclaje a 
una extensa red transcelular. Este entramado se puede contraer con la ayuda de las miosinas 
(proteínas motoras tratadas en el Capítulo 16) y proporciona la fuerza motriz de un proceso 
fimdamental en la morfogénesis animal: el plegamiento de las láminas de células epiteliales 
en tubos, vesículas y otras estructuras relacionadas (Figura 19-16). 


Figura 19-14 Anclaje de las cadherinas clásicas a los filamentos de actina. 
Las cadherinas interaccionan indirectamente con los filamentos de actina mediante 
la B-catenina y otras proteínas de anclaje, Es probable que la o-catenina, la vinculina 
y la placoglobina (una proteina homóloga a la f-catenina, también denominada 
*catenina) estén presentes en la unión o que intervengan en el control de este 
sambiaje, pero los es del anclaje todavía no se conocen bien. Otra proteina 
lar, denominada p120-catenina, tembién se une a la cola citoplasmática de 
erinas, regulando su función. La f-catenina ejerce también funciones en la 
señalización intracelular, como se describió en el Capítulo 15 fvéase Figura 15-77). 
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Los desmosomas confieren resistencia mecánica a los epitelios 


Los desrmosomas son estructuralmente similares a las tmiones adherentes pero no se enla- 
zan a actina sino a filamentos intermedios. Su principal función es proporcionar resistencia 
mecánica. Los desmosornas son importantes en los vertebrados, pero no se encuentran, por 
ejemplo, en Drosophila. Están presentes en la mayoría de los epitelios maduros de vertebra- 
dos y son muy abundantes en la epidermis, el epitelio que forma la capa externa de la piel. A 
menudo, para los estudios bioquímicos, se utiliza la epidermis bucal de las vacas, la cual tie- 
ne que soportar una agresión mécánica constante cuando el animal pasta. 

La Figura 19-174 muestra la estructura general de un desmosoma; la Figura 19-17B 
muestra algunas de las proteínas que lo forman. Los desmosomas suelen aparecer como 
manchas, en forma de botones, de adhesión intercelular, remachando las células entre sí 
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Figura 19-15 Uniones adherentes entre 
células epiteltales del intestino delgado. 
Estas células están especializadas en la 
absorción de nutrientes; en su cara apical, 
en contacto con el lumen del intestino, 
presentan numerosas microvellosidades 
o rnicrovilli lexpansiones que aumentan 
el área de superficie de absorción). 

Las uniones adherentes forman Una 
banda de adhesión que rodea cada una 
de las células interconectadas y donde se 
observa claramente un anillo contráctil 
de filamentos de actina a lo largo de la cara 


" citoplasmática de la región membranosa 


implicada en la unión. Los haces de 
filamentos de actina se encuentran anclados 
a las cadherinas por proteínas de anclaje 
intracelular. Las cadherinas se extienden 

por la membrana plasmática y sus dominios 
extracelulares se unen de forma homofílica 
aotras cadherinas de las células vecinas. 

De este modo, los haces de filamentos de 
actina de células adyacentes permanecen 
enlazados. 


Figura 19-16 Plegamiento de una 

lámina epitelial formando un conducto. 
La contracción oñentada de haces de 
filamentos de acíína sítuados alo largo 

de la banda de adhesión provoca el 
estrechamiento en las zonas apicales de las 
células epiteliales permitiéndoles formar un 
tubo, Un ejeraplo de este fenómeno es l: 
formación del tubo neural en los primeros 
estadios embrionaños de las vertebrados 
véase Biqura 19-12 y Capitulo 22), Aunque 
ño se representan, se supone que los 
reordenamientos celulares en el seno de 

la lámina epitelial también d 


mpeñan 
un papel importante en el desarrollo 
del proceso, 
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Figura 19-17 Desmosomas. (A) Componentes estructurales de un desmosoma. Sobre la superficie citoplasmática de las 


membranas que interactúan se organiza una placa densa compuesta por un conjunto de proteínas intracelulares de adhesión. 
Un haz de filamentos de queratina se ancla a cada placa. Las proteínas transmembrana de adhesión de la familia de las 
cadherinas se unen a las placas e interaccionan mediante sus dominios extracelulares manteniendo unidas las células a través 


. de un mecanismo dependiente de Ca?*, (B) Algunas de las moléculas que forman un desmosoma. Desmogleína y desmocolina 


son miembros de la familia de las cadherinas. Sus colas citoplasmáticas se unen a la placoglobina ty-catenina) y a la placofilina 
(relativamente homóloga a la p120-catenina), las cuales, a su vez, se une a la desmoplaquina. Ésta también interacciona de 
forma lateral con los filamentos intermedios y, de esta manera, ancla el desmesoma a dichos filamentos. (C) Imagen obtenida 
por microscopía electrónica correspondiente a desmosomas situados entre dos células epiteliales en la piel de un ratón recién 
nacido. (D) Parte del mismo tejido a mayor aumento para mostrar un desmosoma en el que se observa claramente su anclaje 


a filamentos intermedios. (C y D, de W. He, P. Cowin y DL. Stokes, Science 302:109-113. Con la autorización de AAAS.). 


(Figura 19-17C). En el interior de la célula, los haces en forma de cordón de filamentos 
intermedios, que están anclados alos desmosornas, forman una estructura de gran resisten- 
cia ala tracción (Figura 19-17D), se unen a haces similares de las células adyacentes y gene- 
ran un entramado que se extiende por todo el tejido (Figura 19-18). El tipo de filamentos 
intermedios que se une a los desrmosomas depende del tipo de célula: por ejemplo, en célu- 
las epiteliales existen filamentos de queratina y en las células de músculo cardíaco, filamen- 
tos de desmina. 

La importancia de los desmosormas queda demostrada en algunas formas de una grave 
enfermedad de la piel, el pénfigo. Los individuos afectados por esta enfermedad fabrican 
anticuerpos contra una de sus propias cadherinas desmosomales. Estos anticuerpos reco- 
nocen y degradan las uniones desmosomales que mantienen unidas a sus células epidér- 
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formación de ampollas y pérdida de fluidos corporales. 


Figura 19-18 Desmosomas, hemidesmasomas y la sed de filamentos intermedios. 
Las redes de filamentos de queratina de dos células adyacentes en este ejemplo, 
células epiteliales del intestino delgado— están conectadas indirectamente a través 
de los desrnosomas y con la lámina basal a través de jos hermidesmosomas. 
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Las uniones intercelulares envían señales al interior de la célula 


La formación y ruptura de las uniones son acontecimientos importantes en la vida de las cé- 
lulas e inducen grandes cambios en su funcionamiento interno. Del mismo modo, pero en 
un sentido inverso, cambios en el estado interno de la célula tienen que ser capaces de de- 
sencadenar la formación o ruptura de sus uniones. Por lo tanto, existe una intercormunica- 
ción compleja entre la maquinaria de adhesión y las vías de señalización química. Se ha 
descrito cómo los cambios en la catenina-P120 pueden regular la formación de uniones ad- 
herentes y cómo varias vías de señálización intracelular pueden controlar la formación de 
uniones mediante la fosforilación de ésta y de otras proteínas de unión. Más adelante se des- 
cribirá el modo en que la formación y ruptura de adhesiones pueden enviar señales al inte- 
rior celular a través de mecanismos en los que participan proteínas de armazón en la cara 
intracelular de la unión. 

Otzo de los principales componentes de la interacción recíproca entre adhesión y seña- 
lización es la P-catenina. En este capítulo ya se ha mencionado que es una proteína intra- 
celular de anclaje fundamental en las uniones adherentes, uniendo las cadherinas a los 
filamentos de actina. En el Capítulo 15 apareció en otro contexto, como un componente de 
la vía de señalización de WNT, trasladándose del citoplasma al núcleo donde activa la trans- 
cripción de genes diana. Distintas partes de la molécula ejercen la función adhesiva y la fun- 
ción reguladora de genes, pero una sola molécula no puede ejercer ambas funciones a la vez. 
La desintegración de una unión adherente puede liberar moléculas de P-catenina de mane- 
ra que se trasladan desde la superficie celular al núcleo como moléculas de señalización y, 
por el contrario, las actividades de los componentes de la vía de señalización de Wnt (que re- 
gulan la fosforilación y la degradación de B-catenina) pueden controlar la disponibilidad de 
B-catenina para formar uniones adherentes. 

Algunas cadherinas no clásicas transmiten la señal al interior de la célula por otras vías. 
Por ejernplo, los miernbros de la subfamilia Flamingo presentan siete dominios transmem- 
brana, lo que sugiere que podrían actuar como receptores acoplados a proteínas G. La 
cadherina endotelial vascular (VE-cadherina: vascular endothelial-cadherín) es otro ejem- 
plo de ello, ya que no sólo media la adhesión entre células endoteliales, sino que también es 
necesaria para la supervivencia de estas células. Así, a pesar de que las células endoteliales 
que no expresan VE-cadherína se pueden adherir a otras células a través de N-cadherinas, 
no sobreviven, ya que para que puedan responder a la proteína extracelular factor de creci- 
miento vascular endotelial (VEGF: vascular endothelial growth factor), que proporciona una 
señal para la supervivencia, este factor tiene que unirse a un receptor firosina quinasa (tra- 
tado en el Capítulo 15) que requiere VE-cadherina como correceptor. 


Las selectinas median las uniones intercelulares transitorias 
en el sistema vascular 


La superfamilia de las cadherinas es fundamental para la adhesión intercelular en los ani- 

males, pero por lo menos existen otras tres superfamilias de proteínas de adhesión que tarm- 

bién son importantes: las integrinas, las selectinas y los miembros de la superfamilia de las 

E : inmunoglobulinas (Ig) de adhesión. Más adelante trataremos las integrinas con más detalle: 

su función principal consiste en la adhesión célula-matriz, pero en circunstancias especiales 

algunas de ellas median la adhesión intercelular. La dependencia al Ca** permite diferen- 

ciar de forma sencilla, mediante ensayos experimentales, las diferentes clases de proteínas. 

Las selectinas, del mismo modo que las cadherinas y las integrinas, requieren Ca** para sus 

funciones adherentes, mientras que los componentes de la familia de las lg no lo requieren. 

Las selectinas son proteínas de membrana con capacidad para reconocer glúeidos (lec- 

tinas) y median diferentes adhesiones intercelulares en el compartimiento vascular. 5u fun- 

AA ción principal al nienos en vertebrados, está relacionada con las respuestas inflamatonas CCT TT INTO 

. y con la regulación del tráfico de los leucocitos. Los leucocitos llevan una vida nómada e 

Ed itinerante entre la sangre y los tejidos lo cual requiere un comportamiento especial de 

adhesión. Las selectinas controlan la unión de estos leucocitos de la sengre a las células en- 
doteliales de los vasos sanguíneos y facilitan la migración hacia los tejidos circundantes, 

Cada selectína es una proteína bansmembrana con un dominio lechina muy conserva- 

do que se une a un oligosacárido específico expresado por otra célula (Figura 19-194). Porla 

menos existen tres tipos de selectinas: la L-selectina en los pióbulos blancos de la sangre, la 

P-selectina en las plaquetas sanguíneas y en las células endoteliales tras su activación local 
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por una respuesta inflamatoria y la E-selectina, que también se expresa en las células endo- 
teliales activadas. En los órganos linfoides, como por ejemplo un nódulo linfático o la amíg- 
dala, las células endoteliales expresan oligosacáridos que son reconocidos por la L-selectina 
de los linfocitos, lo que dará lugar a su adhesión y posterior infiltración en dichos órganos. 
En tejidos inflamados, los papeles se invierten: las células endoteliales activan la expresión 
de selectinas que reconocen oligosacáridos expresados por leucocitos y plaquetas circulantes, 
facilitando su intervención con objeto de resolver la disfunción local. Las selectinas actúan 
en colaboración con las integrinas, que refuerzan la unión de las células sanguíneas al en- 
dotelio. La adhesión intercelular mediada por selectinas e integrínas es heterofílica, es decir, 
se unen a moléculas de tipos diferentes. En efecto, las selectínas se unen a oligosacáridos es- 


pecificos de glucoproteínas y glucolípidos mientras que las integrinas lo hacen a proteínas . 


específicas, 

Para que los leucocitos. abandonen la sangre y entren en los tejidos las selectinas y las 
integrinas actúan secuencialmente (Figura 19-19B). Las selectinas median una adhesión 
laxa dado que la unión del dorninio lectina con el ligando glucídico es de baja afinidad. Esto 
permnite alos leucocitos adherirse reversiblernente al endotelio, rodando sobre su superficie 
a favor del dujo sanguíneo. Esta situación se mantiene hasta que el leucocito activa sus inte- 
grinas. Corno se indicará más adelante, estas proteínas transmembrana pueden cambiar a 
una conformación adherente que les permita agarrarse a otras proteínas externas a la célu- 
la, en este caso, a las proteínas superficiales de las células endoteliales. Una vez se ha unido 
de este modo, el leucocito se escapa de la corriente sanguínea hacia el tejido arrastrándose 
entre las células endoteliales del vaso. 


Las proteínas que pertenecen a la superfamilia 
de las inmunoglobulinas median la adhesión 
célula-célula independiente de Ca*+ 


En las células endoteliales, las principales proteínas que son reconocidas porlas integrinas 
se denominan ¡CAM (intercellular cell adhesión molecules) O VCAM (vascular cell adhesion 
molecules). Estas proteínas son mierabros de otra antigua gran farnilia de moléculas de su- 
perficie celular: la superfamilia de las inenunoglobalinas (Ig). Estas proteínas tienen uno o 
más domínios del tipo lg, los cuales son característicos de las moléculas de anticuerpo (se 
describe en el Capítulo 25), pero tienen muchas otras funciones fuera del sisterna inmuno- 
lógico que no están relacionadas con la defensa inmunológica. 

Mientras que las ICAM y las VOAM de las células endoteliales rnedian la unión heterofí- 
lica a integrinas, parece que otros mienbros de la supertamilia lg median uniones homo- 
ficas. Un ejeraplo de ello se encuentra en la molécuda de adhesión de células neurales 
UICAM: neuralcell adhesión molecule), la cual se expresa en varios tipos celulares, inc 
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la maduración alternativa del transcrito de RNA producido pora solo gen (Figura 19-20). 
Algunas formas de NCAM úenen una extraordinaria cantidad de ácido siálico (con cadenas 
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Figura 19-19 Estructura y función de las 
selectinas. (A) Estructura de la P-selectina. 
La selectína interacciona con el citoesqueleto 
de actina mediante proteínas de anclaje 
que todavía están mal caracterizadas. 

(8) Mecanismo por el que las selectinas 

y las integrinas median las adhesiones 
intercelulares necesarias para que los 
leucocitos migren desde el torrente 
sanguíneo hasta los tejidos. Primero, las 
selectinas de las células endoteliales se 
unen alos oligosacáridos de los leucocitos 
de manera que estos últimos se adhieren 
levemente a la pared de los vasos 
sanguíneos. Entonces, Jos leucocitos activan 
una integrina (generalmente llamada LFA1) 
en la membrana plasmática para que ésta 
se pueda unir a una proteína denominada 
ICAM1 (de la familia de las lg) en la 
membrana de la célula endotelial. Este 
hecho crea una unión fuerte que permite 
alos leucocitos atravesar los vasos. 


CADHERINAS Y ADHESIÓN INTERCELULAR 


Figura 19-20 Dos moléculas de adhesión intercelular de la familia de las ig. 
La NCAM se expresa en neuronas y en otros tipos celulares, y media uniones 
homofílicas. En este esquema se muestra sólo la columna central de la NCAM, 
la cual presenta cadenas de ácido siálico (un polisacárido) covalentemente 
unidas a ella, que dificultan así su adhesión. La ICAM se expresa en células 
endoteliales y en otros tipos celulares, y se une de manera heterofílica 

a una integrina localizada en los leucocitos. 


que contienen cientos de residuos de ácido siálico). En virrud de su carga negativa, estas lar- 
gas cadenas de ácido siálico dificultan la adhesión celular, ya que cargas del mismo signo se 
repelen mutuamente. Así, las NCAM con alto contenido en ácido siálico podrían inchiso in- 
hibir la adhesión, más que favorecerla. 

Por lo general un determinado tipo celular utiliza varias proteínas de adhesión diferen- 
tes para interactuar con otras células, de la misma fonma que cada célula utiliza varios re- 
ceptores diferentes que reconocen a varias moléculas solubles extracelulares, como las 
hormonas y los factores de crecimiento del medio, A pesar de que a inenudo las cadherinas 
y los miembros de la familia de las lg se expresan en las mismas células, las adhesiones me- 
diadas por las cadherinas son mucho más fuertes y son las principales responsables del 
mantenimiento de la unión entre células, lo que permite la segregación de grupos celulares 
dentro de tejidos específicos manteniendo, al mismo tiempo, la integridad de estos tejidos. 
Por su parte, las NCAM estarían implicadas en la regulación fina de las interacciones adhe- 
sivas durante el desarrollo y la regeneración, participando en varios fenómenos específicos 
de adhesión. Así, mientras que los ratones mutantes que no tienen N-cadherina mueren en 
los primeros estadios de desarrollo, los que no tienen NCAM presentan un desarrollo relati- 
vamente normal, aunque muestran defectos en el desarrollo de determinados tejidos, im- 
chuyendo regiones del sistema nervioso. 


En la formación de una sinapsis actúan numerosos tipos 
de moléculas de adhesión en paralelo 


Las células del sistema nervioso guían el crecimiento axonal y establecen conexiones ner- 
viosas especificas gracias a sistemas complejos de moléculas de adhesión, de la quimiotaxis 
y de factores de señalización solubles (tratado en el Capítulo 22). Las proteínas de adhesión 
de la superfamilia Ig, junto con muchas otras clases de moléculas de adhesión y de señaliza- 
ción, desempeñan un importante papel en estos procesos. Por ejemplo, en moscas que pre- 
sentan una mutación en Fasciclina2, relacionada con la NCAM, algunos axones siguen vías 
aberrantes y no alcanzan sus objetivos correctos. 

Otro miembro de la superfamilia 1g, la Fasciclina3, permite a los conos de crecimien- 
to axonal reconocer sus dianas correctas una vez establecen contacto con ellas. Esta pro- 
teína se expresa de forma temporal en algunas neuronas motoras en Drosopkhila, así como 
en las células musculares que inerva. Si la Fasciclina3 se retira genéticamente de estas 
neuronas motoras, éstas no reconocen sus dianas musculares ni establecen sinapsis con 
ellas, En cambio, si mediante un experimento se consigue que las neuronas motoras que 
por lo general no expresan Fascieclinal la expresen, establecerán sinapsis con aquellas cé- 
hulas mmbsculares que expresan esta molécula, a las que normalmente no se conectarian. 
Parece ser que la Fasciciina3 media el establecimiento de estas conexiones sinápticas a 
través de in mecanismo homofílico de tipo “apareamiento”. Las proteinas de la superia- 
milía Ig tienen funciones similares en vertebrados. Así, por ejenmplo las proteínas de la 
subfamilia Sidelcicks median la adhesión homofílica y diferentes Sidericks se expresan en 
distintas capas de la retina formando sinapsis entre grapos de céhulas de la retina que ex- 
presan el mismo miembro de la fariilia de estes proteínas. Cuando el patrón de expresión 
de las proteínas se altera de manera artificial, el patrón de conexiones sinápticas cambia 
de forma consecuente. Eon 

Estos mierbros de la superfarnilia de las lg no'son las únicas moléculas de adhesión 
implicadas en la iniciación de la formación de sinapsis. La carencia de otras proteínas de ad - 
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vo con la enzima acetilcolinesterasa, las neuronas formarían contactos sinápticos con ellas 
mediante la unión de neuroligina a una proteína llamada neurexina ubicada en la membra- 
na de la neurona presináptica. 


Las proteínas de armazón organizan los complejos de unión 


Para establecer una sinapsis, las células presinápticas y postsinápticas tienen que hacer al- 
go más que reconocer a la otra célula y adherirse a ella: tienen que construir un complejo 
sistema de receptores de señal, canales iónicos, vesículas sinápticas, proteínas de acopla- 
miento y otros componentes, como se describe en el Capítulo 11. Este aparato de señaliza- 
ción sináptica no podría existir sin moléculas de adhesión celular que unan firmemente las 
membranas pre- y postsinápticas y faciliten el mantenimiento de todos los componentes de 
la maquinaria de señalización en su posición adecuada. Generalmente las cadherinas se lo- 
calizan y se concentran en el entorno de la sinapsis y dentro de ella, así como las Ig y otros ti- 
pos de moléculas de adhesión. De hecho, en el sistema nervioso de los vertebrados se 
expresan alrededor de 20 cadherinas clásicas diferentes en diferentes combinaciones de- 
pendiendo de los subgrupos de neuronas de que se trate y es probable que las uniones es- 
pecíficas de estas moléculas también desempeñen un papel importante en asegurar que las 
neuronas establezcan sinapsis con sus dianas correctas. 

Pero ¿de qué forma las moléculas de adhesión reclutan al resto de los componentes de 
la sinapsis y los mantienen en su lugar? Parece que las protefnas de armazón tienen un papel 
importante en este proceso. Estas moléculas intracelulares consisten en cadenas de domi- 
nios de unión a proteína entre los que se incluyen los dominios PDZ, segmentos de 70 arni- 
noácidos que reconocen y se unen a las colas intercelulares C-terminal de determinadas 
moléculas trausmembrana (Figura 19-21). Por ejemplo, un dominio de una proteína de 
armazón puede unirse a una proteína de adhesión intercelular mientras que otro puede 
unirse a canales iónicos unidos a ligando, e incluso otro dominio puede unirse a proteínas 
reguladores de la exocitosis o la endocitosis o de unión al citoesqueleto. Además, una molécu- 
la de armazón puede unirse a otra, por lo que la célula puede reunirun conjunto de proteínas 
con todos los componentes necesarios para formar la sinapsis (Pigura 19-22). Centenares 
de diferentes tipos de proteínas participan en esta compleja estructura. Mutaciones en pro- 
teínas sinápticas de armazón modifican el tamaño y la estructura de las sinapsis y pueden 
ocasionar graves disfunciones en el sistema nervioso. Entre Otras cosas, tales mutaciones 
pueden dañar el mecanismo molecular implicado en el aprendizaje y la memoria, los cuales 
dependen de la capacidad que tiene la actividad eléctrica para plasmar una señal prolonga- 
da en forma de alteraciones en la arquitectura sináptica. 

Las proteínas de armazón, junto con sus proteínas asociadas, participan en la organiza- 
ción de otras estructuras y funciones además de la sinapsis y de la señalización sináptica. La 
proteína Discs-large (Dig) en Drosophila constituye un buen ejemplo (véase Figura 19-21). 
La proteína Dig es necesaria para la construcción de una sinapsis normal pero junto a un 
grupo de otras proteínas relacionadas a las proteínas de armazón también desermpeña un 
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Figura 19-21 Una proteína de armazón. 

En este diagrarna se muestra la organización 
de los dominios de Diga, un homólogo en 
mamiferos de la proteína Discs-large de 
Drosophila, con algunos de sus patrones 

de unión. Dig4 se localiza debajo de la 
membrana postsináptica en la sinapsis 

y recibe también el nombre de proteína de 
densidad postsináptica 25 o P$D95. Con sus 
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la PSD95 puede enlazar diferentes 
componentes de la sinapsis. Una molécula 
de Dig4 puede unirse a otra igual o a 
moléculas de armazón de distinto tipo, 
generando así una extensa red que mantiene 
unidos a todos los componentes de la 
sinapsis, Las proteinas de armazón también 
desermpeñan papeles importantes en otras 
uniones celulares. 
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papel esencial en casi todos los aspectos de la organización de los epitelios, incluida la for- 
mación de las uniones oclusivas entre las células, el control de la polaridad celular e incluso 
el control de la proliferación celular. Todos estos procesos dependen de la misma maquina- 
ria, no sólo en moscas sino también en vertebrados. 


Resumen 


Tanto en los epitelios corno en otros tipos de tejido, las células se unen de forma directa entre sí a ra- 
vés de fuertes adhesiones célula-célula mediadas por proteínas transmembrana que están ancladas 
intracelularmente al citoesqueleto. En las uniones adherentes, el anclaje se produce en los filamen- 
tos de actina, mientras que en los desmosomas, se prodice en los filamentos intermedios. En ambas 
estructuras y en otras muchas uniones invercelulares menos intensas, las proteínas transmernbrana 


de adhesión pertenecen a la superfamilia de las cadherinas:Porlo generalestas proteínas seunena--- 


otras de manera homofílica: la cabeza de una molécula de cadherina se une a la cabeza de otra 
cadherina similar de tina célula adyacente. Esta especificidad permite que las poblaciones de célta- 
las de diferentes tipos se dispongan de acuerdo a las cadherinas específicas que expresan, lo que ayuda 
acontrolar la reorganización de las células durante el desarrollo, cuando diferentes tipos de cadhe- 
rinas presenten patrones de expresión complejos y cambiantes. Cambios en la expresión de las 
cadherinas pueden someter a las céludas a transiciones entre un estado epitelial cohesivo y 14n estado 
mesenquimático de células libres, un fenómeno importante en el tratamiento del cáncer y en el 


ononario. 
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Figura 19-22 Organización de la sinapsis. 
(A) Electromicrografía y (B) su esquerna 
correspondiente de la sección transversal de 
dos terminaciones nerviosas estableciendo 
sinapsis en una dendrita de cerebro de 
mamífero. Se observan las vesículas 
sinápticas en ambos terminales sinápticos 

y el material teñido de oscuro asociado con 
las membranas presinápticas y 
postsinápticas. (C) Esquema de varios 
componentes sinápticos unidos a estas 
regiones. Las moléculas de adhesión celular, 
incluyendo las cadherinas, las neroliginas y 
las neurexinas, mantienen las membranas 
presinápticas y postsinápticas unidas. Las 
proteínas de armazón ayudan a formar un 
entramado (correspondiente al material 
oscuro de la Figura A) que une las moléculas 
de adhesión por su cola intracelular a los 
componentes de la maquinaria de 
señalización sináptica, tales como los canales 
iónicos y los receptores de transmisores. La 
estructura de este complejo y gran 
entramado multiproteico no se conoce en 
detalle. Esta estructura incluye regiones de 
anclaje para cientos de cormponentes 
adicionales (no representadas) como las 
maléculas del citoesqueleto 
y varias quinasas y fosfatasas reguladoras. 
(A, por cortesía de Cedric Raine.) 
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Las cadherinas “clásicas” están unidas al citoesqueleto a través de proteínas intracelulares 
llamadas cateninas, las cuales forman tan complejo de anclaje en el dominio intracelular de la molé- 
cula cadherina y están implicadas no sólo en el anclaje físico sino también en la formación de señales 
intracelulares. A la inversa, las señales intracelulares pueden regular la formación de adhesiones 
mediadas por cadherinas. La f-catenina, por ejemplo, zambién es 1n componente clave en la vía de 
señalización celular de Wnz. A 

Además de las cadherinas, al menos otras tres clases de moléculas transmembrana también 

son importantes mediadoras de la adhesión intercelular: las selectínas, los miembros de la super- 
familia de las inmunoglobulinas (19 y las integrinas. Las selectinas se expresan en leucocitos, pla- 
quetas y células endoteliales y se unen de forma heterofílica a grupos glucídicos de la superficie 
celular, atrapando a los leucocitos circulantes en los lugares de inflamación. Las lg también partici- 
pan en esta captura, así como en muchos otros procesos de adhesión; algunas de ellas se unen de 
forma homofílica y otras de forma heterofílica. Las integrinas actúan principalmente fijando las cé- 
lulas a la matriz extracelular, pero también pueden mediar las adhesiones intercelulares mediante 
su unión a proteínas de tipo Ig. 

Diferentes Ig, las cadherinas y otras moléculas de adhesión intercehular intervienen en la for- 
mación de las conexiones neuronales y mantienen unidas las membranas en las sinapsis. En estas 
estructuras complejas, así como en otros tipos de uniones intercelulares, las proteínas intracelulares 
de armazón, que contienen varios dominios PDZ de unión a proteínas, desempeñan un papel im- 
portante en el mantenimiento de la disposición correcta de las diferentes moléculas de adhesión y se- 
ñalización. 


UNIONES ESTRECHAS Y ORGANIZACIÓN 
DE LOS EPITELIOS 


Podría parecer que las láminas epiteliales, con sus células unidas entre sí lateralmente y si- 
tuadas sobre una lámina basal, son estructuras muy especializadas. Sin embargo, constitu- 
yen una parte importante de los animales pluricelulares. Tanto es así que más del 60% de los 
tipos celulares del cuerpo de los vertebrados son epiteliales. Del mismo modo que una 
membrana celular se invagina para dividir una célula eucariota en dos, los epitelios se inva- 
ginan y parten el cuerpo de un vertebrado, revistiendo las superficies y cavidades y generando 
compartimientos internos en los que tienen lugar procesos específicos. Por lo tanto, el re- 
vestimiento epitelial sería uno de los caracteres más ancestrales en la evolución de los ani- 
males, el cual se diversificaría de diferentes maneras (corno se explicará en el Capítulo 23), 
pero que en la mayoría de epitelijos mantendría una organización basada en un conjunto de 
mecanismos moleculares conservados. 

Esencialmente todos los epitelios están anclados a otros tejidos, por la cara basal, y son 
libres por la cara opuesta, la cara apical. La lámina basal está localizada en la interfase entre 
el epitelio y el tejido adyacente mediando esta unión, mientras que la cara superficial del 
epitelio generalmente está bañada por un fluido extracelular (aunque.a veces esta cara está 
cubierta por un material que secretan las mismas células epiteliales por su cara apical). Por 
lo tanto, se considera que todos los epitelios son estructuras polarizadas, igual que sus propias 
células: la cara basal de la célula está unida por debajo a la lámina basal, mientras que la ca- 
ra apical está expuesta por encima a un medio extracelular, 

De forma correspondiente, todos los epitelios tienen como mínimo una importante 
función en común: constituir barreras de permeabilidad selectiva que separan fluidos de di- 
ferente composición química. Esta función de barrera reguiere que las células adyacentes 
estén unidas mediante uniones oclusivas con el Ein de que las moléculas no puedan filtrar- 
se linremente a través de la lámina epitehial. En esta sección, veremos cómo se forman las 
uniones ochusivas y cómo se mantiene la arquitectura polarizada del epitelio, dos aspectos 
fundamentales y ligados entre sí, ya que son las uniones las que lenen un papel crucial en la 
organización y mantenimiento de la polaridad de las células en la lámina epitelial. 


«Las uniones estrechas sellan las células entre sí y forman 
una barrera entre los dominios de membrana 


Las uniones oclusivas de los epitelios de los vertebrados se denominan uniones estrechas. 
En el epitelio del intestino delgado encontramos un buen ejemplo de su estructura y de su 
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función (véase Figura 19--3). Este epitelio tiene una esuuctura columnar simple, es decir, una 
capa única de células altas o cohamnares. Estas células son de diferentes tipos aunque la ma- 
yoría de ellas corresponden a células absorbentes especializadas en la captación de nutrien- 
tes desde la luz intestinal o lumen. 

Las células absorbentes transportan, de manera selectiva, nutrientes a través del epitelio, 
desde la luz intestinal hacia el líquido extracelular que baña el tejido conjuntivo subyacente. 
Desde aquí, estos nutrientes difunden hacia los capilares sanguíneos que los distribuirán al 
organismo. Este transporte transcelular depende de dos grupos de proteínas transportado- 
ras localizadas en la membrana plasmática. Uno de ellos se encuentra en la superficie apical 
de la célula epitelial (a región membranosa que está en contacto con la luz intestinal) y 
transporta de forma activa y selecuva determinadas moléculas desde la luz del intestino has- 
ta el interior de la célula. El otro grupo de proteínas está situado en la superficie basolateral 
(basal y lateral) y permite que estas mismas moléculas abandonen la célula mediante difu- 
sión facilitada hacia el líquido extracelular situado en la otra cara del epitelio. Para que esta 
actividad de transporte sea efectiva, los espacios situados entre las células epiteliales tienen 
que estar sellados herméticamente, de forma que las moléculas transportadas no puedan 
difundir de forma pasiva a la luz intestinal a través de estos espacios (Figura 19-23). Además, 
las proteínas que forman estas bombas y canales tienen que estar distribuidas de forma co- 
rrecta en las membranas celulares, En efecto, el grupo de proteínas apicales de transporte 
activo tiene que situarse en la cara más apical (tal como se trató en el Capítulo 13), evitando 
que migren a la superficie basolateral, mientras que las proteínas que forman canales 
tienen que situarse exclusivamente en la superficie basolateral. Las uniones estrechas fun- 
cionan como “barreras” que separan dominios de membrana de cada célula impidiendo que 
las proteínas (y los lípidos) de la membrana apical difundan a la región basal y viceversa 
(véase Figura 19-23). 

La función selladora de las uniones estrechas es fácil de demostrar de modo experimen- 
tal: cuando se inyecta un marcador de bajo peso molecular en una de las caras del epitelio, el 
marcador no atravesará las uniones estrechas (Figura 19-24). Sin embargo, este sellado no es 
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Figura 19-23 Papel de las uniones estrechas 
en el transporte transcelutar. En las células 
epiteliales del intestino delgado, las proteínas 
transportadoras se hallan confinadas en 
diferentes regiones de la imernnbrana 
plasmática. Esta segregación permite una 
transferencia vectorial de nutrientes desde 

la huz intestinal hasta la sangre a través del 
epitelio. En el ejemplo que se muestra, 

el transporte activo de glucosa hacia el 
interior de la célula se realiza mediante un 
mecanismo de simporte impulsado por Na*, 
situado en la membrana apical, teniendo 
lugar posteriormente la difusión de la 
glucosa hacia el espacio extracelular por 

un mecanismo de difusión facilitada mediado 
por transportadores localizados en la 
mernbrana basolateral, Se supone que las 
uniones estrechas confinan las proteínas de 
transporte en sus dominios de membrana 
apropiados y actuan como barreras en el 
seno de la bicapa lípidica de la membrana 
plasmática. Estas uffiones también bloquean 
la difusión de glucosa desde la cara basal 

del epirelio hacía la luz imestnal, 
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en absoluto universal. En efecto, aunque todas las uniones estrechas son impermeables al 
paso de macrornoléculas, cuando consideramos moléculas de pequeño tamaño, su permea- 
bilidad varía mucho entre diversos epitelios. Por ejemplo, las uniones estrechas que se en- 
cuentran en el epitelio que tapiza el intestino delgado son 10.000 veces más permeables a 
iones inorgánicos, tales como el Na?, que las que tapizan la vejiga urinaria. Estas diferencias 
son el reflejo de la existencia de distintas proteínas formadoras de uniones estrechas. 

Las células epiteliales pueden modificar transitoriarnente sus uniones estrechas permi- 
tiendo un aumento del Aujo de solutos y de agua a través de la barrera que forman las unio- 
nes oclusivas. Este transporte paracelular es sobre todo importante en la absorción de 
aminoácidos y monosacáridos desde la luz intestinal, donde su concentración tras la inges- 
ta puede incrementarse lo suficiente como para impulsar su transporte pasivo en el sentido 
adecuado. 

Cuando las uniones estrechas son procesadas por criofractura y observadas mediante el 
microscopio electrónico, parece que están compuestas por una red de cordones selladores 
que rodea por completo la zona apical de cada célula epitelial (Figura 19-254 y B). Mediante 
microscopía electrónica de transmisión convencional se observa que esos cordones sella- 
dores se localizan en los lugares en los que se produce la aposición entre las dos hemimer- 
branas externas de células adyacentes (Figura 19-25). Cada cordón sellador de la unión 
estrecha se compone de una hilera de proteínas transmembrana de adhesión, situadas en 
cada una de las dos membranas plasmáticas que interaccionan. Los dominios extracelulares 
de estas proteínas interaccionan entre sí de forrna directa y se produce la oclusión del espa- 
cio intercelular (Figura 19-26). 

Las principales proteinas transmembrana presentes en estos cordones son las claudi- 
nas, las cuales son esenciales para la formación y función de estas umiones estrechas. Por 
ejemplo, los ratones mutantes para el gen claudina-1 no forman uniones estrechas entre 
las cébulas epiteliales de la piel, por lo que cuando nacen pierden rápidamente agua por 
evaporación a través de la piel y mueren alos pocos días. Por el contrario, si se provoca que 
células no epiteliales como los Sbroblastos expresen genes de claudina, formarán uniones 
estrechas entre ellas. Las uniones estrechas normales también presentan un segundo tipo 
de proteínas transmenbrana denominada ochudina, cuya función todavía es incierta y no 
parece ser tan esencial como las claudinas. Es necesaria una tercera proteína transmemn- 
brana, la tricelulina (relacionada con la ocludina) para sellar las mernnbranas celulares 
entre sí y prevenir el trasvase transepitelial en aquellos puntos en los que se encuentran 
tres células. 


La familia de las claudinas está formada por varios miembros (24 en humanos) que se” 


expresan en diferentes combinaciones en las células epiteliales confiriendo propiedades de 
permeabilidad específicas en la cara epitelial, Parece que forman poros paracelulares, esto 
es, canales selectivos que permiten el paso de iones a través de las barreras de uniones es- 
trechas desde un espacio extracelular a otro. Se ha observado, por ejemplo, que una claudi- 
na específica de células epiteliales de riñón es necesaria para permitir el paso de Mg** entre 
las células del epitelio de forma que este cañón se 


bido desde la orina a la sangre. 


Una mutación que afecte al gen que codifica esta clanmdioa provocarániaca pérdida excesi- 
va de Mg porla orina. 


Figura 19-24 Las uniones estrechas 
permiten a los epitelios actuar como 
barreras en la difusión de solutos. 

(4) Esquema que muestra cósno una 
pequeña molécula trazadora extracelular 
depositada en una de las caras de un epitelio 
no puede pasar a través de las uniones 
estrechas que sellan las células adyacentes. 
(B) Imágenes de microscopía electrónica 
correspondientes a células epiteliales en las 
que se ha depositado en el exterior de la 
célula, ya sea en la cara apical (a la izquierda) 
oen la cara basolateral (ala derecha), ana 
pequeña molécula trazadora electrodensa; 
en ambos casos el trazador es detenido por la 
unión estrecha. (B, cortesía de Daniel Friend.) 
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Figura 19-25 Estructura de Una unión estrecha localizada entre las células epiteliales del intestino delgado. Las uniones estrechas se muestran 
esquematizadas en (A) y observadas mediante criofractura en (B) o mediante microscopía electrónica de transmisión en (C). Debe tenerse en cuenta que 

las células están dispuestas de manera que la región apical está orientada hacia la parte inferior. En (8), el plano de la eleciromicrografía es parelelo al plano 
de la membrana y la unión estrecha aparece como una banda de cordones selladores anastomosados rodeando cada célula epitelial. Los corjones selladores 
se observan como crestas formadas por partículas intramembrana, situadas en la cara citoplasmática de la fractura (cara P) o sus depresiones 
complementarias en la cara externa de la fractura (cara E) (véase la Figura 19-264). En (C), las uniones se observan como series de conexiones focales entre 
las hemimembranas externas de las dos membranas plasmáticas que interactúan; cada conexión corresponde a un cordón sellador observado en sección 
transversal. (B y C, de MB. Gilula, en Cel Communication [R.P. Cox, ed,], pp. 1-29, New York: Wiley, 1974.) 
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Figura 19-26 Modelo de unión estrecha. (A) El esquema 
. muestra cómo los cordones selladores mantienen unidas 
-— hemimembrana las mesnbranas plasmáticas adyacentes. Estos cordones 
citoplasmática están constituidos por protelnas transmermbrana, las cuales 
t establecen contacto a través del espacio intercelular, dando 
célula ¿N y ¿e lud lugar a su sellado. (8) Composición molecular de un cordón 


sellador, Las dlaudinas son los principales componentes 


uncionales; la función de las ocludinas acierta. 
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Figura 12-27 Complejo de unión entre 
células epiteliales en el revestimiento del 
intestino delgado. En la región más apical 
se encuentra una unión estrecha, por debajo 
2 actina en microvilli una unión adherente y, más abajo, una unión 
desmosomal. Este ejemplo corresponde 

aun vertebrado; los insectos presentan 

una disposición diferente. (Por cortesía 

de Daniel $. Friend.) 
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Las proteínas de armazón de los complejos de unión desempeñan 
un papel importante en el control de la proliferación celular 


Las claudinas y las ocludinas tienen que mantenerse en la posición correcta dentro de la célu- 
la con el fin de formar los cordones selladores de la red de uniones estrechas. Por lo general 
esta red se sirúa justo por encima de las uniones adherentes y de los desmosomas, los cuales 
unen las células mecánicamente; el conjunto de estas estructuras se denomina complejo de 
unión (Figura 19-27). Los componentes de este complejo de unión dependen unos de los 
otros para su formación, Por ejemplo, anticuerpos contra cadherina bloquean tanto la for- 
mación de uniones adherentes como de uniones estrechas. El posicionamiento y la organi- 
zación de las uniones estrechas en relación con estas otras estructuras que forman el 
complejo de unión podría depender de proteinas intracelulares de agregación pertenecien- 
tes a la familia de las proteínas de unión estrecha Tip (tight junction proteins), también de- 
nominadas proteínas ZO (las uniones estrechas también reciben el nombre de zona oclusiva 
o zonula occludens). Las proteínas Tip de los vertebrados pertenecen a la misma familia que 
las proteínas Discs-large, mencionadas anteriormente cuando se trató la sinapsis, y forman 
uniones de anclaje entre los cordones selladores de las uniones estrechas y OUOS compo- 
nentes tales corno el citoesqueleto de actina. 

En invertebrados tales corno los insectos y los moluscos, las uniones oclusivas tienen una 
morfología diferente y se denominan uniones septadas. Del mismo modo que las uniones es- 
trechas, estas uniones forman una banda continua alrededor de cada una de las células epite- 
liales, pero la estructura es más regular y las membranas plasmáticas que interaccionan están 
unidas por proteínas dispuestas en hileras paralelas espaciadas regularmente (Figura 19-28). 


En 


Figura 19-28 Unión septada. Imagen 
obtenida mediante microscopía electrónica 
de transmisión de una unión septada 
localizada entre dos células epiteliales 

de un molusco, Mediante una sección 
transversal se puede observar que las 
membranas plasmáticas están conectadas 
por hileras paralelas de proteínas de unión, 
Estas hileras, que muestran una cierta 
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Las uniones septadas están basadas en proteínas homólogas a las claudinas de los vertebrados 
y también dependen de proteínas de armazón, incluidas las proteínas Discs-large, que tam- 
bién están presentes en las sinapsis. Moscas mutantes que no expresan Discs-large presentan 
uniones septadas deficientes. 

Sorprendentermente, estos mutantes también desarrollan tumores epiteliales causados 
por un crecimiento excesivo de los discos marginales, estructuras larvarias de las que deriva 
la mayor parte del cuerpo de la mosca adulta (como se describe en el Capítulo 22). El gen 
recibe su nombre de este efecto, que depende de la presencia de regiones de unión para 
reguladores de crecimiento en la proteína Discs-large. Pero ¿cómo puede estar ligado este 
aparato de unión intercelular al control de la proliferación celular? Esta relación parece 
ser fundamental: como en los vertebrados, los genes homólogos a Discs-large tienen ambas 
funciones. Una posibilidad es que este hecho refleje un mecanismo básico de reparación y 
mantenimiento del epitelio. Si una célula epitelial es privada de contactos de adhesión con 
otras células adyacentes, su programa de crecimiento y proliferación se activa generando nue- 
vas células que reconstruyen una lámina pluricelular continua. De hecho, diferentes eviden- 
cias indican que los cornplejos de unión son regiones importantes que intervienen en la 
señalización intercelular mediada por Discs-large o por otros componentes de este comple- 
jo, como es el caso de las cadherinas. 


Las uniones intercelulares y la lámina basal gobiernan 
la polaridad apicobasal en los epitelios 


La mayoría de células de los tejidos animales presentan una clara polarización, con regiones 
anterior y posterior, o superior e inferior, bien diferenciadas. Encontramos ejemplos de esta 
polaridad celular en casi todas las células epiteliales, en neuronas con polaridad dendrita- 
axón, en fibroblastos que migran y en leucocitos (con una región motora anterior y una re- 
gión posterior que es arrastrada), así como en células embrionarias cuando se preparan para 
dividirse asimétricamente dando lugar a células hijas diferentes. En todos estos casos, exis- 
te un conjunto de componentes que se encarga de proporcionar esta polaridad, desde Jos 
gusanos y las moscas hasta los mamiferos. 

En el caso de las células epiteliales, los generadores de polaridad tienen que establecer 
las diferencias entre los polos apical y basal, y tienen que hacerlo de una manera orientada 
en concordancia con las células próximas. El fenómeno básico que acontece se puede ob- 
servar en una línea celular epitelial en cultivo: las células MDCK (Figura 19-294). Estas cé- 
lulas pueden ser disgregadas y cultivadas en suspensión en una matriz de colágena. Una 
única célula aislada en estas circunstancias no muestra polaridad aparente, pero puede di- 
vidirse formando una pequeña colonia de células que se organizarán formando una vesícu- 
la epitelial con una luz central donde se hace aparente la polaridad de cada célula. Estas 
vesículas se envolverán de una lámina basal y todas las células se orientarán del mismo mo- 
do, con moléculas específicas revistiendo la luz. Como es evidente, las células MDKC tienen 
una tendencia espontánea a polarizarse, pero este mecanismo es cooperativo y depende de 
los contactos con las células advacenites. 
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Figura 19-29 Polarización cooperativa de 
grupos de células epiteliales en cultivo y su 
dependencia de Rac y de laminina. Cuando 
células de la línea MOCK, las cuales derivan 
de epitelio renal de perro, son aisladas 

y envueltas en una matriz de colágena 
dejando intacta su capacidad proliferativa, 
forman pequeñas colonias aisladas, tal como 
se muestra en este esquema de una sección 
transversal, (A) Las células de esta colonia se 
organizan espontáneamente en un epitelio 
que envuelve una luz central. Si se tiñen la 
actina (que marca los microvilli apicales), 

la proteína ZO1 (una proteína de unión 
estecha), el complejo de Goigi y la laminina 
lun componente de la lámina basal), se 
demuestra que las células cooperan 
consiguiendo la polarización, de manera que 
los componentes apicales están en coritacto 
con la luz interna y los cornponentes basales 
en contacto con el gel de colágena que 
envuelve la colonia. (B) Cuando se bloquea 
la función de Rac mediante la expresión de 
un dominante negativo de la proteína, las 
células presentan una polaridad invertida, 
neo forman los típicos cestos con la cavidad 
central y dejan de depositar laminina de 
forma correcta alrededor del conjunto de 
células. (0) Cuando la colonia es embebida 
en una matriz rica en leminina exógena, 5 se 
restablece casi g 
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Para descubrir cómo funciona este mecanismo molecular, el primer paso consiste en (A) CÉLULA NO POLARIZADA 
identificar sus componentes. Estudios en el gusano C. elegans y en Drosophila proporcionan 
información sobre estos componentes. En el gusano, gracias a una batería de mutaciones 
que alteran la organización celular en los embriones se ha descrito un conjunto de genes 
esenciales para la formación de la polaridad celular y la asimetría de la división celular (co- 
mo se describe en el Capítulo 22). Existen al menos seis de estos genes, los llamados genes 
Par (producen defectos en la partición) que, en todas las especies estudiadas y junto a sus genes 
homólogos (otros genes en Drosophila y en vertebrados), tienen un papel importante no só- 
lo en la división celular asimétrica en embriones sino también en otros procesos de polarl- 
zación celular como los que ocurren en células epiteliales. Por ejemplo, el gen Pars en 
C. elegans es homólogo al gen Lkb1 en mamiferos y en Drosophila, y codifica una serina/tre- 
onina quinasa. En moscas, las mutaciones en este gen impiden la polaridad del huevo y de 
las células epiteliales. En humanos estas mutaciones provocan el síndrome Peutz-Jeghers, 
caracterizado por crecimientos anómalos y desorganizados del revestimiento del intestino y 
predisposición a ciertos tipos de cáncer. La privación de la expresión de LKB1 en células epi- 
teliales cultivadas de colon humano produce un error en el proceso de polarización. Más 
aún, cuando estas células cultivadas son inducidas a expresar artificialmente grandes nive- 
les de LKB1, pueden polarizarse de forma individual, incluso en condiciones aisladas del res- 
to de células y rodeadas de un medio uniforme (Figura 19-39). Este resultado sugiere que la 
polaridad epitelial normal depende de dos mecanismos: uno que dota a las células indivi- 
duales de polarización autónoma; otro que orienta sus ejes de polaridad en relación a su en- 
torno y a la lámina basal. Este último mecanismo podría ser mucho más general y actuar en 
otros tipos de células polarizadas. 

Las moléculas necesarias para los procesos de polaridad epitelial se pueden clasificar eu 
relación a estos dos rmecanismos. Si nos centramos en la polaridad de células individuales Figura 19-30 Desarrollo de la polaridad en 
animales, se han descrito tres proteínas asociadas a membrana: Par3, Part y la proteína qui- una célula epitelial aos transfectaron 

O da z y y A y células de una línea que deriva del epitelio, 
nasa C atípica (aPXC: arypical protein kinase C). Pax3 y Par6 son proteínas de armazón con 


NE a ñ % con construcciones de DNA que codifican 
dominios PDZ y se unen entre sí y a aPKC. El complejo formado por estos tres componentes componentes reguladores a través de los 


A ás 


LKB1 inactiva 


(8) CÉLULA POLARIZADA 


microvilli repletos de actina. 
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Po eo 


también dispone de regiones de unión a otros tipos de moléculas como son las pequeñas cuales se puede controlar la actividad de la 
GTPasas Rec y Cdc42, las cuales desempeñan un papel crucial en este proceso. Así, por proteina LKB1 si se cambia la composición 
ejemplo, cuando se bloquea la función de Rac en un conjunto de células MDCK, se desarro- del medio de cultivo. Cuando la actividad 
Ban con una polaridad invertida (véase Figura 19-29B). Rae y Cdc42 son piezas clave en la de LKB1 es baja, las células no presentan 


polarización; en cambio, cuando es alta, 

las células se polarizan. Su polarización 

se manifiesta en la distribución de proteínas 
de uniones estrechas (201) y de uniones 


formación de filamentos de actina, tal como se describe en el Capítulo 18 y parece que es 
mediante estas piezas que la incorporación del complejo Par3-Par6-aPKC en una región es- 
pecífica de la corteza celular está relacionada con la polarización del cioesqueleto a lo largo 


de esa región. adherentes (p120-catenina), ya que se 

El proceso de reclutamiento de este complejo es evidentemente cooperativo e intervie- acumulan en una cara de la célula, alrededor 
nen otro tipo de señales positivas y espaciales. Un pequeño grupo inicial de estos cormpo- de microvilli lenos de actina, incluso cuando. 
nentes es capaz de reclutar en esa región otros grupos del mismo tipo y, a su vez, inhibir el las células se mantienen aisladas y no 


establecen contactos con otras, Esta 
polarización autónoma sucede incluso 
cuando las células se cultivan en suspensión, 
sin contacto con ningún sustrato que les guíe 


agrupamiento de los mismos componentes en otras regiones de la célula. Una de las fuentes 
de estas señales positivas puede encontrarse en el comportamiento de Cdc42 y de Rac: una 
gran actividad de estas moléculas en una región específica que, mediante la organización 


del citoesqueleto, podría dirigir el transporte intracelular para reclutar en el mismo lugar en estos procesos. (De A.F. Baas et al,, 
más Cdc42, Rac, u otros de sus activadores. Parece que ésta es una parte esencial en los me- Cell 116:357-466, 2004. Con la autorización 
canismos de polarización en células de levadura, y podría ser el mecanismo por el cual, por de Elsevier.) 


ejemplo, los fibroblastos en migración establecen las diferencias entre la zona locomotora 
anterior y el resto de su periferia. Por lo tanto, este mecanismo podría ser el núcleo de la po- 
larización celular en eucariotas, al menos en términos de evolución. 
Parece que el complejo Par3-Parb-aPXC, combinado con Cdc42 o Ras, podría controlar 
la organización de otras proteínas asociadas ala cara interna de la membrana plasmática. En 
particular, en células epiteliales, esta combinación formaría el complejo Crumbs, que se 
mantiene unido gracias alas proteínas de agregación de dominio PIZ Discs-Jost y Stardust, 
“localizadas enla región apical de la célula, mientras que un tercer complejo; denominado “TT IT TT TT ate 
complejo Scribble, se mantiene unido por las proteínas de agregación Seribble y Discs-large 
y está localizado en zonas más basales (Figura 19-31). Estos tres complejos de proteínas in- 
teraccionan entre sí y con otros componentes celulares rediante mecanismos que todavía - 
se desconocen. 
Pero ¿de qué forma se orienta correctamente todo este sistema tan elaborado en re- 
lación a las células de los alrededores? En un epitelio, el complejo Par3-Par6-aPKC se une e 
a las adhesiones imtercelulares (uniones estrechas en vertebrados y uniones adherentes en meo k a 
Drosophila) gracias a que las proteínas de agregación del complejo se unen a las colas de al- 
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gunas proteínas transmembrana de adhesión de esas uniones. Mientras, el citoesqueleto, 
bajo la influencia de Rac o de sus moléculas asociadas, dirige el reparto de los componentes 
de la lámina basal a la región opuesta de la célula. Estas moléculas de matriz extracelular 
resporiden confiriendo a esa región un carácter basal (véase Figura 19-29C). De este modo, 
la polaridad de la célula está asociada con su orientación en la lámina epitelial y con su rela- 
ción con la lámina basal. 


Un sistema de señalización distinto controla 
la polaridad celular planar 


La polaridad apicobasal es una característica universal enlos epitelios, pero las células de al- 
gunos epitelios muestran una polaridad adicional perpendicular a este eje apico basal; es 
como si tuvieran una Hecha colocada en ellos apuntando a un sentido específico en el plano 
del epitelio. Este tipo de polaridad se denomina polaridad celular planar (Figura 19-324 
y B). En el ala de las moscas, por ejemplo, cada célula epitelial presenta una pequeña pro- 
yección asimétrica en forma de pelo en la superficie, llamada queta, que apunta hacia la 
punta del aja. De modo similar, en el oído interno de algunos vertebrados cada célula meca- 
nosensorial presenta un haz de estereocilios (protuberancias en forma de bastón rellenas de 
actina) sobresaliendo de su superficie apical. En estas células, la inclinación de los estereo- 
cilios en un sentido provoca la apertura de canales de iones y la subyacente estimulación 
eléctrica de la célula, mientras que la inclinación en sentido contrario produce el efecto 
opuesto. Para que el oído funcione estas células tienen que estar orientadas de forma co- 
rrecta. La polaridad celular planar es importante también en el tracto respiratorio, donde 
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Figura 19-31 La organización coordinada 
de tres complejos de proteínas asociadas a 
merbrana parece ser crítica en la polaridad 
epitelial A la izquierda, se muestra un 
esquema de una célula epitelial de 
Drosophila y a la derecha el de una célula 
epitelial de vertebrado. Los tres complejos 
los complejos Par3-Paró-aPkc, Crumbs 

y Scribble- están organizados alrededor 

de proteínas de agregación que contienen 
dorninios PDZ. La distribución detallada 

de los complejos varía según el tipo celular. 


Figura 19-32 Polaridad celular planar. 

(A) Quetas en el ala de una mosca. Cada 
célula del epitelio del ala forma una de estas 
pequeñas protuberancias o “quetas” en su 
parte apical, y todos los pelos se dirigen 

en el mismo sentido, hacia fa punta del 

ala, reflejando una polaridad planar 

en la estructura de cada céluta. (B) Células 
sensoriales del oido interno de ratón con 
polaridad celular planar, manifestada por 

el patrón orientado de los estereocilios 
(protuberancias llenas de actina) en su 
superficie. La detección del sonido depende 
de una correcta y coordinada orientación de 
estas células sensoriales. (C) Una mtitación 
del gen Flarningo, que codifica una cadherina 
no diásica en Drosophila, interrumpe el 
patrón de la polaridad celular planar en 

el ala. (D) Una mutación en un homólogo 

a Flamingo en ratón orienta de manera 
aleatoria el vector de la polaridad celular 
planar en las células sensoriales del oido, 
Estos animales padecen defectos auditivos. 
(A y €, de 1, Chae et al, Development 
126:5423-5429, 1999, Con la autorización de 
The company of Biologists; B y D, de JA, 
Curtin et al,, Curr. Biol, 13:1129-1133, 2003, 
Con la autorización de Elsevier.) 
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cada célula ciliada tiene que orientar el movimiento de sus cilios para canducir la mucosidad 
fuera de los pulmones y no dentro de ellos (véase Capítulo 23). 

Una serie de mutantes con quetas desordenadas en Drosophila han permitido identificar 
un conjunto de genes cruciales para la polaridad celular planar en moscas. Algunos de ellos, 
corno los genes Frizzled (rizado) y Dishevelled (despeinado), codifican proteínas que ya fue- 
ron descritas como componentes de la vía de señalización Wnt (tratada en el Capítulo 15). 
Otros dos genes, el Flamingo (véase Figura 19-320) y el Dachsous, codifican miembros de la 
superfemilia de las cadherinas. Otros son más difíciles de clasificar desde un punto de vista 
funcional pero está claro que su maquinaria organiza la polaridad celular planar y que están 
localizados en uniones intercelulares permitiendo que la polarización pueda propagarse de 
una célula a otra. Esencialmente, este mismo sistema es el que controla la polaridad celular 
planar en vertebrados. Así, por ejemplo, ratones que presentan mutaciones en un homólo- 
go de Flamingo presentan los pelos celulares del oído interno desorganizados por completo 
(entre otros defectos) y padecen sordera (véase Figura 19-32D). 


Resumen 


Las uniones oclusivas —untones estrechas en vertebrados y uniones sepiadas en insectos y moltiscos— 
sellan los espacios intercelulares de los epitelios generando una barrera que impide la difusión de 
moléculas a través de la lámina epitelial. Estas uniones también suponen tn obstáculo para la di- 
fusión de proteínas a lo largo de la membrana y ayudan a mantener la diferencia entre la población 
de proteínas del dominio apical y la del dominio basolateral de la membrana en células epiteliales. 
Las principales proteínas que forman las uniones ochusivas son las cladinas. Diferentes miembros 
de la familia de las claudinas se expresan en distintos tejidos confiriendo diferentes propiedades de 
permeabilidad en cada uno de las láminas epiteliales. 

Las proteínas intracelulares de armazón se adhieren a componentes transmembrana en las 
uniones oclusivas coordindándolas con uniones de anclaje basadas en claudinas y formando com- 
plejos de unión. Las proteínas de armazón ejercen al menos dos funciones adicionales importantes: 
participan en el control de la proliferación celular y, en conjunción con otras moléculas reguladoras 
como Rac y Cdc42, organizan la polaridad celular. Las células epiteliales tienen una tendencia 
intrínseca a desarrollar una polarización apicobasal. La orientación de este eje de polarización en 
relación al de las células adyacentes de la misma lámina epitelial depende tanto de los complejos de 
proteínas de agregación situados en las uniones intercelulares como de la polarización citoesquelé- 
tica controlada por RaciCdca2 y de influencias de la lámina basal. 

Las células de algunos epitelios presentan una polaridad adicional en el plano del epitelio en dis- 
posición perpendicular a los ejes apicobasales. Otro conjunto de proteínas conservadas filogenética- 
mente actúan de manera similar en vertebrados e insectos gobernando esta polaridad celular planar 
a través de mecanismos todavía poco conocidos pero que están basados en las uniones intercelulares, 


CANALES INTERCELULARES: UNIONES DE TIPO GAP 
Y PLASMODESMOS 


Las uniones estrechas bloguean la difusión entre los espacios intercelulares y evitan el paso 
de moléculas de una cara del epitelio a la otra. Otro tipo de unión ejerce una función 
radicalmente distinta: construye canales entre células adyacentes generando un transporte 
directo desde el citoplasma de una célula al de otra célula. Estos canales pueden ser de dis- 
tintas formas en los tejidos animales donde reciben el nombre de uniones de tipo gap- y en 
vegetales denominados plasmodesmos. Sin embargo, en ambos casos su función es similar: 
Permitir el intercambio de pequeñas moléculas (en algunos tipos de plasmodesmos pueden 
permitir el paso de macromoléculas) entre células adyacentes. Algunas de las implicaciones 
de este acoplamiento intercelular son todavía desconocidas. 


Las uniones de tipo gap acoplan las células, eléctrica 
y metabólicamente 
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croscopía elecurónica de transmisión, cada unión de tipo gap se observa como un parche en 
el que las membranas de dos células adyacentes están separadas por un espacio uniforme 
de unos 2 a 4 nm de amplitud. Este espacio está constituido por proteínas formadoras de 
canales, las cuales pertenecen a dos familias distintas: las conexinas y las inexinas. Estas pro- 
teínas no presentan una secuencia parecida pero se asemejan en cuanto a forma y función. 
En vertebrados están presentes las dos proteínas pero predominan les conexinas, con 21 
miembros de esta farnilia en humanos. En Drosophila y en €. elegans sólo aparecen las ine- 
xinas, con 15 miembros de esta familia en moscas y 25 en gusanos. 

Los canales formados por las proteínas de unión de tipo gap permiten el paso directo de 
iones inorgánicos y de otras moléculas hidrosolubles de pequeño tamaño desde el citoplas- 
ma de una célula al de la célula adyacente, de manera que se forma un acoplamiento eléc- 
trico y metabólico entre ambas células. Por tanto, cuando se inyecta un colorante dentro de 
una célula, difunde directamente a la célula adyacente sin escapar al espacio extracelular. 
Del mismo modo, si se aplica una corriente eléctrica a una célula a través de un rmicroelec- 
trodo, se observa una alteración eléctrica casi instantánea en la célula adyacente debido al 
flujo de iones cargados eléctricamente a través de la unión de tipo gap. Si se insertan elec- 
trodos en ambas células, es fácil seguir el efecto y medir las propiedades eléctricas de la 
unión de tipo gap, tales como la resistencia eléctrica, y las vías por las que el acoplamiento 
cambia cuando las condiciones varían. De hecho, una de las primeras evidencias de la exis- 
tencia de las uniones de tipo gap procede de experimentos electrofisiológicos que demos- 
traron un acoplamiento eléctrico rápido y directo entre algunos tipos de neuronas. Se han 
utilizado otros métodos para identificar a las conexinas como las proteínas que median las 
uniones comunicativas de tipo gap: cuando se inyecta mRNA de conexina en oocitos de ra- 
na o en una línea celular deficiente en estas uniones, puede demostrarse, electrofisiológica- 
mente, la aparición de canales típicos de uniones de tipo gap donde las células entran en 
contacto. 

Experimentos basados en la inyección de colorantes de diferentes tamaños, sugieren que 
esos canales de conexión presentan un diámetro funcional máximo de alrededor de 1,5 nm, 
lo cual implica que las células acopladas comparten las moléculas pequeñas (iones inorgá- 
nicos, azúcares, aminoácidos, nucleótidos, vitaminas y los mediadores intracelulares AMP 
cíclico e inositol risfosfato), pero no las macromoléculas (proteínas, ácidos nucleicos y po- 
lisacáridos) (Figura 19-33). 


Un conexón de uniones de tipo gap está compuesto 
por seis subunidades transmembrana de tipo conexina 


Las conexinas son proteínas que contienen cuatro hélices transmembrana que se ensara- 
blan de seis en seis formando un hemicanal o conexón. Cuando los conexones situados en 
las merbranas plasmáticas de dos células adyacentes están alineados, forman un canal 
acuoso contnue que conecta arabos citoplasmas (Figura 19-344 y Figura 12-35). Una 
unión de tipo gap consiste en varios pares de estos conexones dispuestos en paralelo que 
forman un conjunto de coladores moleculares. Los conexones mantienen separadas las 
merabranas plesmáticas a una distancia fija; por este motivo, se denominan gap (separa- 
ción o hueco). 

Las uniones de tipo gap localizadas en los diferentes tejidos pueden tener propiedades 
diferentes, ya que están formadas por diferentes combinaciones de conexinas, dando lugar 
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Figura 19-33 Determinación del calibre 

del canal de una unión de tipo gap. Cuando 
se inyectan moléculas de diversos tamaños 
en una célula de una pareja de células 
acopladas mediante una unión de tipo gap, 
las moléculas célula de pesos inferiores a 
unos 1009 daltons pueden pasar a la célula 
adyacente, pero no las moléculas de 

mayor tamaño. 


Figura 19-34 Uniones de tipo gap. 

(A) Esquema tridimensional que muestra 
la interacción de las membranas plasmáticas 
de dos células adyacentes conectadas por 
uniones de tipo gap. Las bícapas lipídicas 
Opuestas (rojo) son atravesadas por 
complejos proteicos, denominados 
conexones (verde), cada uno de los cuales 
está formado por seis subunidades de 
conexina. Dos conexones unidos a través 
del espacio intercelular forman un canal 
acuoso continuo entre ambas células. 

(8) Organización de las conexinas en 
conexones y formación de canales. 

Los conexones pueden ser homosméricos 
o heteroméricos, mientras que los canales 
pueden ser homotípicos o heterotípicos. 
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a canales de distinta permeabilidad. La mayoría de tipos celulares expresan más de un tipo 
de conexina y dos conexinas distintas pueden unirse formando un conexón heteromérico 
con propiedades características. Además, células adyacentes que expresen diferentes cone- 
xinas pueden formar canales intercelulares enlos que cada hemicanal participante sea dife- 
rente (Figura 19-34B). 

Cada placa de unión de tipo gap es una estructura dinámica que se puede formar, des- 
hacer o remode ar con rapidez y que puede contener desde pocos hasta miles de conexones 
(véase la Figura 19-35B). La utilización de conexinas marcadas por fluorescencia en células 
vivas dernuestra que continuamente se van añadiendo nuevos conexones en la periferia de 
una placa de unión ya existente, mientras que los conexones antiguos son extraídos del me- 
dio de la placa y son destruidos (Figura 19-36). Esta renovación es rápida, ya que las molé- 
culas de conexina tienen una vida media de pocas horas. ] 

Los mecanismos de renovación de los conexones viejos del medio de la placa todavía no 
se conocen, pero la ruta de distribución de los nuevos conexones a su periferia parece clara: 
estos conexones son insertados en la membrana plasmática por exocitosis, como ocurre con 
otras proteínas integrales de membrana, y entonces difunden en el plano de la membrana 
hasta chocax con la periferia de la placa y son atrapados por ella. Este mecanismo supone 


Figura 19-36 Reciclaje de conexina en una unión de tipo gap. Las células fueron 
transfectadas con un gen de conexina ligeramente modificado, que codifica una conexina 
con un aminoácido corto rnarcado que contiene cuatro cisteínas en la secuencia Cys-Cys-X-X- 
Cys-Cys IX representa un aminoácido cualquiera). Este marcaje con tetracisteína puede unirse 
fuertemente a algunas moléculas fluorescentes que, al ser añadidas al medio de cultivo, 
pueden entrar con rapidez dentro de las células por difusión a través de la membrana 
plasmática. En el experimento que se muestra, primero se añadió un marcador fluorescente 
verde y las células fueron entonces lavadas y se incubaron durante 4 u 8 horas. 

Al cabo de este tienpo, $e añadió un marcador rojo, se lavaron otra vez las células y se fijaron. 
Las moléculas de conexina presentes desde el principio del experimento están marcadas 

de verde ty no incorporan marca roja porque su marcaje de tetracisteínas está ya saturado 

de mascador verde), mientras que las conexinas que se sintetizaron posteriormente, durante 
las 4 a 8 horas de incubadón, se tiñeron de rojo. Las imágenes de fluorescencia muestran 
secciones ópticas de uniones de tipo gap entre pares de células preparadas de este modo. 

La parte central de una pleca de unión de tipo gap es verde, por lo que está constituida de 
moléculas viejas de conexina, mientras que la periferia es roja, indicando que ésta contiene 
conexinas sintetizadas durante las siguientes 4 a 8 horas. Cuanto mayor sea el tiempo de 
incubación más pequeño será el parche central verde de moléculas viejas y más grande 

3 el anillo periférico con moléculas nuevas que han sido reclutadas para reemplazar 

35 viejas, ¡De 6. Gaietta et al, Science 296:503-507, 2002. Con la autorización de AAAS) 


Figura 19-35 Uniones de tipo gap 
observadas mediante microscopía 
electrónica. Sección ultrafina (A) y réplica 
de criofractura (8) de dos uniones de tipo 
gap, una grande y otra pequeña, localizadas 
en fibroblastos en cultivo. En (B), cada 

unión se observa como un agregado de 
partículas intramembranosas homogéneas. 
Cada partícula intramembranosa 
corresponde a un conexón. (De N.B. Gilula, en 
Cell Communication (R.P, Cox, ed.) pp. 1-29. 
New York: Wiley, 1974.) 
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que la merbrana plasmática del exterior de la placa de unión tiene que contener conexones 
O hemicanales, que no estén emparejados con otros de células adyacentes. Se sugiere que 
estos hemicanales desaparejados presentan una configuración cerrada previniendo que la 
célula pierda sus moléculas pequeñas hacia el exterior. Sin embargo, existen evidencias de 
que en ciertas circunstancias fisiológicas estos hemicanales pueden abrirse y actuar como 
canales de liberación de moléculas pequeñas (como el neurotransmisor glutamato) hacia el 
exterior o de entrada de otras moléculas hacía el interior celular. 


Las uniones de tipo gap tienen diversas funciones 


En los tejidos que tienen células excitables eléctricamente, el acoplamiento intercelular me- 
diante uniones de tipo gap tiene una función obvia. Por ejemplo, el acoplamiento eléctrico 
entre células nerviosas permite el transporte rápido de los potenciales de acción de una cé- 
lula a otra sin el retraso impuesto por la sinapsis química. Este fenómeno es especialmente 
ventajoso en situaciones en las que la velocidad y la fiabilidad son cruciales, como sucede en 
algunas respuestas de escape que presentan peces e insectos o cuando un conjunto de neu- 
ronas necesita actuar en sincronía. De manera similar, en vertebrados superiores el acopla- 
miento eléctrico sincroniza las contracciones de las fibras musculares cardíacas o de las 
fibras musculares lisas responsables del movimiento peristáltico del intestino. 

Las uniones de tipo gap también se localizan en numerosos tejidos en cuya composi- 
ción no intervienen células excitables eléctricamente. En principio, el compartir pequeños 
metabolitos e lones constituye un mecanismo de coordinación de las actividades de las célu- 
las que forman aquellos tejidos y de amortiguación de las luctuaciones en la concentración 
de moléculas pequeñas que se presentan de forma aleatoría entre diferentes células. Así, por 
ejemplo, las uniones de tipo gap son necesarias en el higado para coordinar la respuesta de 
los hepatocitos a señales de los terminales nerviosos que contactan sólo wma parte de esta 
población celular (véase Figura 157). El desarrollo normal de los folículos ováricos también 
depende de la comunicación intercelular mediada por estas uniones, aunque en este caso 
establecidas entre los oocitos y las células foliculares de la capa granulosa. La mutación del 
gen que codifica la conexina que habitualmente acopla estos dos tipos celulares produce es- 
terilidad. 

Mutaciones en las conexinas, sobre todo en la conexina-26, son las causas más 
comunes de sordera congénita, ya que provocan la muerte celular en el órgano de Corti, pro- 
bablermnente porque interrumpen vías importantes del flujo intercelular de iones en las célu- 
las de este epitelio sensorial de gran actividad eléctrica. Las mutaciones en conexinas son 
las responsables de otras muchas enfermedades, que abarcan desde la formación de catara- 
tas en el cristalino hasta la desmielinización de nervios periféricos. 

Parece que el acoplamiento celular mediante estas uniones también desernpeña un pa- 
pel importante durante la embriogénesis. A partir de los estadios embrionarios iniciales de 
los vertebrados, que en el caso del ratón se sitúa en las postrimerías del estadío de 8 células, 
la mayor parte de las células están acopladas eléctricamente entre sí Por lo general cuando 
algunos grupos de células embrionarias empiezan a desarrollar sus características especí- 
ficas e inician su diferenciación, se desacoplan del tejido circundante. Así, por ejemplo, 
cuando la placa neural se pliega formando el tubo neural (véase Figura 19-16), sus células se 
desacoplan del ectodermo. Mientras las células de ambos tejidos permanecen acopladas, 
exhiben un comportamiento cooperativo y siguen una misina vía de desarrollo de manera 
coordinada. 


Las células pueden regular la permeabilidad de sus uniones . 
de tipo gap 


Corno los canales iónicos convencionales (tratados en el Capítulo 11), los canales de las 
uniones de tipo gap no permanecen abiertos continuamente sino que alternan estados 
abiertos con cerrados. Además, la permeabilidad de las uniones de tipo gap puede dismi- 
nuir de manera rápida len cuestión de segundos) y de forma reversible, mediante manipu- 
laciones experimentales que impliquen un descenso del pH celular o un incremento 
importante en la concentración del Ca?* libre citoplasmático. 

ico que tiene la regulación dependiente del pH. Sin em- 
>ce claro el control ejercido por el Ca?*. Cuando una célu- 
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la es dañada, su membrana plasmática se hace permeable. De este modo, entran en la célu- 
la algunos iones que alcanzan elevadas concentraciones en el medio extracelular, como el 
Ca? y el Na*, mientras que otros metabolitos importantes salen de ella. Sila célula afectada 
continua estando copiada a otras no dañadas, éstas pueden sufiir peligrosos cambios en su 
medio interno. Sin embargo, la entrada masiva de Ca?* en la célula dañada provoca el cierre 
inmediato de los canales de las uniones de tipo gap, aistando eficazmente a la célula y previ- 
niendo, de este modo, la propagación de la anomalía hacia otras células. 

Por otra parte, la comunicación rmediante uniones de tipo gap también puede ser regu- 
lada por señales extracelulares. Por ejemplo, el neurotransmisor dopamina reduce la comu- 
nicación entre ciertas neuronas de la retina como respuesta a un incremento en la 
intensidad luminosa (Figura 19-37). Esta reducción en la permeabilidad de las uniones de 
tipo gap favorece la transición funcional entre fotorreceptores, pasando del tipo bastón —que 
es un buen detector a bajas intensidades de luz- al tipo cono -que detecta colores y discri- 
mina los detalles finos de los objetos en condiciones de luz brillante. 


En los vegetales, los plasmodesmos realizan muchas 
de las funciones de las uniones de tipo gap 


Los tejidos vegetales se organizan bajo principios diferentes a los de los animales. Esto se 
debe a que las células vegetales están atrapadas dentro de paredes celulares duras, consti- 
tuidas por una matriz extracelular rica en celulosa, tal corno se describirá más adelante. Las 
paredes están sólidamente cementadas entre las células vecinas, lo que elímina la necesi- 
dad de uniones adherentes para mantenerlas en una posición correcta, aunque persiste la 
necesidad de una comunicación intercelular directa. Así, en contraste con las células ani- 
males, las vegetales sólo disponen de una clase de uniones intercelulares, los plasmodes- 
mos, que, como las uniones de tipo gap, conectan de forma directa el citoplasma de las 
céhilas adyacentes. 

En los vegetales, el grosor de la pared entre células adyacentes es por lo menos de 0,1 un, 
de modo que se requiere una estructura muy diferente a las uniones de tipo gap para mediar 
la comunicación entre ellas. Los plasmodestmmos solucionan este problema. Con pocas ex- 
cepciones, cada célula de una planta superior está conectada a su vecina mediante plasmo- 
desmos, los cuales forman unos finos canales citoplasmáticos a través de las paredes 
celulares. Como se muestra en la Figura 19-384, la membrana plasmática de una célula 
continúa con la de an vecina en cada uno de los O n0S cuales conectan los cito- 


Elc centro del al está el por una eeidd estructura cilín ages el desmotú- 
bulo, que es la continuación de los elernentos del retículo endoplasmático liso en cada una 
de las células conectadas (Figura 19-38B-D). Enue el desmotúbulo y la cara interna del ca- 
nal que forma la membrana plasmática existe un anillo citosólico a través del cual pueden 
pasar de una célula a otra las reoléculas de p a tamaño. Durante la citocinesis, cuando 
se forma la nueva pared celular, los plasmodesmos ya quedan incluidos en ella. Se forman 
alrededor de elernentos del retículo EA liso y quedan atrapados en la placa ce- 
lolar en formación (tratada en el Capítulo 17), aunque también pueden insertarse de novo en 
paciones denominadas campos de poros. 
Cuando los plasmodesmos ya no son necesarios, son eliminados fácilmente, 
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Figura 19-37 Regulación del acoplarniento 
celular dependiente de uniones gap 
mediante un neurotransmisor. (A) Tras la 
inyección del fuorocromo Lucifer amarillo 
en una neurona de la retina de conejo, se 
puede observar cómo éste pasa a través de 
las uniones de tipo gap y marca otras 
neuronas del mismo tipo que se encuentran 
unidas a la neurona inyectada. (B) La retina 
ha sido tratada con el neurotransmisor 
dopamina con anterioridad a la inyección 

del fluorocromo. Tal como puede observarse, 
este tratamiento disminuye en gran manera 
la permeabilidad de las uniones de tipo gap. 
El mecanismo de acción del neurotransmisor 
produce un incremento en los niveles 
intracelulares de AMP cíclico. (Cortesía 

de David Vaney.) 
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CONDUCTOS INTERCELULARES: UNIONES DETIPO GAP Y PLASMODESMOS 
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Figura 19-38 Plasmodesmos, (A) Los canales citoplasmáticos de los plasmodesmos 
atraviesan la pared celular vegetal y conectan entre sítodas las células del vegetal. 

(8) Cada plasmodesmo está delimitado por la membrana plasmática común a las dos 
células conectadas. Habitualmente contiene una fina estructura tubular, el desmotúbulo, 
derivado del retículo endoplasmático liso. (C) Imagen de microscopía electrónica de 
transmisión de la sección longitudinal de un plasmodesmo de un helecho acuático. 

La membrana plasmática delirnita el poro y continúa con ja de la célula adyacente. 
También puede observarse el retículo endoplasmático y su asociación con el desmotúbulo 
central. (D) Un plasmodesmo similar en sección transversal. (C y D, de R. Overall, J. Wolfe 

y B.E.S. Gunning, en Protoplasma 9, pp. 137 y 140. Heidelberg: Springer-Verlag, 1982.) 


A pesar de las profundas diferencias estructurales existentes entre plasmodesmos y 
uniones de tipo gap, parece que funcionan de nmianera muy parecida. Pruebas obtenidas tras 
la inyección de moléculas trazadoras de diferentes tamaños sugieren que los plasmodesmos 
permiten el paso de moléculas de un peso menor a 800 daltons, el cual es semejante al lími- 
te observado en uniones de tipo gap. Como en las uniones de tipo gap, el transporte a través 
de los plasmodesmos está regulado. Por ejemplo, experimentos realizados mediante la 
inyección de colorantes demuestran que pueden constituir barreras reguladoras del trans- 
porte de moléculas, incluidas las de bajo peso molecular, entre células o grupos de ellas 
conectadas por plasmodesmos. Sin embargo, se desconocen los mecanismos que restrin- 
gen la comunicación en estos casos. 

Durante el desarrollo vegetal, grupos de células de los meristemos de raíz y vástago emi- 
ten señales que resultan necesarias en el proceso de definición del futuro destino de esas 
células (tratado en el Capítulo 22). Parte de las señales implicadas en este proceso de deter- 
minación celular, como son las proteínas de regulación génica, pasan de una célula a otra a 
través de los plasmodesmos. Este transporte lo realizan uniéndose a determinados compo- 
nentes de las uniones, lo que les permite superar el mecanismo de exclusión por tamaño 
que, de haberse unido, les impediría su paso. incluso en algunos casos, hasta el mANA que 
codifica estas proteínas es transportado de igual manera. Algunos virus vegetales también 
aprovechan esta vía, facilitando el paso de una célula a otra de RNA vírico o incluso de la 
partícula vírica completa. Así, estos virus sintetizan proteínas que se unen a componentes 
de los plasmodesmos e incrementan notablemente el calibre efectivo del canal. Los compo- 
nentes funcionales que median este efecto son desconocidos y también se desconoce cómo 
las macromoléculas, ya sean endógenas o virales, regulan las propiedades del transporte por 
el canal para poder pasar a su través. a 


Resumen 


Las células de algunos tejidos animales, tanto epiteliales como no epiteliales, se acoplan mediante 
uniones formadoras de canal llamadas uniones de tipo gap. Éstas consisten en placas de conexones 
agrupados que a menudo permiten el paso directo de rnoléculas más pequeñas de 1000 daltons desde 
el interior de una célula a otra. Las células pueden regular la permeabilidad de estas uniones. Las 
uniones de tipo gap son estructuras dinámicas ya que continuamente se reclutar conexones Nuevos 
hacía la periferia de la placa mienias que los viejos son extraídos de su centro. 
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Las células conectadas a través de estas uniones comparten la mayoría de iones inorgánicos así 
como otras pequeñas moléculas, por lo que están acopladas química y eléctricamente. Las uniones 
de tipo gap son importantes en la coordinación de las actividades de las células eléctricamente 
activas y desernpeñan en otros grupos celulares un papel de coordinación similar. En vegetales, las 
células están unidas por uniones comunicantes denominadas plasmodesmos. Aunque en términos 
estructural son diferentes a las uniones de tipo gap y pueden transportar macromoléculas portado- 
ras de información, funcionan como las de tipo gap permitiendo el paso de pequeñas moléculas de 
una célula a otra y bloqueando el paso de moléculas de mayor tamaño. 


LA LÁMINA BASAL 


Los tejidos no sólo están formados por células. Una parte de su volumen —algunas veces una 
gran parte de él--lo constituye el espacio extracelular, que está ocupado por una red macro- 
molecular que constituye la matriz extracelular. Esta matriz está compuesta por diversos 
polisacáridos y proteínas secretados y ensamblados localmente formando una compleja red 
que se encuentra en íntima asociación con las superficies de las células que la produce. 

En nuestro organismo, las formas más llamativas de matriz extracelular se encuentran 
en los tejidos conjuntivos como el hueso y el tendón- y en la capa dérmica de la piel Sin 
embargo, en los animales en general, desde un punto de vista evolutivo, adquiere importancia 
un tipo de matriz extracelular que forma una estructura no tan evidente: es la llamada lámi- 
na basal (también denominada membrana basal). Esta delgada, resistente y flexible lámina 
de moléculas de matriz es esencial para el sostenimiento de los epitelios y, a pesar de su pe- 
queño volumen, desermpeña un papel crucial en la arquitectura del cuerpo. Corno las cad- 
herinas, parece que la lámina basal es una de las características comunes que definen a los 
animales pluricelulares. Otras formas de matriz extracelular son más variables de un filum 
animal a otro, tanto en su composición corno en su abundancia. 

En esta sección trataremos de la lámina basal propiamente dicha y en la siguiente cómo 
interactúan las células epiteliales y la lámina basal entre sí a través de integrinas localizadas 
en las membranas de las células epiteliales; las integrinas están presentes en otros tipos ce- 
hulares mediando sus interacciones con los diferentes tipos de matriz extracelular de los te- 
jidos conjuntivos. Estas otras formas de matriz extracelular se describirán en detalle más 
adelante. 


Las láminas basales subyacen a todos los epitelios y envuelven 
algunos tipos celulares no epiteliales 


Las láminas basales tienen por lo general un grosor de entre 40 y 120 nra. La capa de lámina 
basal no sólo subyace a todos los epitelios sino que también envuelve individualmente a cé- 
fulas musculares, adipocitos y células de Schwann (que se enrollan alrededor de los nervios 
periféricos formando la vaina de mielina). De esta manera, las láminas basales separan las 
células y epitelios de los tejidos coajuntivos subyacentes o periféricos y forman la conexión 
mecánica entre ellos, En otras localizaciones, como en el glorméndo renal, la lárnina basal se 
sitúa entre dos capas celulares y actúa coro un filtro selectivo (Figura 19-39). Sin embargo, 
la lámina basal ejerce otras funciones además de las estructurales y de filtrado, ya que tam- 
bién puede determinar la polaridad celular, inftuír en el metabolismo celular, organizar las 
proteínas de las membranas plasmáticas adyacentes, promover la supervivencia, prolifera- 
ción y diferenciación celulares, y actuar como vía específica para la migración celular. 
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Figura 19-39 Tres modelos de organización 
de la lámina basal. Las láminas basales 
(amarillo) rodean algunos tipos celulares 
(como las fibras musculares), se sitdan en la 
región basal de los epitelios y se interponen 
entre dos capas celulares (como en el 
glomérulo renal). En el glornérulo renal, 
ambas capas epiteliales presentan espacios 
y la lámina basal ejerce una función tanto de 
soporte como de filtración, determinando 
qué moléculas pasarán de la sangre a la orina, 
La filtración también depende de otras 
estructuras proteicas, lamadas diafragmas 
de hendidura, que cubren los espacios 
intercelulares de la lámina epitelial, 
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LA LÁMINA BASAL 


No obstante, su función mecánica es esencial. Por ejemplo, la capa más externa de la 
piel, la epidermis, depende de la resistencia de la lámina basal para poder continuar unida al 
tejido conjuntivo subyacente o dermis, Las personas que tienen defectos genéticos en pro- 
teínas de la lámina basal o en ciertos tipos de colágena que unen la lámina basal al tejido 
conjuntivo subyacente, presentan una epidermis separada de la dermis. Este hecho causa la 
epidermolisis bullosa juntural, un grave trastorno que cursa con vesículas en la piel que en 
ocasiones es letal. 


La laminina es el principal componente de la lámina basal 


La lámina basal se sintetiza por las células que se encuentran en cada una de sus caras: las 
células epiteliales sintetizan un grupo de componentes mientras que las células del tejido 
conjuntivo subyacente (llamado estroma, palabra griega que significa “cama”) contribuyen a 
la síntesis de otros componentes (Figura 19-40). Como, otras matrices extracelulares de los 
tejidos animales, la lárnina basal consiste en dos clases de macromoléculas extracelulares: 
(1) proteínas fibrosas (glucoproteínas con una cadena corta de oligosacáridos adherida a 
ellas) y (2) cadenas de polisacáridos del tipo glucosaminoglucanos (GAG), que por lo general 
se encuentran unidos covalentemente a proteínas centrales formando proteoglucanos 
(Figura 19-41). Más adelante se describen con mayor detalle estos dos tipos de moléculas de 
matriz; en esta sección se mencionan debido a que son un grupo de proteínas localizadas en 
las láminas basales. 

Aunque su composición exacta varía de un tejido a otro eincluso de una región a otra en 
la misma lámina, la mayoría de láminas basales maduras contienen colágena de tipo IV, pro- 
teoglucano del tipo heparán sulfato denominado perlecano y glucoproteínas como la lami- 
nina y el nidógeno. Junto a todos estos componentes presentes en las láminas basales de la 
mayoría de los animales, desde las medusas alos mamiferos, las láminas basales incluyen en 
suinterior, o están estrechamente asociadas a ellas, otras moléculas como la colágena de tipo 
XVI] (típico miembro de la farnilia de las colágenas que forma el núcleo proteico de los pro- 
teoglucanos) y la fibronectina, una'proteína fibrosa que participa en la adhesión de las célu- 
las a la matriz extracelular en el tejido conjuntivo. 

Parece que la laminina es el organizador primario de la estructura larninax, ya que se ha 
descrito que en los primeros estadios del desarrollo la lárnina basal está constituida mayori- 
tariamente por esta molécula. La lamúnina-1 laminina clásica) es una proteína grande y fle- 
xible que se compone de tres cadenas polipeptídicas muy largas (a, B y y) unidas entre sí por 
enlaces disulfuro y organizadas en forma de ramillete asimético parecido a un ramo de tres 
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Figura 19-40 Lámina basal de la córnea 

de un embrión de pollo. En esta imagen, 
obtenida mediante microscopía electrónica 
de barrido, se han retirado algunas de las 
células epiteliales para que quede expuesta 
la cara supeñor de la lámina basal, La red 

de fbrllas de colágena del tejido conjuntivo 
subyacente interactón con la cara inferior 

de la lámina, (Contesla de Robert Trelstad,) 
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flores cuyos troncos están enrollados entre sí en la base pero separados en el extremo supe- 
rior (Figura 19-42). Estos hererotrímeros pueden ensamblarse por sí solos in vitro forman- 
do una red debido a las interacciones entre sus cabezas, aunque para organizar de manera 
ordenada esta red formando una lámina se requiere la interacción con las células. Dado que 
de cada tipo de cadena existen diversas isoformas y que estas isoformas pueden asociarse en 
distintas combinaciones, se pueden constituir diferentes lamininas y generar así láminas ba- 
sales con propiedades distintas, Sin embargo, la cadena de la laminina y-1 es uno de los 
componentes de la mayoría de heterotrímeros de laminina; los animales que son deficientes 
en ella mueren durante la embriogénesis, ya que no son capaces de formar láminas basales. 
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Las colágenas de tipo IV confieren a la lámina basal resistencia 
a la tracción 


Las colágenas de tipo IV son el segundo componente esencial de las láminas basales maduras 
y también se presentan en diferentes isoformas. Como las colágenas fibrilares que constituyen 
el grueso de proteínas en tejidos conjuntivos como el hueso y el tendón (descritos más ade- 
lante), las colágenas de tipo IV son moléculas constituidas por tres cadenas proteicas largas, 
sintetizadas por separado y que se enrollan entre sí formando una superhélice en forma de 
cuerda. Sin embargo, y a diferencia de las colágenas fibrilares, esta estructura helicoidal triple 
se ve intermunpida en. rmmás de 20 regiones formando múltiples puntos por los que se dobla. Las 
rnoléculas de colágena de tipo IV interaccionan mediante sus dominios terminales formando 
un red extracelular flexible y proporcionando ala lámina basal resistencia a la tracción. 

Pero ¿de qué forma estas redes de laminina y colágena de tipo IV se unen entre sí y a las 
superficies celulares que se apoyan en la lámina basal? ¿Por qué forman una lámina bidi- 
mensional y no un gel tridimensional? Las moléculas de larminina presentan varios dormi- 
nios funcionales, incluyendo el que se une al proteoglucano perdlecano, que a su vez se une 
a nidógeno, ylos dos o más que se unen a proteínas receptoras de larminina en las superficies 
celulares. La colágena de tipo IV también presenta dominios que se unen a nidógeno y 
perlecano. Por tanto, se supone que el nidágeno y el perlecano actúan como enlaces que 
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Figura 19-41 Esguerna comparativo de 
tas formas y tamaños de algunas de las 
principales macromoléculas de la matriz 
extracelular La proteína está representada 
en verde y el glucosaminoglucano en rojo. 


Figura 19-42 Estructura de la larminina. 

(4) Subunidades de una molécula de 
laminina-1 y lugares de unión a otras 
moléculas trecuadros arnarillos). La laminina 
es una glucoprotelna multidominio formada 
por tres polipéptidos (a, B y Y que se hallan 
unidas mediante enlaces disulfuro dando 
lugar a una estructura asimétrica en forma de 
cruz. Cada una de las cadenas polipeptídicas 
está constituida por más de 1500 residuos de 
aminoácido. Se han identificado cinco tipos 
de cadenas Q,, tres tipos de cadenas $ y tres 
tipos de cadenas y, las cuales pueden 
asociarse formando 45 (5 X3 x 3) isoformas 
diferentes de laminina, Algunas de ellas 

han sido caracterizadas y presenten una 
distribución tisular característica. A través de 
sus dominios de unión a otras proteínas, las 
moléculas de laminina tienen un papel 
central en la organización del ensamblaje 

de las lárninas basales y en el anclaje de éstas 
ales células, (8) imagen obtenida mediante 
microscopía electrónica de transmisión de 
moléculas de flkronectina tras haber sido 
sombreadas con platino. (8, de J. Engel 
etal,J. Mal Biol 150:97-120, 1281, 

Con la autorización de Academic Press.) 
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conectan las redes de laminina y de colágena de tipo IV, cuando la lamínina se ha situado en 
su posición (Figura 19-43). 

Las moléculas de laminina que generan la estructura laminar se unen entre sí mientras 
se hallan unidas a los receptores situados en la superficie de las células que los producen. 
Estos receptores de superficie son de diferentes tipos y muchos de los cuales pertenecen a la 
familia de las integrinas. Otro tipo importante de receptor de laminina es el distroglucano, 
un proteoghucano conan núcleo proteico ubicado dentro de la membrana plasmática y con 
cadenas de polisacáridos glucosaminoglucanos colgadas en el espacio extracelular. El con- 
junto de estos receptores organiza el ensamblaje de la lámina basal sujetando las moléculas 
de lanminina por sus dorainios basales y dejando los dominios apicales libres para interac- 
cionar y formar así una red bidimensional que, seguramente, coordina, a su vez, el ensam- 
blaje de otros cormponentes de la lámina basal. 


Las láminas basales realizan diversas funciones 


Como ya se ha mencionado, una lámina basal extraordinañamente gruesa, localizada en el 
glomérulo renal, actáa corno un filtro molecular regulando el paso de macromoléculas des- 
de la sangre hasta la orina a medida que ésta se va formando (véase la Figura 19-39). Los 
proteoglucanos de la lárnina basal parecen desempeñar un papel importante en esta fun- 
ción ya que, cuando las cadenas de GAS son degradadas mediante enzimas especificas, 
desaparecen las propiedades filtrantes de la lámina. La colágena de tipo IV también 
deserampeña una función en esta lámina basal, ya que mutaciones que afectan a los genes 
que la codifican provocan el trastorno renal humano hereditario conocido como sindrome 
de Alport, que consiste en una disfunción del Gltro glomerular por un aumento desmesura- 
do de su tamaño. Las mutaciones en genes que codifican larinina también pueden alterar 
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Figura 19-43 Modelo de la estructura 
molecular de una lámina hasal, 

(A) La lámina basal está formada por 
interacciones específicas (B) entre proteínas 
de colágena de tipo IV, laminina y nidógeno, 
adernás del proteoglucano perlecano. 

En (B) las Ñechas conectan moléculas que 
pueden unirse directamente unas con otras, 
Existen varias isoformas de colágena de 
po TY y laminina, cada una de las cuales 
presentan una distribución tisular 
especifica. 5e supone que los receptores 
trensmembrana para la laminina fintegrinas 
y distroglucano, aunque sólo se muestran 
las primeras) organizan el ensamblaje de la 
lámina basal en la mennbrana de la célula, 
(Basado en H. Colognato y PO. Yurchenco 
Dev. Dynamics 218:213-234, 2000. Con la 
autorización de Wiley-Líss, 
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la función del filtro renal pero de distinta manera: la ausencia de laminina interfiere en la 
diferenciación de las células que sostienen dichos filtros. E 

La lámina basal puede actuar como una barrera selectiva para la migración de las célu- 
las y corno filtro para determinadas moléculas. Por ejemplo, la lámina sobre la que se apoya 
un epitelio impide que los fibroblastos del tejido conjuntivo establezcan contacto con las 
células epiteliales. Sin embargo no es obstáculo para el paso de células tales como macrófa- 
gos, linfocitos o terminales nerviosos, que usan enzimas proteasas específicas que para atrá- 
vesarla abren huecos en ella, La lámina basal también constituye un elemento importante 
para la regeneración de tejidos dañados. Cuando se produce un daño o muerte celular en te- 
jidos como el muscular, el nervioso o el epitelial, la lámina basal se mantiene, proporcio- 
nando un entramado a través del cual las células regeneradas pueden migrar, lo cual facilita 
la reconstrucción de la arquitectura del tejido original. EN 

Un ejemplo muy interesante de la importancia que tiene la lámina basal en la regene- 
ración tisular lo proporciona el estudio de la unión neuromuscular, donde los terminales 
nerviosos de la neurona motora forman una sinapsis química con la fibra muscular (tratado 
en el Capítulo 11). En vertebrados la lámina basal que rodea a la fibra muscular separa lás 
membranas plasmáticas del nervio y de la fibra muscular en la zona de la sinapsis. Esta re- 
gión sináptica de la lámina basal presenta una composición molecular característica, ya que 
incorpora isoformas especiales de colágena de tipo IV y laminina, así como un proteoglicano 
denominado agrina. 

Esta región sináptica de la lámina basal desermmpeña un papel central en la reconstruc- 
ción de la sinapsis después de una lesión del nervio o del músculo. Si un músculo de rana y 
su nervio motor son destruidos, la lárnina basal que rodea cada una de las fibras musculares 
permanece intacta, de forma que pueden reconocerse los lugares en los que se localizaban 
las antiguas uniones neuromusculares. Si se permite que el nervio motor se regenere pero el 
músculo no, los axones nerviosos buscan la localización de las sinapsis originales en la lá- 
mina basal ahora vacía, diferenciándose ánalmente como terminales nerviosos que presentan 
una apariencia normal. Así, la lámina basal puede por sítmisma guiar la regeneración de los 
terminales de los nervios motores. Í 

Experimentos similares muestran que la lámina basal también controla la localización 
de los receptores de acetilcolina que se agrupan en la membrana plasmática de la fibra 
muscular de la unión neuromuscular. Si el músculo y el nervio son destruidos y, posterioi- 
mente, se permite que el muúsculo se regenere pero el nervio no, los receptores para acetil- 
colina expresados por el músculo regenerado se localizan sobre todo en la región de las 
antiguas uniones, a pesar de que el nervio esté ausente (Figura 19-44). Parece que la lámi- 
na basal de unión coordina la organización espacial local de los componentes que en cada 
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Figura 19-44 Experimentos de 
regeneración que indican el carácter 
especial adquirido porta lámina basal en 
una unión neuromuscular, Cuando el nervío 
se regenera pero el músculo no, tras haber 
sido dañados arnbos [parte superior de la 
figura), la lámina basal dirige el nervio 
regenerante hacia el lugar que ocupaba la 
sinapsis original. Cuando se regenera el 
músculo pera no el nervio (parte inferior 
de la figura), la lámina basal induce una 
nueva sintesis de receptores de acetilcolina 


“tazúl) que se acumulan en el lugar donde se 


localizaba la sinapsis original El músculo 
se regenera a partir de las células satélite 
(serán tratadas en el Capítulo 23) que 

se localizan entre la lámina basal y la 
célula muscular original, la cual no está 
representada. Estos experimentos 
muestran que la lármina basal controla 
lalocalización de los componentes 
sinápticos en ambos lados de la lámina. 
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una de las dos células forman la unión neuromuscular. Se han identificado algunas de las 
proteínas que forman esta maz. Así, por ejemplo, los axones de las neuronas motoras se- 
cretan en la región de la unión neuromuscular la agrina, la cual desencadenará el ensam- 
blaje de los receptores de acetilcolina y de otras proteínas en la membrana plasmática de la 
fibra muscular. A la inversa, en esta misma región, las fibras musculares secretan una iso- 
forma específica de laminina; se ienen evidencias de que ésta se uniría de forma directa al 
dominio extracelular de canales de voltaje dependientes de Ca?* en la membrana presi- 
náptica de la terminación nerviosa, facilitando así que estos canales se mantengan donde 
sean necesarios. Tanto las agrinas como la isoforma sináptica de lamiínina son esenciales 
para la formación de una unión neuromuscular funcional. Defectos en los componentes 
de una lámina basal o en las proteínas que sujetan los componentes de las fibras muscula- 
res a ella en la sinapsis son los responsables de muchas de las formas de distrofia muscular, 
donde los músculos se desarrollan normalmente al principio pero degeneran en los últi- 
mos años de vida. 


Resumen 


La lámina basal es una lámina fina y resistente de matriz extracelular que subyace a los epitelios en 
todos los animales pluricelulares. También envuelve otros tipos celulares como las fibras muscula- 
res. Todas las láminas basales están organizadas en un entramado de moléculas de laminina unidas 
entre sí por sus brazos laterales y se agarran a las caras basales de las células epiteliales por debajo 
mediante sus uniones con integrinas y otros receptores localizados en la membrana plasmática basal. 
Dentro de esta estructura, también se localizan moléculas de colágena de tipo IV ensambladas en 
una red laminar que será un componente esencial de las láminas basales maduras. En estas mem- 
branas basales maduras, las redes de colágena y de laminina están unidas por nidógeno y por per- 
lecano, un proteoglucano del tipo heparán sulfato. 

Las láminas basales confieren un soporte mecánico a los epitelios, forman la interfase y la 
unión entre epitelios y tejido conjuntivo, actúan de filtro en el riñón, como barreras que mantie- 
nen a las células en su compartimiento adecuado, influyen en la polaridad y diferenciación celu- 
lares, guían las migraciones celulares y algunas moléculas incrustadas en ellas participan en la 
organización de estructuras complejas como las sinapsis neuromusculares. Cuando las células 
sufren un daño o mueren, a menudo las láminas basales sobreviven y guían la posterior regene- 
ración tisular. 
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Las células sintetizan, organizan y degradan la matriz extracelular y ésta, a su vez, ejerce una 
gran influencia sobre las células. Estas influencias son ejercidas principalmente a través de 
proteínas ransmernnbrana de adhesión celular que actúan como receptores de matriz. Este ti- 
po de proteínas enlazan la matriz extracelular al citoesqueleto intracelular, pero su función 
va más allá de ser una simple unión mecánica pasiva. A través de ellas, los componentes de 
la matúz pueden influár en la mayoría de los aspectos del cormportamiento celular. Los re- 
ceptores de menbrana ejercen un papel importante en las células epiteliales, al mediar las 
imteracciones de éstas con la lárnina basal subyacente, y en las células del tejido conjuntivo, 
al mediar sus interacciones con la matriz que les rodea. 

Diversos tipos de moléculas, entre las que se encuentran los proteoglucanos trans- 
membrana, pueden actuar como receptores o como correceptores de matriz. Pero los prin- 
cipales receptores en células animales son las imtegrinas, que se unen a la mayoría de las 
proteínas de la matúz extracelular. Como ocurre con las cadherinas y con los componentes 
clave de la lámina basal, las integrinas son unas de las herramientas arquitectónicas funda- 
mentales que caracterizan a los animales pluricelulares. Los miembros de esta gran familia 
de moléculas ransmernbrana de adhesión poseen la habilidad de transraltúr señales en am- 
bos sentidos a través de la ¡membrana celular. La unión de un componente de matriz a una 
integrina puede envíar un mensaje al interior de la célula y, a su vez, ciertas condiciones en 
este interior celular pueden enviar una señal hacia el exterior controlando la unión de la in- 
tegrina a la matriz (o en algunos casos a una molécula de superfície de otra célula, tal corno 
se describió en el caso de las células sanguíneas unidas a las células endoteliales). La ten- 
sión aplicada sobre la integrina puede estrechar sus uniones a estructuras intra o extracelu- 


lares; la pérdida de tensión puede provocar la pérdida de estas tuniones y los complejos de 
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señalización molecular desaparecen en cada una de las dos caras de la membrana. En este 
sentido, las integrinas pueden actuar no sólo transmitiendo señales mecánicas y molecula- 
res sino convirtiendo un tipo de señal en otro. Los estudios sobre la estructura de la molécu- 
la de integrina han empezado a desvelar cómo realiza estas funciones. 


Las integrinas son heterodímeros transmembrana 
que se unen al citoesqueleto 


Existe una gran variedad de integrinas por lo menos 24 en humanos- pero todas ellas si- 
guen un mismo patrón. Una molécula de integrina está constituida por dos subunidades 
transmembrana glucoproteicas unidas entre sí de forma no-covalente, denominadas «a: y fl. 
Ambas subunidades se localizan en la membrana celular y presentan pequeñas colas intra- 
celulares C-terminales y'largos dominios extracelulares N-terminales. La porción extracelu- 
lar de un dímero de integrina se une especificamente a secuencias de aminoácidos de 
proteínas de matriz extracelular, tales como las larmininas o las £bronectinas, o en algunos 
casos a ligandos localizados en las superficies de otras células. La porción intracelular se une 
aun complejo de proteínas que forman la unión con el citoesqueleto. 

En todas menos una de las 24 variedades de integrinas humanas, esta unión intracelu- 
lar a filamentos de actina se lleva a cabo mediante talina y Un grupo de otras proteinas de 
anclaje intracelular (Figura 19-45). Como veremos más adelante, parece que la talina es un 
componente clave de este enlace. Como ocurre con las uniones intercelulares mediadas por 
cadherinas, las uniones célula-matriz asociadas a actina y formadas por integrnas pueden 
ser pequeñas, discretas y transitorias, O bien grandes, prominentes y duraderas. Ejemplos 
de estas últimas los encontramos en las adhesiones focales que se forman cuando los fibro- 
blastos disponen del ferapo suficiente para formar fuertes uniones a la superficie rígida de 
una placa de cultivo, o en las uniones miotendinosas que unen las Bbras musculares con sus 
tendones. 

En los epitelios, las regiones de unión célola-mabtiz más prominentes son los hernides- 
mosornas, en los que un tipo específico de integrina Ca osa) ancla las cébudas a la laminina de 
la lámina basal. En este caso único, el enlace intracelular se realiza con filamentos de querati- 
na mediante proteínas de anclaje intracelular como la piectina y la distonina (Figura 19-46). 


Las integrinas pueden cambiar de una conformación activa 
a otra inactiva 
Una célula que migra por un tejido por ejenaplo un fibroblasto o tm macrófago, o una célu- 


la epttelial que evigre a lo largo de la lámina basal- ene que ser capaz de formar y romper 


Figura 19-45 Estructura de una molécula 
de integrina activa que enlaza la matriz 
extracelular con el citoesqueleto de actina. 
La cabeza de la molécula de integrina se une 
directamente a una proteína extracelular 
como la fibronectina mientras que la cola 
intracelular se une a talina, Otras proteínas 
intracelulares de anclaje, incluidas la 
c-actinina, la filamina y la vinculina, 

ayudan a reforzar este enlace. 
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célula — Figura 19-46 Hemidesmosamas., 
epitelial + (A) Los hemidesmosomas anclan las células 
filamentos] epiteliales a la lámina basal, enlazando la 


! queratina a se 
de queratina at, o laminina extracelular a los filamentos de 
di Htonina queratina intracelulares. (8) Componentes 
a moleculares de un hemidesmosoma. 

Una integrina especializada (la integrina 
RNA asBa) se extiende por la mernbrana 


 Integrina uniéndose a filamentos de queratina 


hemidesmosoma», | 


lárnina basal 5 plectina. 


(A) 
(08) intracelulares por proteínas de anclaje 
SA llamadas plectina y distonína, y a laminina 


en el exterior de la célula, Este complejo 
de adhesión también contiene, en paralelo 
a la integrina, la colágena de tipo XVIl, un 
miembro poco habitual de la familia de 

las colágenas que presenta un dominio 
transmembrana unido a una porción 
extracelular de tipo colágena, Defectos en 
cualquiera de estos componentes pueden 
producir enfermedades relacionadas con 
formación de ampollas en la piel, 


: —laminina 


uniones a la matriz; cuanto más rápido lo haga, más rápido migrará. <IGAT> De manera si- 
milar, un leucocito circulante tiene que ser capaz de activar y desactivar su capacidad de 
unión a las células endoteliales con el fin de abandonar el vaso sanguíneo en los lugares don- 
de haya inflamación y en las circunstancias propicias. Además, si la fuerza es aplicada 
donde es necesaria, en todos estos casos la formación y la destrucción de las uniones extra- 
celulares tiene que estar asociada al repentino ensamblaje y desensarmblaje de las uniones 
intracelulares del citoesqueleto. Las moléculas de integrina localizadas en membrana y que 
median las uniones no pueden ser simples objetos rígidos y pasivos con regiones de adhe- 
sión en sus dos extremos, sino que tienen que ser capaces de cambiar de un estado activo 
<uando forman uniones- a un estado inactivo —uando no las forman- y la unión a sus lí- 
gandos en una cara de la membrana tiene que alterar su predisposición a unirse a Otros gru- 
pos de ligandos en la cara opuesta. 

La base para estos fenómenos dinámicos es la regulación alostérica: en el momento en 
que una integrina se une o se separa de sus ligandos se producen cambios conformaciona- 
les que afectan a los terminales intra y extracelulares de la molécula. Un cambio estructural 
en uno de los dominios terminales se asocia a un cambio en el otro extremo porlo que la señal 
puede ser transmitida hacia cualquier sentido a través de la membrana celular. Las pinzas de 
madera que los leñadores utilizan para asir pequeños troncos de madera serían una sencilla 
analogía mecánica de este sistema (Figura 19-47). 

Los cambios estructurales en las integrinas se pueden demostrar mediante el análisis 
por microscopía electrónica de una preparación purificada de estas moléculas. Si se man- 
tienen las integrinas en un medio enriquecido en calcio similar al fuido extracelular nor- 


mal, pero con algún ligando extracelular y, a continuación, rápidamente son procesadas : 


para 


al medio se le añade un pequeño péptido sintético que contenga una secuencia que imita el 
dormínio de unión a integrina de una proteína de matriz extracelular, las integrinas se unen 
aesta molécula y cambian de conformación, con dos extrernos separados como si fueran 
patas que aguantan una cabeza superior (Figura 19-48A), Este par de estructuras se pueden 
analizar con más detalle mediante cristalografía de rayos X, la cual pone de manifiesto que 
las dos patas corresponden a cadenas a y B de integrina. La cabeza en la que colaciden arn- 
bas cadenas contiene la región de unión a los ligandos extracelulares. Así, la unión de un 
ligando distorsionaría esta región de modo que la molécula adopta la conformación exten- 
dida, es decíx, la conformación “activa”, La adopción de la conformación extendida genera 
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Figura 19-47 Tenazas para troncos de madera. Si se acercan las dos asas de 
las tenazas se consigue agarrar el tronco, y si, por el otro extremo, se acercan 
las puntas, también se provoca que se junten las asas. Adernás, cuanto mayor 
sea la fuerza con que se cogen las pinzas, más se aprieta en ambos extremos. 
En una molécula de integrina, los detalles de la unión son diferentes pero los 
principios mecánicos son similares: los cambios conformacionales de ambos 
extremos están acoplados, apretando cuando se acercan las asas. 
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una región de unión más favorable que tenga una mayor afinidad con sus ligandos (Figura 
19-48B). 

Pero, ¿cómo se relacionan estos cambios de la región extracelular de la integrina con lo 
que sucede en su dominio intraceldar? En su forma plegada, o estado inactivo, los domi- 
nios intracelulares de sus cadenas o. y $ permanecen juntos y se adhieren entre sí Cuando el 
dominio extracelular se despliega, este contacto se rompe y las zonas intracelulares (y tam- 
bién las zonas transmembrana) de estas cadenas se separan. Como resultado de ello, en la 
cola de la cadena B queda expuesta una región de unión a talina. Esta unión a talina provoca 
el ensamblaje de filamentos de actina en el extremo intracelular de la molécula de inzegrina 
(véase Figura 19-45). De esta manera, cuando una integrina se une a su ligando fuera de la 
célula, reacciona uniendo su citoesqueleto a la molécula de integrina, por lo que puede 
aplicar una fuerza en el punto de fijación. Este mecanismo se conoce como "activación de 
fuera hacia dentro”. 

Esta cadena causa-efecto puede funcionar a la inversa, de dentro hacia fuera. La talina 
compite con las cadenas q de integrina por la unión a las cadenas $. Así, cuando la talina se 
une a una cadena $, impide la unión a-B, con lo que las dos patas de la molécula permane- 
cen separadas. Este fenómeno conlleva que la porción extracelular de la integrina cambie a 
la lorma extendida o activa, 

Esta activación de “dentro a fuera” se desencadena por la acción de moléculas regula- 
doras intracelulares, entre las que se encuentran el fosfoinositidil PIP, (tratado en el Capítulo 
15), el cual parece que es capaz de activar la talina para que ésta se una fuertemente ala ca- 
dena fl de integrina. De este modo, una señal generada dentro de la célula puede desen- 
cadenar que la integrina encuentre y se una a sus ligandos extracelulares. 

Moléculas de señal como el PIP2 se producen en respuesta a señales recibidas desde el 
exterior de la célula a través de otros tipos de receptores de superficie celular tales como los 
receptores acoplados a proteína G o los receptores tirosina quinasa, los cuales controlarían 
así la activación de la integrina (Figura 19-49). Por el contraño, la activación de integrinas 
por su unión ala matriz puede influir en la recepción de señales por otras vías. El intercam- 
bio entre estas vías de cornunicación, transmitiendo señales en ambas direcciones a través 
de la membrana celular, permite la generación de interacciones complejas entre las células 
y suentorao físico y químico. 


Defectos en la integrina son los responsables de numerosas 
enfermedades genéticas 


Los 24 tipos de integrina descritos en humanos están codificados por 8 genes distintos de la 
cadena e y 18 genes distintos de la cadena B, que dirnerizan en diferentes combinaciones. 
Cada tipo de integrina tiene diferentes propiedades y funciones. Además, debido a que una 
misma molécula de integrina puede presentar diferentes afinidades por el ligando, se supo- 
ne que otros factores específicos de la célula interactúan con las integrinas modulando su 
actividad. La unión de las integrinas a sus ligandos depende de los cationes divalentes ex- 
tracelulares Ca?* y Mg**, lo cual se refleja en la presencia de dominios de unión a estos ca- 


Figura 19-48 Cambio de conformación 

en una molécula de integrina cuando 

se une a su ligando. (A) Estas imágenes se 
han obtenido con la información de muchas 
electromicrografías, alineadas de forma 
similar, de moléculas de integrina. En 
ausencia de ligando extracelular, las 
moléculas de integrina aparecen pequeñas 
y muy plegadas. Cuando se incuban con un 
péptido RGD, las integrinas se despliegan y 
dejan al descubierto dos extremos en forma 
de patas. (8) Estructuras activa (extendida) 

e inactiva (plegada) de una molécula de 
integrina basadas en datos obtenidos por 
cristalografía con rayos X. Aunque es difícil 
cristalizar fa molécula intacta en sus 
conformaciones naturales, unida o no a 
ligando, la cristalografía con rayos X de 
fragmentos moleculares concretos, nos 
proporciona una visión fiable de la estructura 
completa de la integrina. (A, de J. Takagi 

et al., Cell 110:599-611, 2002. Con 
autorización de Elsevier; B, basado en T. Xiao 
et al., Nature 432:59-67, 2004. Con 
autorización de Macmillan Publishers Ltd.) 


Tabla 19-4 Algunos tipos de integrinas 
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receptor acoplado 
a proteína G activo 


receptores tirosina 
quinasa activos 


talina activa 


talina inactiva 


tíones en la región extracelular de las subunidades « y f3. El tipo de cationes divalentes pue- 
de influir tanto en la afinidad como en la especificidad de la unión de una integrina a sus li- 
gandos. 

A pesar de que existe un solapamiento en las actividades de las diferentes integrinas 
por ejemplo, al menos cinco de eHas se unen a laminina-, hay que destacar la diversidad de 
funciones de las integrinas. En la Tabla 194 se refleja ua listado de las variedades de inte- 
grinas y los problemas que causa la eliminación de sus cadenas a y B. 

Las subunidades $1, que forman dímeros con al menos 12 subunidades a distintas, se 
han localizado en casi todas las células de vertebrados. Así, por ejemplo, asP, es un receptor 
de la fibronecúna, mientras que 0gB: es un receptor para la laminina en numerosos tipos 
celulares. Los ratones mutantes que no pueden expresar la subunidad By mueren en el mo- 
mento de su implantación, mientras que aquellos que no expresan 07 (la subunidad que for- 
ma pareja con $] en el músculo) sobreviven, aunque desarrollan una distrofia muscular, ya 
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Figura 19-49 Activación de las integrinas 
mediante la interacción con otras vías de 
señalización. Las señales recibidas desde 
el exterior ue la célula por otros tipos de 
receptores de superficie, tales como 

tos receptores acoplados a proteina G 

y los receptores tirosina quinasa, pueden 
alterar la conformación de talina y, por 
tanto, activar la integrina celular. 


muerte prematura en embriones 
lenta implantación) 


muerte prematura en embriones 
(en la implantación) 


muerte prematura en embriones 
len la implantación) 

deficiencia en la adhesión de leucocitos 
(LAD); respuesta inflamatoria defectuosa; 
infecciones mortales recurrentes 


hemorragia; no agregación de plaquetas 
¡enfermedad de Glarzmano); 
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que los ratones no pueden expresar el receptor para la laminina (como ocurre en rato- 
nes que no pueden expresar el ligando laminina de la integrina ayB1). 

Las subunidades fl, forman dímeros con al menos cuatro subunidades q. Se expresan 
exclusivamente en la superficie de los leucocitos, donde desempeñan un papel esencial 
facilitando que estas células combatan las infecciones. Las integrinas Bz median principal- 
inente la unión célula-célula (no entre las células y la matriz) uniéndose a ligandos especifi- 
cos de otra célula, como las células endoteliales de los vasos sanguíneos. Los ligandos, a 
veces denominados contrarreceptores, son miembros de la familia de las inmunoglobulinas 
de adhesión celular que tratamos anteriormente. Por ejemplo, las integrinas aLf2, también 
llamadas LFA1, facilitan a los leucocitos la unión firme a las proteínas ICAM de la familia de 
las Jg de las células endoteliales en los lugares de infección y, mediante esta unión, la migra- 
ción a wavés del endotelio hacia los lugares infectados (véase Figura 19-19B). Las personas 
que padecen la enfermedad genética denominada deficiencia en la adhesión leucocitaria no 
pueden sintetizar subunidades f funcionales. Como consecuencia de ello, sus leucocitos 
son deficientes en todos los receptores del grupo f2, por lo que padecen infecciones bacte- 
rianas repetidas. 

Las integrinas Pa, que han sido localizadas en diversos tipos celulares como las pla- 
quetas sanguíneas, permiten reconocer diversas proteínas de la matriz, entre ellas el fibri- 
nógeno. Dado que las plaquetas interactúan con el fibrinógeno durante la coagulación 
sanguínea, los individuos que son deficientes genéticamente en integrinas fia (enfermedad 
de Glanzmann), sangran en exceso. 

Tanto en leucocitos como en plaquetas, la capacidad de regular la actividad de la inte- 
grina mediante una señal dentro hacia fuera es importante. La adhesión regulada permite a 
las células circular libremente hasta que son activadas por un estímulo apropiado. Ya que las 
jotegrinas no tienen que ser sintetizadas de novo, la respuesta de adhesión puede ser muy rá- 
pida. Las plaquetas, por ejemplo, responden al contacto con la pared vascular dañada o a 
varias moléculas solubles de señal, ocasionando la activación de la subunidad fa en su 
membrana celular. Este hecho conlleva la unión de las plaquetas a fibrinógeno y, por tanto, 
la coagulación plaquetaria, la cual evita el derrame de la sangre. De manera similar, la unión 
del linfocito T a su antígeno específico en la superficie de las células presentadoras de antí- 
geno (tratadas en el Capítulo 25) provoca un carabio intracelular en la célula T que conlleva 
la activación de las integrinas Po (Figura 19-50). Esas integrinas activadas permiten al linfo- 
cito T adherirse con fuerza a la célula presentadora de antígeno y permanece unido hasta 
que es estimulado completamente, que es cuando las integrinas vuelven a su estado inacti- 
vo y permiten la desadhesión del linfocio T. 


Las integrinas se agrupan formando fuertes adhesiones celulares 


Las integrínas, como otras moléculas de adhesión, difieren de los receptores de hormonas 
de la superbic ax y de otras moléculas de señalización solubles en que habitualmente 
además, en que se expresan enla superácie 
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Figura 19-50 Activación de la integrina 
cuando un linfocito Y entra en contacto 
con una célula presentadora de antígeno. 
A! principio, las dos células se adhieren de 
ferma débil mediante la unión de la integrina 
LFA1 de la célula T con la molécula de la 
superfamilia de las lgG ¡CAM situada en la 
membrana de la célula presentadora de 
antígeno. Si al mismo tiempo, el receptor de 
la célula T reconoce a su antígeno específico, 
presentado por la molécula MHC de la cálula 
presentadora de antígeno, se genera una 
respuesta intracelular desde el receptor de la 
célula T que activa la integrina LFA1. Como 
consecuencia de elfo, LFA1 se une más fuerte 
y persistentemente a ICAM, lo que da tiempo 
a la célula presentadora de antígeno a activar 
la célula Y y, por tanto, a provocar una 
respuesta inmune. (Adaptado de K. Murphy 
etal., Janeway's immunobiology, 7.2 ed, 

New York Garland Science, 2008.) 
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ejemplo del “principio Velcro” comentado anteriormente. La fuerza de la unión depende del 
agrupamiento de integrinas generando una placa a la cual están anclados mumerosos fila- 
mentos del citoesqueleto, como ocurre con los hemidesmosomas de la epidermis o en las 
adhesiones focales de un fibroblasto unido a la placa de cultivo. En las adhesiones focales, y 
es probable que en otras adhesiones entre célula y matriz dependientes de actina formadas 
por las células en un tejido normal, la activación de la pequeña GTPasa Rho participa en la 
maduración del complejo de unión promoviendo el agnipamiento de los filamentos de ac- 
tina y de integrinas en la región de contacto. Las integrinas mutantes que carecen de su cola 
intracelular no pueden conectar con filamentos del citoesqueleto, ni agruparse ni formar 
adhesiones fuertes. 


Las uniones a la matriz extracelular actúan a través de las integrinas 
controlando la proliferación y la supervivencia celulares 


Como ocurre con otras proteínas de adhesión, las integrinas hacen algo más que generar 
anclajes. También activan vías de señalización intracelular que permiten el control de casi 
todos los aspectos del comportamiento celular según la naturaleza de la matriz que envuel- 
ve la célula y del estado de la unión entre ellas. 

Estudios in vitro muestran que algunas células no pueden crecer ni proliferar a menos 
que estén unidas a la matriz extracelular, aunque hayan nutrientes y factores de crecimiento 
en el medio de cultivo. Algunos tipos celulares, entre los cuales se incluyen las células epite- 
liales, endoteliales y las fibras musculares, dependen incluso de esta unión a la matriz para 
poder sobrevivir. Cuando estas células pierden el contacto con la matriz, sufren una muerte 
celular programada o apoptosis. Esta dependencia de unión a sustrato para que la célula 
pueda crecer y sobrevivir se conoce como dependencia de anclaje, la cital está mediada 
principalmente por integrinas y por las señales intracelulares que éstas generan. Parece que 
esta dependencia de anclaje asegura que cada célula sobreviva y prolifere sólo cuando se 
encuentre en una situación apropiada. Las mutaciones que interrumpen o anulan esta forma 
de control, provocando que las células escapen de la dependencia de anclaje, son las que se 
observan en células cancerígenas y son las principales causantes de su carácter invasivo. 

La exrensión física de una célula sobre la matriz también ejerce una fuerte influencia 
sobre los eventos intracelulares. Las células que son obligadas a extenderse alo largo de una 
gran área, mediante la formación de muchas adherencias en sitios muy separados entre sí, 
sobreviven mejor y proliferan más rápido que las células que no están tan extendidas 
(Bigura 19-51). El efecto que estímula a una célula a extenderse facilita la regeneración de 
los tejidos después de una lesión. Por ejemplo, si se produce una pérdida de células en un 
epitelio, la propagación de las restantes células dentro del espacio dejado vacante ayudará a 
estas supervivientes a proliferarse hasta llenar el vacío. No está claro de qué forma una célu- 
la detecta que está extendida y ajusta su comportamiento según este grado de extensión, 
pero la capacidad de extenderse depende de las integrinas y las señales generadas por éstas 
en las regiones de adhesión deben participar en estos mecanismos. 

Lo que conocemos sobre la dependencia de anclaje y de los efectos de la extensión 
celular procede sobre todo de estudios realizados sobre células vivas en placas de cultivo re- 
cubiertas de una matriz. Para el caso de células de tejido conjuntivo, que normalmente están 
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Figura 19-51 importancia de la extensión 
de las células. En este experimento se 
muestra que el grado de extensión sobre 
el sustrato que alcanza una célula es 
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recubiertas de matriz por todas partes, este sistema se aleja de lo que ocurre in viva, ya 
que no es lo mismo andar sobre una llanura que trepar por una jungla. El tipo de contactos 
que establecen las células sobre un sustrato rígido no son los mismos que los que establecen 
en una red deformable de matriz extracelular y existen notables diferencias de cormporta- 
miento celular entre estos dos contextos. Mo obstante, es probable que en ambos casos se 
trate de los mismos principios básicos. Tanto ín vitro como in vivo, las señales intracelulares 
generadas en las regiones de adhesión célula-matriz mediadas por complejos moleculares 
organizados alrededor de las integrinas son cruciales para la proliferación y la supervivencia 
celulares, 


Las integrinas reclutan proteínas de señalización intracelular 
en regiones de adhesión célula-sustrato 


Los mecanismos por los cuales las integrinas envían la señal hacia el interior de la célula son 
complejos y diversos. Además, las integrinas y los receptores de señalización a menudo in- 
fluyen uno sobre el otro y pueden actuar conjuntamente regulando el comportamiento de la 
célula, como ya hemos indicado. Por ejemplo, la vía Ras/MAP-quinasa (véase Figura 15-61) 
puede ser activada tanto por receptores de señalización convencionales corno por integri- 
nas, pero a menudo las células requieren ambos tipos de estimulación simultáneamente 
para que se induzca su proliferación. Las integrinas y los receptores de señalización conven- 
cionales también cooperan en la activación de vías similares que promueven la superviven- 
cia celular (tratado en los Capítulos 15 y 17). 

Una de las formas de señalización mejor estudiadas de la integrina es la que depende de 
una proteína quinasa citoplasmática denominada quinasa de las adhesiones focales (FAK: 
focal adhesion kinase). A menudo, en las células en cultivo, estas adhesiones focales constitu- 
yen los principales lugares de fosforilación de residuos de tirosina (véase la Figura 19-524); la 
FAK es una de las proteínas más fosforiladas en estos residuos. Simultáneamente a la agru- 
pación de integrinas en los lugares de contacto entre la célula y la matriz, FAK es reclutada en 
las adhesiones focales mediante proteínas intracelulares de anclaje corno la talina (que se 
une ala subunidad $B de la integrina) o la paxilina (que se une a un tipo de subunidad a de la 
integrina). Una vez reclutadas, las moléculas FAK se autofosforían en tuu residuo específico 
de tirosina y generan un lugar en el que se puedan anclar proteínas de la familia Sre de tico- 
sina quinasas citoplasmáticas. Estas quinasas fosforilan nuevos residuos de tirosina tanto en 
FAK como en otras proteínas de las adhesiones focales generando nuevos puntos de recono- 
cimiento para numerosas proteínas señalizadoras citoplasmáticas. De esta manera, la señal 
se transmite al interior celular (como se describió en el Capítulo 15). 

Una manera de estudiar la función de FAK es analizar las adhesiones focales en células 
de ratones mutantes que no presentan esta proteína. Los fibroblastos de estos ratones 
siguen siendo capaces de adherirse a la fibronectina y formar adhesiones focales pero, de 


Figura 19-52 Adhesiones focales y papel 
de la quinasa de adhesión focal (FAK). 

(A) Un fibroblasto cultivado en un sustrato 
recubierto de fibronectina y marcado con 
anticuerpos fluorescentes: en verde se 
marcan los filamentos de actina; en rojo 

las proteínas activadas que contienen 
fosfotirosina, y en naranja las localizaciones 
donde ambos componentes coinciden. 

Los filamentos de actina terminan en las 
adhesiones focales, donde las células se 
adhieren al sustrato mediante integrinas. 
Las proteínas que contienen fosfotirosina 
también se concentran en estos puntos, 

lo cual refleja una activación local de FAK 

y de otras proteínas quinasa. Las señales 
generadas en estos puntos de unión 
participan en la regulación de la división 
celular, en el crecimiento y en la 
supervivencia. (B, C) La influencia de FAK 

en la formación de las adhesiones focales 

se demuestra comparando fibroblastos 
normales con deficientes en FAK y mediante 
el uso de anticuerpos contra vinculina para 
detectar las adhesiones focales, (8) Los 
fibroblastos normales presentan un menor 
número de adhesiones focales y se extienden 
tras 2 horas en cultivo. (() En el mismo punto, 
los fibroblastos deficientes en FAX muestran 
más adhesiones focales y no están 
extendidos. (A, por cortesía de Keith 
Burridge; B, €, de D. ilic et al., Nature 377: 
539-544, 1995, Conla autorización 

de Macmillan Publishers Lid.) 
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(2) 
fibroblasto deficiente para FAK 
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forma sorprendente, el número de estas adhesiones es más bien elevado, con lo que se re- 
duce el estiramiento de las células y su migración (Figura 19-52B y C). Este inesperado re- 
sultado indica que FAK está involucrada habitualmente en la desorganización de las 
adhesiones focales, función que resulta decisiva para la migración celular. Numerosos tipos 
de células cancerosas presentan elevados niveles de FAK, lo que explicaría por qué son más 
móviles que sus homólogas no cancerosas, 


Las integrinas pueden producir efectos intracelulares localizados 


A través de FAK o por otras vías, las integrinas activadas, al igual que otros receptores de 
señal, pueden inducir respuestas generales entre las que a menudo se incluye la expresión 
génica. Pero las integrinas están especialmente habilitadas para estimular cambios locales 
en el citoplasma cerca del contacto célula-matriz, Ya se mencionó un ejemplo importante al 
describir la polaridad celular epitelial: la lárnina basal dirige la organización apicobasal de 
las células epiteliales a través de las integrinas. 

Los efectos locales intracelulares pueden ser un rasgo común de la señalización me- 
diada por proteínas transmembrana de adhesión celular en general. Por ejemplo, durante el 
desarrollo del sistema nervioso, los conos de crecimiento de un axón están guiados princi- 
palmente por respuestas locales a señales de atracción (y repulsión) del entorno, las cuales 
son reconocidas por proteínas transmemnbrana de adhesión celular, tal como se describe en 
el Capítulo 22. Parece que los efectos primarios de las proteínas de adhesión se deben a la ac- 
tivación de vías de señalización intracelular que actúan de forma local en el cono de creci- 
miento más que a través de la misma adhesión intercelulax o por señales dirigidas al cuerpo 
celular. Por ejemplo, a través de la activación local de la Rho (véase los Capítulos 15 y 16), las 
proteínas transmembrana de adhesión pueden controlar la motilidad y guiar el desplaza- 
miento. En esta y en otras vías, casi todas las clases de moléculas de adhesión intercelular y 
célula-matriz mencionadas, entre las que se encuentra la integrina, son utilizadas para la guía 
del crecimiento axónico en el desarrollo del sisterna nervioso. 

La Tabla 19-5 resume las categorías de moléculas de adhesión que se han tratado en es- 
te capítulo. En la siguiente sección, volveremos a las moléculas de adhesión de membrana 
celular para describir en detalle la matriz extracelular que envuelve a los tejidos conjuntivos. 


Tabla 19-5 Familias de moléculas de adhesión 


A hesión célula-célula: 


- Cadherinas clásicas... ENMPWE sí homefílica ' filamentosdeactina. 
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Miembros de la familia lg N-CAM, ICAM no ambos desconocida sinapsis neuronales 
e inmunalégicas 
Selectinas fexclusivamente — L-,E-y sí heterofílico filamentos de actina (ninguna estructura de 
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Resumen 


Las integrinas son los receptores principales que utilizan las células animales para adherirse a la 
matriz extracelular. Actúan como conectores trarsmembrana entre la matriz extracelular y el cito- 
esqueleto, normalmente uniéndose a actina aunque también pueden unirse a filamentos interme- 
dios en el caso de integrinas especializadas localizadas en los hemidesmosomas. Las integrinas son 
moléculas heterodiméricas cuya nión al ligando está asociada a cambios sustanciales en su con- 
formación. Este fenómeno genera una asociación alostérica entre la unión a matriz en el exterior de 
la célula y la unión al citoesqueleto en el interior, permitiendo a la integrina transmitir la señal en 
ambos sentidos a través de la membrana plasmática, tanto de dentro a fuera como de fuera a den- 
ro de la célula. La unión de talina, una proteína intracelular de anclaje, a la cola de una molécula 
de integrina produce que esta última pase a una conformación extendida, incrementando así su 
afinidad para ligandos extracelulares. Por el contrario, la unión a un ligando extracelular mediante 
el mismo cambio conformacional, induce a la unión a talina y, por tanto, a la unión al citoesquele- 
10 de actina. Se organizan complejos agrupamientos de proteínas alrededor de las colas intracelu- 
lares de las integrinas que producen señales que pueden influir en casi todos los aspectos del 
comportamiento celular, desde la proliferación y supervivencia celulares, como es el casa del fenó- 
meno de dependencia de anclaje, hasta la polaridad celular y la guía en los diversos procesos de la 
migración celular. 


MATRIZ EXTRACELULAR DE LOS TEJIDOS 
CONJUNTIVOS ANIMALES 


Como se ha indicado, la lámina basal es el ejemplo que sirve de arquetipo de la matriz ex- 
tracelular, común en la mayoría de animales phuricelulares y tua característica esencial de 
los tejidos epiteliales. En esta sección trataremos las variadas formas de matriz extracelular 
que se encuentran en los tejidos conjuntivos (Figura 19-53). En estos tejidos, la matriz sue- 
le ser más abundante que las células, a las que rodea compleramente y determina las pro- 
piedades físicas del tejido. 

No existen muchas diferencias en cuanto a las clases de macromoléculas que constitu- 
yen la matriz de los tejidos animales, ni en la lámina basal ni en otras formas de la matriz. Sin 
erpbazrgo, si consideramos las cantidades relativas de cada una de estas clases de macromo- 
léculas o sus patrones de organización en el contexto de la matriz extracelular, existe una 
sorprendente diversidad de materiales. La matriz puede calcificarse, formando estructuras 
duras como en el hueso o el diente, ser una sustancia transparente, coro sucede en la cór- 
nea, o constituir organizaciones semejantes a tensores, las cuales dan a los tendones su 
enorme resistencia a la tracción. Así, la matriz extracelular es la que forma la gelatina de las 
medusas o el caparazón duro de un escarabajo o de una langosta, WMás aún, la matriz extra- 
celular es más que un mero armazón que confiere un soporte físico, ejerce un papel activo y 
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Figura 19-53 Tejido conjuntivo subyacente 
aun epitelio. Este tejido contiene diversas 


y componentes de la matriz. El tipo 
celular predominante broblasto, el 
cual secreta una matriz extracelular 
abundante. 


MATRIZ EXTRACELULAR DE LOS TEJIDOS CONJUNTIVOS ANIMALES 


Esta sección se centrará en el estudio de la matriz extracelular de los tejidos conjuntivos 
de los vertebrados, pero todas las diferentes formas de la matriz tenen un papel importan- 
te en la mayoría de los organismos pluricelulares. Como ejemplos podríamos citar las cutí- 
culas de los gusanos y de los insectos, las conchas de los moluscos, las paredes celulares de 
los hongos y, como describiremos más adelante, las paredes celulares de los vegetales. 


La matriz extracelular está producida y orientada por las células 
incluidas en ella 


En general, las macromoléculas que constituyen la matriz extracelular son producidas local- 
mente por las células incluidas en la matriz. Tal como se analizará más adelante, estas célu- 
las también contribuyen a organizar la matriz, ya que la orientación de su citoesqueleto 
controlará la orientación de la matriz que éstas produzcan. En la mayor parte de los diferen- 
tes tipos de tejido conjuntivo, estas macromoléculas son secretadas sobre todo por los 
fibroblastos (Figura 19-54). Sin embargo, en algunos tejidos conjuntivos especializados, ta- 
les como el cartílago y el hueso, son secretadas por células emparentadas con los fi- 
broblastos pero que reciben denominaciones específicas, como son los condroblastos en el 
caso del cartílago y los osteoblastos en el hueso. 

Como en el caso de la lámina basal, las dos principales clases de macromoléculas que 
constituyen la matriz en los tejidos conjuntivos son: (1) cadenas de polisacáridos del tipo de 
los glucosaminoglucanos (GAG), los cuales normalmente se hallan unidos a proteínas me- 
diante enlaces covalentes formando proteoglucanos, y (2) proteínas fibrosas, entre las que 
se encuentra la colágena. Más adelante comprobaremos que todos los componentes de ambas 
clases presentan una gran variedad de formas y tamaños. 

En el tejido conjuntivo, por lo general las moléculas de proteoglucanos forman una 
“sustancia fandamental” altamente hidratada y parecida a un gel, en la que están embebidas 
las proteínas fibrosas. El gel de polisacárido opone resistencia a las fuerzas de compresión 
que afectan a la matriz, al tiempo que facilita la rápida difusión de nutrientes, metabolitos y 
hormonas entre la sangre y las células que forman los tejidos. Por su parte, las fibras de colá- 
gena refuerzan la matriz y colaboran en su organización, mientras que otras proteínas 
fibrosas corno la elastina le confieren elasticidad. Finalmente, hay que señalar que muchas 
proteínas de la matriz facilitan la migración, el anclaje y la diferenciación celulares en las lo- 
calizaciones adecuadas. 


Las cadenas de glucosaminoglucanos (GAG) forman geles 
hidratados y ocupan grandes volúmenes 


Los ghucosaminoglucanos (GAG) son cadenas de polisacáridos no ramificadas, compuestas 
por unidades repetidas de disacáridos, Se denominan GAG debido a que en estos disacári- 
dos uno de los residuos es siempre un aminoazúcar (V-acetilglucosarmina o N-acetilgalac- 
tosamina), que en la mavoría de los casos se encuentra sulfatado. Habitualmente, el segundo 
residuo es un ácido urónico (glucurónico o iduránico). Debido a la presencia de grupos sul- 
fato o carboxilo, la mayoría de los residuos glucídicos de los glucosaminoglucanos presentan 
una gran carga negativa (Figura 19-55) constituyendo Ja mayoría de las moléculas de carác- 
ter aniónico sintetizadas por la célula animal. En función de dichos restos glucídicos, el ípo 
de enlace que se produce entre ellos y el número y localización de los grupos sulfato, se pue- 
den distinguir cuatro grupos principales de GAG: (1) el ácido hialurónico, (2) el condroitín 
sulfato y el dermatán sulfato, (3) el heparán sulfato y (4) el queratán sulfato. 
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Figura 19-54 Fibroblastos en el tejido 
conjuntivo. Esta imagen de microscopía 
electrónica de barrido muestra el tejido 
constituyente de la cómea de rata. La matriz 
extracelular que rodea los fibrobiastos se 
cormpone mayoritariamente de fibrillas 

de colágena. Las glucoproteínas, el ácido 
hialurónico y los proteoglucanos, que por 
lo general forman un gel hidratado 

que ocupa los intersticios de la red fibrosa, 
son digeridos mediante tratamientos 
enzimáticos y soluciones ácidas, (De 

T. Nishida et al. invest. Ophthalmaol. Vis. Sci. 
29:1887-1890, 1988. Con autorización 

de la Association for Research in Vision 
and Ophthalmology.) 


Figura 19-55 Secuencia repetida de 
disacáridos de la cadena de un 
glucosaminoglucano (GAG) de tipo 
heparán sulfato, Estas cadenas pueden 
llegar a estar constituidas por 200 residuos 
de azúcar, pero lo norma! es que contengan 
unos 109, Báste una gran densidad de cargas 
negativas a lo largo de la cadena debido a la 
presencia de grupos sulfato y carboxilo. 
Todos los proteoglucanos de la lá: 


ina basal 
(pertecano, distroglucano y colágena de tipo 
XVI) contienen GAG de tipo h 
Aquí se muestra la molécula 
máximo de grupos sulfato. Ín vive 


ión de £ ss stllíaro > 


nás del 70% de sulfaración y 
sulfato menos del 50%. 


4 
i 
1 
¿ 


e 


1180 — Capítulo 19: Uniones celulares, adhesión celular y matriz extracelular 


Las cadenas de polisacáridos son demasiado rígidas para plegarse formando estructu- 
ras globuleres cormpactas coro las que constituyen las cadenas polipeptídicas, siendo, ade- 
más, muy hidróblas. Así pues, los GAG tienden a adoptar conformaciones muy extendidas 
que ocupan un gran volumen en relación a su masa (Figura 19-56) y forman geles incluso a 
concentraciones muy bajas. Normalmente, el peso de los GAG en el tejido conjuntivo no re- 
presenta más del 10% del peso del total de las proteínas fiíbrosas pero, debido a que forman 
geles hidratados porosos, las cadenas de GAG ocupan le práctica totalidad del espacio ex- 
tracelular. La elevada densidad de carga negativa que presentan es la causa de la captación 
de numerosos cationes, sobre todo Na* que, debido a su actividad osmótica, dan lugar a la 
acumulación de grandes vohímenes de agua en la matriz. Este hecho produce una presión 
de hinchamiento o turgencia que capacita a la matriz para oponerse a las fuerzas de corm- 
presión (en contraste con las £bras de colágena, que se oponen a las fuerzas de tracción). 
Por ejemplo, gracias a este mecanismo la matriz cartilaginosa que recubre la articulación de 
la rodilla puede soportar presiones de cientos de atmósferas. 

Defectos en la producción de GAG pueden afectar a muchos sisternas corporales. En 
una rera enfermedad genética humana, por ejeraplo, hay una grave deficiencia en la síntesis 
de disacáridos del tipo de los dermatán sulfato. Los individuos afectados son enanos, enve- 
jecen de forma prematura y tienen defectos generalizados en la piel, en las articulaciones, en 
la musculatura y en los huesos. En invertebrados, vegetales y hongos, los principales consti- 
tuyentes de la estructura de la matriz extracelular son otros pos de polisacáridos. Así, corno 
veremos más adelante, en las plantas superiores las cadenas de celulosa (poliglucosa) se em- 
paquetan densamente formando estructuras cristalinas que, a modo de cintas, constituyen 
el principal componente de la pared celular. En insectos, crustáceos y otros artrópodos, la 
quitina (poli-N-acetilglucosamina) constituye el principal componente del citoesqueleto. 
Los hongos tarabién utilizan principalmente la quítina para formar sus paredes. En conjun- 
to, la celulosa y la quitina son los biopolímeros más abundantes de la Tierra. 


El ácido hialurónico actúa como relleno y facilita la migración 
celular durante la morfogénesis y la reparación de los tejidos 


El ácido hialurónico (también denominado hialuronato o hialuronano) es el GAG de es- 
tructura molecular más sencilla (Figura 19-57). Consta de una secuencia repetida de hasta 
25.000 wmidades de disacáridos. Se encuentra en proporciones variables en todos los tejidos 
y Huidos de los animales adultos, aunque es especialmente abundante en los primeros esta- 
dios embrionarios. Su estructura no es la típica de la mayoría de los GAG ya que, a diferencia 
de ellos, no contiene azúcares sulfatados, todos sus disacáridos son idénticos, la longitud de 
su cadena es enorme y, habitualmente, no están unidos de forma covalente a proteínas. 
Además, mientras que los otros GAG son sintetizados dentro de la célula y secretados por 
exocitosis, la cadena de ácido hialurónico crece en la superficie celular mediante un con 
plejo enzimático integrado en la membrana plasmática. 

Se cree que el ácido hialurónico actúa ofreciendo resistencia a las fuerzas compresivas 
en los tejidos y árticulaciones. También tiene ma función importante durante el desarrollo 
embrionario como ocupante de espacio y puedo ser imtilizado para forzar un cambio en la 


forraa de una estructura, ya que una pequeña cantidad del polímero, una vez hidratado, se- 


expande ocupando un gran vobunen (véase Figura 19-56). El ácido hialurónico sinietizado 
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Figura 19-56 Dimensiones y volúmenes 
relativos ocupados por diversas 
macromoléculas. El esquema muestra 
varias proteínas, una partícula de 
glucógeno y una molécula hidratada 

de ácido hialurónico. 


Figura 19-57 Secuencia repetida de 
disacáridos en el ácido hiahurónico, 

un GAG relativamente sencillo. 

Esta molécula tibicua de organismos 
vertebrados está constituida por ina larga 
cadena de unos 25.000 residuos de azúcar. 
érvese la ausenda de grupos sulfato, 
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localmente a partir de la cara basal de un epitelio puede deformar este epitelio y generar 
espacios libres debajo de él por el que las células pueden migrar con facilidad. Por ejemplo, 
en la formación del corazón, la síntesis de ácido hialurónico actúa de este modo facilitando 
la formación de las válvulas y de los septos que separan las cámaras cardíacas. En otros rmu- 
chos órganos se producen procesos similares a éste. Cuando finaliza la migración celular, el 
exceso de ácido hialurónico es degradado por la enzima hialuronidasa. El ácido hialurónico 
también se sintetiza en grandes cantidades durante la cicatrización de las heridas y también 
es un constituyente importante de los fluidos articulares, donde actúa como un hibrificante. 

Muchas de las funciones del ácido hialurónico dependen de las interacciones específicas 
que establece con otras moléculas, entre las que se encuentran proteínas y proteoglucanos. 
Algunas de estas moléculas son constituyentes habituales de la matriz extracelular, mien- 
tras que otras sor componentes integrales de la superficie celular. 


Los proteoglucanos están compuestos por cadenas de GAG 
unidas covalentemente a una proteína central 


Con la excepción del ácido hialurónico, los demás GAG se encuentran unidos covalen- 
temente a una proteína y constituyen los denominados proteoglucanos, sintetizados por la 
mayoría de células animales. Los ribosomas unidos a membrana sintetizan la cadena poli- 
peptídica de los proteoglucanos o proteína central, acumulándose en la huz del retículo en- 
doplasmático, mientras que la unión de las cadenas de polisacárido a la proteína central tiene 
lugar sobre todo en el complejo de Golgi antes de ser liberados hacia el exterior de la célula 
mediante exocitosis. En primer lugar, se une un telrasacárido de unión específico a un resto 
de serina de la proteína central, que actúa comio un cebador del crecimiento de la cadena de 
polisacárido y, a continuación, se añaden de forma individual los residuos glucídicos me- 
diante glucosiltransferasas específicas (Figura 19-58). Mientras permanece en el complejo 
de Golgi, muchos de sus residuos glucídicos son modificados covalentermente mediante una 
serie de reacciones que tienen lugar de manera secuencial y coordinada. Así, mediante epi- 
merización se altera la configuración de los sustituyentes, en tomo a determinados átomos de 
carbono de la molécula glucídica, y mediante sulfatación se incrementa la carga negativa. 

En general, los proteoglucanos se diferencian de otras glucoproteínas por la naturaleza, 
la cantidad y la organización de sus cadenas glucídicas laterales de las que, por definición, al 
menos una de ellas ha de ser un GAG. Mientras que las glucoproteínas contienen entre un 1% 
y un 60% en peso de carbohidratos, y normalmente sólo 1 pegueño porcentaje en forma de 
numerosas cadenas ramificadas de oligosacáridos relativamente cortas, los proteoglucanos 
contienen hasta un 95% en peso de carbohidratos, por lo general en forma de una larga ca- 
dena de GAG no ramificada, formada por unos 80 residuos glucídicos. 

En principio, los proteoglucanos poseen una heterogeneidad potencial casi ilimitada. 
Cada tipo de proteína central varía en gran medida tanto en el número como en el tipo de 
cadenas de GAG que se unen a ella. Además, en cada GAG el patrón repetitivo de los disacá- 
ridos puede ser modificado por una compleja distribución de grupos sulfato. Por último, 
existe una gran diversidad de proteínas centrales aunque muchas de ellas comparten domi- 
nios característicos como el dominio LINK, que interviene en las uniones a GAG. 
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Figura 19-53 Unión de una cadena de GAG 
ala proteína central de una molécula de 
proteoghicane, En primer lugar se establece 
un enface especifico entre un tetrasacárido 
y un residuo de serna. En la mayoría de los 
casos no está claro cómo se selecciona el 


- residuo de serina, pero parece que es más 


importante la conformación local de la 
proteína que una deterninada secuendia 
de aminoácidos. Á continuación se sintetiza 
el resto de la cadena de GAG, constituida 
principalmente por la repetición de un 
disacárido, que se van añadiendo resto a 
resto, Endos condrottín sulfatos, el disacárido 
está compuesto por ácido p-ghucurónico 

y Nacetii-o-galactosemina; en los heparán 
sulfatos por o-glucosamina lo ácido 
iidurónico) y Ahacetil-o-glucosamina; 

en el queratán sulfato por D-gslactosa 

y Hace j mina. 
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DECORINA . AGRECANO RIBONUCLEASA 
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Figura 19-59 Ejemplos de un proteoglucano 
Los proteglucanos pueden constituir enormes moléculas. Baste citar como ejernplo que pequeño (decorina) y uno de gran tamaño 
el proteoglucano agrecano, componente principal del cartílago, tiene una masa de alrededor (agrecano) que pueden localizarse en la 
de 3 x 108 daltons y está compuesto por más de 100 cadenas de GAG. Sin embargo, otros. Matrizextracelular. Se han comparado 


con una glucoproteína típica de secreción, 
la ribonucleasa B pancreática. Los tres están 
dibujados a escala. La proteína central del 


proteoglucanos son mucho rmiás pequeños, ya que sólo tienen entre 1 y 10 cadenas de GAG. 
Es el caso de la decorina, secretada por los fibroblastos y que tiene una sola cadena de GAG 


(Figura 19-59). Esta proteína seune a fibras de colágena y regula el ensamblaje y el diáme- agrecano y de la decorína tiene cadenas de 
tro de estas fibras. Los ratones deficientes en decorina presentan una piel frágil con una oligosacáridos y cadenas de GAG, pero no 
resistencia mecánica reducida. Los GAG y diferentes tipos de proteoglucanos pueden aso- se representan en la figura. El agrecano 
ciarse en la matriz extracelular formando complejos más largos. Por ejemplo, las moléculas está constituido por unas 100 cadenas de 


condrointín sulfato y unas 30 cadenas de 


de agrecano se unen a ácido hialurónico de la matriz extracelular para formar agregados tan y y 
queratán sulfato unidas a una proteína 


grandes como una bacteria (Figura 19-60). Además, aparte de asociarse entre ellos, los GAG ee ] 

e Z ' E central rica en serina de unos 3000 
y los proteoglucanos se asocian a DESTemoS fibrosas de mabriz, tales como la colágena, y a a minoscidos La detodía decora” 
entramados de proteína, como la lámina basal, generando compuestos extremadamente la superficie de las fibrillas de colágena, 
complejos (Figura 19-61). de aquí su nombre. 
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Figura 19-650 Agregacio de agrecanos procedentes de cartílago fetal bovino. (A) imagen obtenida mediante microscopía electrónica 
de transmisión de un agregado de agrecanos sombreado con platino. También pueden observarse muchas moléculas libres del agrecano, 
(8) Esquema del enorrne agregado de agrecanos mostrado en (A). Está constituido por unos 100 monómeros de agrecano (cada uno de 
Jos cuales es como el rnostrado en la Figura 39-59) unidos de forma no-covalente a una cadena de ácido hialurónico a través del dominio 
N-erminal de la protelna central Una proteína de unión se une a la proteína central del proteoglucane y a la cadena de ácido hialurónico, 
a 


estabilizando asi el agregado. Las proteínas de nión son miembros de la familia de las proteínas de unión a ácido hialurónico, algunas de 
las cuales son proteínas de superficie celular. El peso molecular de un complejo como éste es de 10% daltons o más y ocupa un volumen 
equivalente al deuna bacteña, que es aproximadamente de unos 2 x 10712 co? (A, cortesía de Lawrence Rosenberg.) 
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0,5 um 


Los proteoglucanos pueden regular las actividades 
de las proteínas secretadas 


Los proteoglucanos son tan diversos en su función como lo son en sus características quí- 
micas y estructurales. Por ejemplo, sus cadenas de GAG pueden formar geles de poro y den- 
sidad de carga variables, por lo que podrían intervenir como filtro selectivo en la regulación 
del tráfico de moléculas y de células, seleccionándolas en función de su tamaño y carga, tal 
como sucede en la gruesa lámina basal del glomérulo renal (véase p. 1167). 

Los proteoglucanos desempeñan un papel importante en la señalización química entre 
las células, ya que se unen a diversas moléculas de señalización tales como factores de cre- 
cimiento proteicos, controlando su difusión a través de la matriz, su rango de acción y su 
tiempo de vida, o inhibiendo su actividad señalizadora. Así, por ejempio, el factor de creci- 
miento fibroblástico (FGF: fibroblast growth factor) que, entre otros efectos estimula la 
proliferación de varios tipos celulares, se une a las cadenas de heparán sulfato de proteo- 
glucanos, las cuales inducen la oligomerización del factor facilitando así la activación de sus 
receptores tirosina quinasa transmembrana (véase la Figura 15-544). En respuestas infla- 
matorías, los proteoglucanos heparán sulfato inmovilizan las quimioquinas, moléculas qui- 
miotácticas secretadas (tratadas en el Capítulo 25) en la superficie endotelial de los vasos 
sanguíneos en el lugar de inflamación. Esto permite a las quimioquinas permanecer duran- 
te un tiempo prolongado estimulando a los leucocitos a abandonar el flujo sanguíneo y mi- 
grar hacia el tejido inflamado. En la mayoría de los casos, las moléculas de señalización se 
unen alas cadenas delos GAG de los proteoglucanos, aunque esto no siempre sucede así. En 
efecto, algunos miembros de la familia del facior de crecimiento iransformante PB (TGE-P: 
transformig growth factor fB) se unen a las proteínas centrales de varios proteoglucanos de la 
matriz, incluyendo la decorina. En este caso, la unión a la decorina inhibe la actividad del 
factor de crecimiento. Moléculas simples, incluyendo TGF-f, pueden también unirse a pro- 
teínas fíbrosas de la matriz, como es el caso del factor de crecimiento vascular endotelial 
(VEGF. vascular endothelial growth factor), el cual se une a bronectina. 

Los proteoglucanos también se unen y regulan las actividades de otros tipos de proteínas 
de secreción, tales como enzimas proteolíticas (proteasas) y sus inhibidores, participando de 
este modo en el control tanto del ensamblaje como de la degradación de otros componentes 
de la matriz extracelular, entre los que se encuentra la colágena. E 


Los proteoglucanos localizados en la superficie celular 
actúan como correceptores 


No todos los proteoglucanos son componentes de matriz extrecelular que han sido secreta- 
dos. Algunos de ellos son componentes integrales de las mmembranas plasmáticas y Genen su 

oroteína central insertada en la bicapa lipidica o unida a ésta mediante un anclaje de gluco- 
sil fosfatidil inositol (GPL glycosylphospharidylinositol). Algunos de estos proteoglucanos 
de merbrana achían como correceptores que colaboran con proteínas receptoras de la su- 
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Figura 19-61 Proteoglucanos de la matriz 
extracelular del cartílago de rata. El tejido 
fue congelado rápidamente a -196 “C y a 
continuación fue fijado y contrastado en 
estas condiciones (método denominado 
de congelación-sustitución) para evitar el 
colapso de las cadenas de GAG. En esta 
fotografía, obtenida mediante microscopía 
electrónica de transmisión, las moléculas de 
proteoglucano se pueden observar como 
una fina red filamentosa que contiene una 
fibrilla de colágena, en la que pueden 
distinguirse bandas. Las regiones más 
contrastadas de los proteoglucanos 
corresponden a las proteínas centrales, 
mientras que las que muestran una menor 
intensidad corresponden a las cadenas 

de glucosaminoglucanos. (Reproducido 
de E.B. Hunziker y R.K. Schenk, J, Cell Biol. 
98: 277-282, 1984, Con autorización de 
The Rockefeller University Press.) 
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Tabla 19-6 Algunos AOS comunes 


: . PROTEOGLUCANO 


Agrecano 210.000 condroitín sulfato -330 cartílago soporte mecánico; forma 
+ queratán sulfato grandes agregados con 
(en cadenas separadas) el ácido hialurónico 
Betaglucano 36.000 condroitín sulfato! 1 superficie celular se une aTGFP 
dermatán sulfato y matriz 
Decorina 40.000 condroitín sulfato/ 1 amplia distribución en se unea fibrillas de colágena 
dermatán sulfato tejidos conjuntivos de tipa 1 y a TGF 
Perlecano 600.000 heparán sulfato 2-15 láminas basales funciones estructural y filtradora 
en la lámina basal - 
Sindecano-1 32.000 condroitín sulfato 1-3 superficie celular adhesión celular; se une a FGF 
+ heparán sulfato y aotros factores 
len cadenas separadas) de crecimiento 
Dally (en 60.000 heparán sulfato 233 superficie celular correceptor para las GUESS 
Drosophila) de señalización Wingless 
y Decapentaplegic . 


perficie celular. Además, algunos de los receptores convencionales disponen de una o más 
cadenas de GAG, por lo que también son proteoglucanos. 

Entre los proteoglucanos de membrana mejor caracterizados se encuentran los sinde- 
canos, los cuales presentan una proteína central transmembrana cuya región intracelular in- 
teracciona con el citoesqueleto de aciina y con moléculas señalizadoras en la corteza celular. 
Los sindecanos se encuentran en la superficie de muchos tipos celulares, incluyendo fibro- 
blastos y células epiteliales. En los Tibroblastos, los sindecanos también se encuentran en las 
adhesiones célula-metriz, dende modulan la actividad de Jas integrinas al interaccionar con 
la Sbronectina en la superficie celular, y con el ciroesqueleto y con otras proteínas de seña- 
lización en el interior de la célula. Por otra parte, los sindecanos tembién se unen a los EGE 
presentándolos alos receptores de FGF de la misma célula. De un modo parecido, otro pro- 
teoglucano de membrana, denominado betaglucano, se une al TGF-B presentándolo a sus 
receptores específicos. 

La importancia de los proteoglucanos como acusan reguladores de la dis- 
tribución y actividad de moléculas señalizadoras se demuestra en los graves defectos en el 
desarrollo que se producen cuando determinados proteoglucanos se inactivan mediante 
una mutación. En Drosophila, por ejernplo, los productos de los genes Dally y Dally-like, que 
codifican miembros de la familia de los glupicanos, con cadenas heparán sulfato, son nece- 
sarios para la señalización de al menos cuatro de las principales proteínas de señalización 
que dirigen la organización del embrión: Wingless, Hedgehog, FGF y Decapentaplegic 
(Dpp); tal como se tratará en el Capítulo 22. Para algunas de estas vías de señalización, las : 
mutaciones en Dally o Dally-like presentan los mismos efectos de las mutaciones en genes 
que codifican estas proteínas de señalización. 

En la Tabla 19-65 se resume la estructura, la función y la localización de algunos de los 
proteoglucanos tratados en este capítulo. 


Las colágenas son las principales proteínas de la matriz extracelular 


Las proteínas fibrosas, corno componentes de la marmz extracelular, no son menos impor- 
tantes que los proteoglucanos. Entre las más destacadas encontramos las colágenas, una fa- 
milia de proteínas fibrosas que se encuentran en todos los animales pluricelulares. Son. 
secretadas en grandes cantidades por las células del tejido conjuntivo y por otros muchos tipos 
celulares pero en menor cantidad. Son los componentes más abundantes de la piel y de los 
huesos, por lo que son las proteínas más abundantes de los rnamiferos, en los que constítu- 
yen el 25% de la masa total de proteína. ? . 

Las características fundamentales de las moléculas de colágena son su longitud, su rigidez 
y su estructura helicoidal trimérica, en la cual tres polipéptidos de colágena, denominados 
cadenos a, se ensollan sobre sí mismos formando una superbélice Bliforme (Figura 19-62). 
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Figura 19-62 Estructura de una molécula típica de colágena. (A) Modelo de una 
región de una cadena O. de colágena en la que cada aminoácido está representado 

por una esfera. La cadena contiene alrededor de 1000 residuos de aminoácido y está 
estructurada como una hélice levógira de tres residuos de aminoácido por vuelta, de Jos 
que el tercero es una glicina. Por lo tanto, cada cadena a está constituida por secuencias 
Gly-XY, donde X e Y pueden ser cualquier aminoácido (aunque habitualmente X es una 
prolina e Y una hidroxiprolina). (B) Modelo de una zona de la molécula de colágena en 
la que las tres cadenas a, cada una de ellas representada en un color distinto, están 
enrolladas entre sí dando lugar a una triple hélice. La glícina es el único aminoácido 

lo bastante pequeño para ocupar la pequeña región central de la triple hélice. 

Sólo se muestra una pequeña parte de la molécula, ya que su longitud total es de unos 
300 nm de longitud. (Esquema realizado a partir del modelo propuesto por 8.L. Trus.) 


Las colágenas son muy ricas en prolina y glicina, las cuales son importantes enla formación 
de la hélice trimérica. Gracias a su estructura anular, la prolina estabiliza la conformación 
helicoidal en cada una de las cadenas a, mientras que la glicina se encuentra espaciada re- 
gularmente, cada tres residuos de aminoácido, a lo largo de la región central de las cadenas 
o. Al ser el aminoácido más pequeño (sólo tiene un átomo de hidrógeno como cadena late- 
ral), la glicina favorece un denso empaquetamiento de las tres cadenas a formando la su- 
perhélice de colágena. 

El genoma humano contiene 42 genes distintos que codifican diferentes cadenas a de 
colágena, expresándose diversas combinaciones de estos genes en los diferentes tejidos. 
Aunque, en principio, a partir de varias combinaciones de las 42 cadenas a se podrían 
formar miles de moléculas distintas de colágena de triple hélice, sólo es posible un núme- 
ro limitado de combinaciones triméricas. De hecho, sólo se han idenúñcado menos de 
40 tipos de moléculas de colágena. Las de tipo 1 son, con diferencia, las más comunes y 
constituyen la principal colágena de la piel y del hueso. Pertenecen a la clase de colágenas 
fibrilares, o colágenas formadoras de fibrillas, cuya larga estructura Mbrosa presenta pocas 
interrupciones o incluso ninguna. Una vez secrerados al espacio extracelular. estos tipos 
moleculares se organizan formando unos polímeros altamente ordenados denominados 
fibrillas de colágena. Son estrucuuras delgadas (entre 10 y 300 nm de diámetro) que, en teji- 
dos maduros, alcanzan una longitud de varios cientos de micrómetros y es fácil distinguir- 
las con el microscopio electrónico (Figura 19-63; véase también la Figura 19-61). Por lo 
general, las fibrillas de colágena se agregan formando haces, con diámetros que alcanzan 
algunos micrómetros, por lo que pueden observarse con el microscopio óptico como fibras 
de colágena. 

Los tipos IX y Xl son las denominadas colágenas asociadas a fibrillas, ya que decoran la 
superficie de las fibrillas de colágena. Se supone que unen a las fibrillas entre sí y a otros 
componentes de la matriz extracelular. Por su parte, el tipo IV, tal como ya hemos comentado, 
es una colágena formadora de redes, mientras que las moléculas de tipo VI forman dímeros 
que se ensamblan constituyendo estructuras especializadas denominadas fibras de anclaje. 
Estas fibras intervienen en la fijación de la lámina basal de los epitelios pluriestratificados al 
tejido conjuntivo subyacente, razón por la que son especialmente abundantes en la piel 
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Figura 19-63 Un fibroblasto rodeado por 
fibrillas de colágena en el tejido conjuntivo 
de la piel de un embrión de pollo. En esta 
elecuomicrografía obtenida por microscopía 
electrónica de transmisión se muestra cómo 
las fibrillas se organizan en haces orientados 
perpendicularmente. En efecto, rnientras que 
unas se orientan en sentido longitudinal, 
otras lo hacen en sentido transversal. Las 
fibrillas de colágena están producidas por 
los fibroblastos, células con un abundante 
retículo. endoplasmático donde se sintetizan 
proteínas de secreción como la colágena. 
(De E. Ploetz, El Zycband y DE. Birk, 1 Strict. 
Sol 106:72-81, 1991 Con la autorización de 
Elsevier] 
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Tabla 19-7 Algunos pos de solagenay y sus propiedades 


Formadora de Í fibrilla hueso, piel, tendones, ligamentos, córnea, defectos severos en huesos, fracturas 
fibrillas (fibrilar) Órganos internos (supone el 90% : a 
de la colágena del organismo) : a : es ! 
tl fibrilla cartílago, disco intervertebral, "deficiencias en cartílago, enanismo * 
notocorda, humor vítreo del ojo e E 
in fibrilla piel, vasos sanguíneos, órganos intemos + fragilidad de la piel, articulaciones 


débiles, propensión a roturas en 
vasos sanguíneos | 
V fibrilla (con tipo |) como el tipo 1 fregilidad de la piel, den 
débiles, propensión a roturas en 
vasos sanguíneos 


Xx fibritla (con tipo II) como el tipo ll miopía, Ceguera 
Asociada a fibrillas IX asociación lateral con cartílago ! osteoartritis ] e 
fibrillas del tipo 1 - ¿an E 
Formadora Iv redes laminares lámina basal enfermedades renales 
de redes £ (glomerulonefritis), sordera 
vil fibrillas de anclaje subyacente a los epitelios escamosos trastorno vesicante de la piel 
estratificados 
Transmembrana XVH ño fibrilar hemidesmosomas trastorno vesicante de la piel 
Proteína central de xvii no fibrilar lámina basal miopía, desprendimiento 
proteoglucano de retina, hidrocefalia 


Obsérvese que los tipos i, IV, V, IX y Xl están compuestos por dos o tres tipos de cadenas al (diferentes grupos en cada caso y sin solapamiento), mientras que 
los tipos Il, ll, VI, XIL, XVI y XVill están compuestos únicamente por un solo tipo de cadena o especifica para cada uno de ellos, Sólo se muestran diez tipos de 
colágena, aunque hasta ahora se han identificado unos 27 y alrededor de 42 tipos de cadenas ten humanos, 


También existen algunas proteínas “semejantes a colágena” entre las que se incluye el 
tipo XVII, que dispone de un dominio transmembrana y se localiza en los hernidesmoso- 
mas, y el tipo XVII, ya mencionado, que es la proteína central de un proteoglucano de las lá- 
minas basales. 

Parece que algunas proteínas han evolucionado por duplicaciones de una secuencia 
original de DNA, dando lugar a un patrón repetitivo de aminoácidos. Un claro ejemplo de es- 
te fenómeno lo encontramos en los genes que codifican las cadenas a de la mayoría de las 
colágenas fibrilares, que son muy largas (hasta 44 kilobases) y contienen unos 50 exones. La 
mayoría de los exones tienen 54 nucleótidos, o múltiplos de 54, lo cual sugiere que estas co- 
lágenas se originaron por duplicaciones múltiples de un gen inicial que contenía 54 nucleó- 
tidos y que codificaba exactamente repeticiones de seis Gly-X-Y (véase la Figura 19-62). 

La Tabla 19-7 proporciona detalles adicionales de algunos de los tipos de colágena tra- 
tados en este capítulo. 


Las cadenas de colágena sufren una serie de modificaciones 
postraduccionales 


Las cadenas polipeptídicas de colágena están sintetizadas por los ribosomas unidos a mera- 
brana y son translocadas al lumen del retículo endoplasmático (ER) en forma de grandes 
precursores, denominados procadenas a. Estos precursores no sólo tienen el péptido señal 
necesario para transportar el polipéptido naciente a través de la merxnbrana del ER localiza- 
do enla región amino terminal, sino que en los extremos N- y C-rerminal también presentan 
aminoácidos adicionales denorninados propéptidos, que son escindidos en la última fase del 
ensamblaje de la colágena. Además, en la luz del ER, determinados residuos de prolina y li- 
sina son hidroxilados, dando lugar a hidroxiprolina e hidroxilisina, respectivamente, y algu- 
na de estas hidroxisilinas son después glucosiladas. A continuación, las procadenas 0 se 

es en tres mediante enlaces de hidrógeno y foonan la molécula helicoidal 
fia: a procolágena. 


os de his PR RrEn hidr O PS 19-64) rar > se er 
nes abundante en algunas proteinas de 
colágena, los grupos hidrooilo de estos 
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aminoácidos forman enlaces de hidrógeno intracatenarios de manera que estabilizan la hé- 
lice trimérica. Esta es la razón por la que aquellas condiciones que inhiben la hidroxilación 
de la prolina, como una deficiencia de ácido ascórbico (vitamina C), tienen graves conse- 
cuencias. En el escorbuto, una enfermedad a menudo mortal causada por deficiencia de vi- 
tamina C y que fue común en los marineros hasta el siglo x1x, las procadenas a defectuosas 
sintetizadas son incapaces de formar la triple hélice, por lo que acaban por ser degradadas 
por la propia célula y se produce una inhibición de la síntesis de nueva colégena. En los 
tejidos sanos, la colágena es degradada y reemplazada continuamente, con un tiempo de 
renovación de meses o años dependiendo de los tejidos. En el caso del escorbuto, esta re- 
novación falla y, en pocos meses de una pérdida gradual de la colágena existente en la ma- 
triz, los vasos sanguíneos se vuelven frágiles, los dientes se caen y las heridas dejan de 
cicatrizar. 


Tras su secreción, los propéptidos son escindidos de la procolágena 
permitiendo la organización de las fibrillas 


Tras su secreción, los propéptidos de las moléculas de procolágena fibrilar son degradados 
mediante proteasas especificas extracelulares, Este proceso convierte las moléculas de pro- 
colágena en moléculas de colágena, las cuales se asocian en el espacio extracelular forman- 
do fibrillas de colágena. Los propéptidos tienen corno mínimo dos funciones. En primer 
lugar, dirigen la formación intracelular del trímero de colágena. En segundo lugar, y como 
consecuencia de quéison retenidos hasta después de su secreción, previenen la formación 
intracelular de las grandes fibrillas de colágena, lo cual sería catastrófico para la célula. 

El proceso de formación de fibrillas está dirigido, en parte, por la tendencia que presen- 
tan las moléculas de colágena a autoensamblarse, ya que son más de 1000 veces más in- 
solubles que las moléculas de procolágena. Las fibrillas empiezan a formarse cerca de la 
superficie celular, a menudo en invaginaciones de la membrana plasmática formadas por 
la fusión de las vesículas secretoras con la membrana. El citoesqueleto cortical puede influir 
sobre el lugar, la velocidad y la orientación del ensamblaje fibrilar. : 

Si se observan al microscopio electrónico, las fibrillas de cológena presentan urlas ca- 
racterísticas estrías transversales espaciadas cada 67 nm, que son el reflejo del empaqueta- 
miento escalonado y periódico de moléculas de colágena individuales en la brilla. Después 
de formarse en el espacio extracelular, las fibrillas se refuerzan mediante el establecimiento 
de enlaces covalentes entre los residuos de lisina de las moléculas de colágena constituyen- 
tes (Figura 19-65). Este tipo de enlace covalente sólo se ha encontrado en la colágena y en la 
elastina. Si se bloquea la formación de los enlaces cruzados, la tensión de las fibrillas dismi- 
nuye drásticamente, lo que provoca la fragilidad de los tejidos que incorporan colágena y la 
pérdida de continuidad en estructuras como la piel, los tendones y los vasos sanguíneos. La 
extensión y el tipo de enlaces cruzados varían de un tejido a otro. Por ejemplo, en el tendón 
de Aquiles, donde el mantenimiento de la tensión es crucial, la colágena residente presenta 
numerosos enlaces cruzados. 

En la Figura 19-66 se resumen los diversos pasos de la síntesis y ensamblaje de las fi- 
brillas de colágena. Dado el gran número de pasos enzimáticos implicados, no es sorpren- 
dente que haya muchas enfermedades genéticas que afecten la formación de la fibrilla. Las 
mutaciones que afectan a la colágena de po 1 causan la osteogénesis imperfecta, caracteri- 
zada por huesos débiles que fácilmente se fracturan. Por su parte, las mutaciones que afectan 
ala colágena de tipo li causan condrodísplasias, que se caracterizan por un cartílago amor- 
mal que conduce a deformidades en huesos y ariculaciones. Y las mutaciones que afectan a 
la colágena de tipo Ml causan el síndrome de Ehiers-Danlos, caracterizado poria fragilidad de 
la piel y de los vasos sanguíneos, asi como por articulaciones hipermóvies, a 
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hidroxiprolina 
formando parte 
de una proteina 


Figura 19-64 Hidroxilisina e hidroxiprolina. 
Estos aminoácidos modificados son 
abundantes en la colágena. Son sintetizados 
por enzimas que actúan después de que 

la lisina y la prolina se hayan incorporado 
alas moléculas de procolágena. 


Figura 19-65 Enlaces cruzados que se 
forman entre cadenas laterales de lisina 
modificadas en el seño de las fibrillas 

de colágena. Los Emtaces cruzados 
covalentes tanto intramoleculares como 
intermoleculares se forman siguiendo una 
serie de pasos. En primer lugar, algunos 
residuos de lisina y de hidroxilisina son 
desarninados por la enzirna extracelular 

lisil oxidasa, lo que da lugar a grupos 
aldebído muy reactivos. Estos grupos 
reaccionan de manera espontánea formando 
enfaces covalentes entre sí o con otros 
residuos de lisina o hidrovilisina, La rnayorla 
tos. 
segmentos no helicoidales de los extremos 
de la molécula de colágena, 
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Figura 19-66 Procesos intra y extracelulares implicados en la formación de una 
fibrilla de colágena. (A) Notese que las fibrillas de colégena se ensamblan en el 
espacio extracelular que está contenido en una gran invaginación de la membrana 
plasmática (no mostrado). Á modo de ejemplo se muestra cómolas fibrillas pueden 
formar estructuras ordenadas en el espacio extracelular al ensambiarse y formar 
grandes fibras de colágena, las cuales son las estructuras observables mediante 
el,microscopio óptico. No se muestran los enlaces cruzados que estabilizan los 
agregados extracelulares, (B) imagen obtenida mediante microscopía electrónica 
de transmisión de una fibrilla de colágena contrastada negativamente en la que se 
puede observar su típico aspecto estriado. (B, cortesía de Robert Horne,) 


ye 


Las colágenas asociadas a fibrillas de secreción intervienen 
en la organización de las fibrillas 


A diferencia de los GAG, que resisten fuerzas de compresión, las fibrillas de colágena forman 
estructuras que resisten fuerzas de tracción. Las fibrillas pueden presentar un diámetro muy 
variable y están organizadas de formas distintas en los diferentes tejidos. Así, por ejemplo, en 
la piel de los mamíferos están organizadas espacialmente a modo de un cesto de mimbre, lo 
que les permite la oposición a las tracciones ejercidas desde múltiples direcciones; el cuero 
está constituido por este material conservado de forma adecuada. En los tendones, las Bbri- 
las de colágena están organizadas en haces paralelos que se alinean a lo largo del eje princi- 
pal de tracción. Por último, tanto en el tejido óseo adulto como en la córnea, se disponen en 
láminas delgadas y superpuestas de forma que las brillas de cada lámina discurren parale- 
lamente una a otra, pero forman un ángulo recto con las de las capas adyacentes. Esta mis- 
ma organización se observa en la piel del renacuajo (Figura 19-67). 

Las propias células del tejido conjuntivo determinan el tamaño y la organización de las 
fibrillas de colágena. Las células pueden expresar uno o más de los genes que codifican los 
diferentes tipos moleculares de procolágena Bbrilar. Sin embargo, incluso fibrillas com- 
puestas por una misma mezcla de moléculas de colágena fibrilar presentan diferentes orga- 
pizaciones en los diversos tejidos. ¿Cómo se consigue? Parte de la respuesta radica en que las 
células pueden regular la disposición de las moléculas de colágena, una vez secretadas, me- 

diante la formación de ñbrillas directoras que están en íntima relación con la membrana 
plasmática (véase la Figura 19-66). Además, las céhilas pueden infhuir en esta organización 
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secretando, junto con las colágenas fbrilares, diferentes tipos y cantidades de Otras macro- 
moléculas de la matriz. En particular, secretan la proteína fibrosa fibronectina, tal como 
estudiaremos y esto precede a la formación de fibrillas de colágena y ayuda a guiar su orga- 
nización. 

Parece que las colágenas asociadas a fbrillas, tales como los tipos IX y XU, son especial- 
mente importantes en este sentido y difieren de las colágenas fibrilares en varios aspectos: 


1. Su estructura timérica helicoidal está interrempida por uno o dos dominios cortos 
no helicoidales, lo que les aporta mayor flexibilidad que la de las moléculas de coláge- 
na fibrilares. 


No son procesadas proteolíticamente tras la secreción, reteniendo así sus propéptidos. 


Una vez en el espacio extracelular, no se agregan entre sí formando fibrillas, sino que 
se unen, siguiendo un patrón periódico, a la superficie de fibrillas formadas por colá- 
genas fibrilares. Las moléculas del tipo YX se unen a fibrillas de colágena del tipo len 
el cartilago, en la córnea y en el vítreo del ojo (Figura 19-68), mientras que las molé- 
culas del tipo XI se unen a fibrillas que contienen colágena del tipo 1 y que se encuen- 
tran tanto en tendones como en otros tejidos. 


Se cree que las colágenas asociadas a fibrillas median las interacciones entre sí y con 
otras macromoléculas de la matriz facilitando la organización fibrilar de la matriz. 


Las células participan en la organización de las fibrillas de colágena 
que secretan al ejercer fuerzas de tracción sobre la matriz 


Figura 19-67 Fibrillas de colágena de la 


Las células interaccionan con la matriz extracelular tanto mecánica como químicamente; piel de un renacuajo. La imagen obtenida 
los estudios ín vitro sugieren que esta interacción mecánica comporta importantes efectos mediante microscopía electrónica de 
sobre la arquitectura del tejido conjuntivo. Así, cuando los Abroblastos son cultivados en una transmisión muestra el ordenamiento 
placa en la que se ha depositado una matriz gelificada de Abrillas de colágena disvibuidas al dao o 


cepas de fibrillas se orientan siguiendo 
ángulos ractos, Estetipo de organización 
también se encuentra en el hueso maduro 
y en la córnea. (Cortesia de Jerome Gross.) 


azar, las células estiran de la matriz, ejerciendo tracción sobre la colágena situado a su alre- 
dedoxr, lo cual hace que el gel se contraiga hasta alcanzar un volumen que es una pequeña 
fracción del que tenían inicialmente. Mediante un mecanismo similar a éste, un grupo de fi- 
broblastos se rodea de una cápsula de Libras de colágena, que se empaquetan densamente y 
están orientadas en circunferencia. 

Cuando dos pequeños fragmentos de tejido embrionario que contienen fibroblastos se 
colocan separados sobre un gel de colágena, ésta tiende a organizarse formando una banda 
de fibras alineadas que conectan ambos explantes (Figura 19-69), sobre la que migrarán las 
células. En consecuencia, los fibroblastos ejercen una influencia sobre la alineación de las fi- 
bras de colágena y estas últimas afectan la distribución de los fibroblastos. 

Los fibroblastos pueden tener un papel similar a éste en la organización de la matriz ex- 
tracelular en el interior del cuerpo, en primer lugar sintetizando fibrilas de colágena y de- 
positándolas en la orientación correcta y, a continuación, trabajando en la matriz que han 
secretado, migrando por ella y estirando de ella generando tendones, ligamentos y las duras 
y densas capas de tejido conjuntivo que envuelven y unen la mayoría de los órganos. 


100 nm 


(3 


molécula 
de colágena 


Et sine figura 19-62 Colágena del tipo DO (A) Las moléculas de colágena de tipo IX 


fibrilla se unen a la superficie de una fibñlla de cológena de tipo ll siguiendo un patrón 
de colágena periódico (2 Electromicoografía obtenida mediante el sombreado por rotación 
de tipo ll 


de una fibrilla de colágena de tipo li del cariflago que se hala recubierta gor 
rroléculas de colágena de tipo DC 10) Molécila de colágene de Úpo IX 

indhódualizada. (8 y C,d 
ÍA) Lon autorización de The Rockets 
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La elastina confiere elasticidad a los tejidos 


Muchos tejidos de vertebrados, corno la piel, los vasos sanguíneos y los pulmones, para 
poder ejercer su función tienen que ser a la vez elásticos y resistentes. Una red de fibras elás- 
ticas en la matríz extracelular de estos tejidos les confiere la elasticidad necesaria para recobrar 
su conformación inicial después de una deformación transitoria (Figura 19-70). Las fibras 
elásticas son por lo menos cinco veces más extensibles que una goma elástica —de las de uso 
diario de la misma sección transversal, intercaladas con las fibras elásticas se encuentran 
largas fibras de colágena inelásticas, las cuales limitan la capacidad de extensión y previenen el 
desgarro tisular. 

El cormponemte principal de las fibras elásticas es la elastina, una proteína muy hidro- 
fóbica (de unos 750 residuos de arninoácidos de longitud) y que, como la colágena, es muy 
rica en prolina y glicina. A diferencia de la colágena, la elastina no está glucosilada, presenta 
poca hidroxiprolina y carece de hidroxilisina. El precursor de la elastina, la tropoelastina, es 
secretado en forma soluble al espacio extracelular, ensamblándose formando las fibras elás- 

. ticas en regiones próximas a la membrana plasmática, generalmente en invaginaciones de la 
superficie celular. Tras su secreción, las moléculas de tropoelastina forman numerosos enlaces 
cruzados entre ellas, dando lugar a una extensa red de filamentos y láminas de elastina. Se 
forman enlaces entre residuos de lisina mediante el mismo mecanismo por el que se for- 
man en las moléculas de colágena. 

La molécula de elastina está constituida en su mayor parte por dos tipos de segmentos, 
de longitud reducida y codificados por exones diferentes, que se alternan a lo largo de la cade- 
na polipeptídica: los segmentos hidrofóbicos, responsables de las propiedades elásticas de la 
molécula, y los segmentos en hélice a, ricos en alanina y lisina, que forman los enlaces cru- 
zados entre moléculas adyacentes. Todavía existe controversia respecto a la conformación 
de las moléculas de elastina en las fibras elásticas y cómo su estructura le confiere las pro- 
piedades elásticas. Sin embargo, parece que zonas de la cadena polipeptídica de elastina se 
asemejan a las cadenas poliméricas de las gomas elásticas en que adoptan una conforma- 
ción de “enrollamiento al azar”, y es precisamente esta estructura la que permite a la red de 
elastina estirarse y contraerse como una banda elástica (Figura 19-71). 

La elastina es la proteína mayoritaria de la matriz extracelular de las arterias, represen- 
tando hasta el 50% del pesa seco de la mayor de ellas, la aorta, Determinadas mutaciones en 
el gen que codifica la elastina en humanos y en roedores, dan como resultado el estrecha- 
miento de la aorta y otras arterias, y una excesiva proliferación de las bras musculares lisas 
que residen en la pared del vaso. Parece que para restringir la proliferación de estas células es 
necesaria la presencia de fibras de elastina. 

Las fibras elásticas no sólo están compuestas por elastina. El núcleo de la elastina está 
rodeado por una envoltura de microfibrillas, cada una de las cuales tiene un diámetro de 
unos 10 nm. Las microfibrillas aparecen antes que la elastina en tejidos en desarrollo y parece 
que proporcionan un armazón que guía su deposición. Las microfibrillas son elásticas por sí 
mismas y en algunas regiones persisten en ausencia de elastina. Por ejemplo, estas micro- 
ñibrillas ayudan a mantener al cristalino en la posición correcta dentro del ojo. Las microfi- 


Figura 19-69 Las células modelan la matriz 
extracelular. Esta fotografía obtenida 
mediante microscopía óptica muestra la 
región situada entre dos fragmentos del 
corazón embrionario de pollo (el cual 

es rico tanto en fibroblastos como en fibras 
musculares) que han sido cultivados sobre un 
gel de colágena durante cuatro días. Entre los 
explantes se ha formado un denso tracto de 
fibras de colágena alineadas, probablemente 
como resultado de la fuerza de tracción 
ejercida sobre ellas por los fibroblastos. 

(De D. Stopak y A.K. Harris, Dev. Biol. 
90:383-398, 1982. Con autorización 

de Academic Press.) 


Figura 19-70 Fibras elásticas. 

estas fotografías obtenidas mediante 
microscopía electrónica de barrido muestran 
(A) un segmento de la aorta a bajo aumento 
de perro y (B) una amplificación que muestra 
la densa red de fibras elásticas, orientadas 
longitudinalmente y localizadas en la túnica 
adventicia del mismo vaso sanguineo. 
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brillas están constituidas por varias ghucoproteínas distintas, entre las que se encuentra la 
i glucoproteína fibrilina, que interacciona con la elastina y parece desempeñar un papel - 
esencial en el mantenimiento de la integridad de las fibras elásticas, Algunas mutaciones del 
gen de la fibrilina dan lugar al síndrome de Marfan, una enfermedad genética relativamente 
común. Enlos individuos afectados por la forma más grave, la aorta es propensa al desgarro. 
Otros efectos comunes en esta enfermedad son el desplazarniento del cristalino y las alte- 
raciones del esqueleto y de las articulaciones. Las personas afectadas acostumbran a ser 
extraordinariamente altas y delgadas. Se cree que Abraharn Lincoln padecía este síndrome. 


La fibronectina es una proteína extracelular que interviene 


La matriz extracelular contiene un cierto número de proteínas, aparte de las colágenas, que 
de manera característica presentan varios dominios, cada uno de los cuales tiene lugares de 
unión específicos para otras macromoléculas de la matriz y para receptores de la superficie 
celular. De esta forma, estas proteínas facilitan tanto la organización de la matriz como el 
anclaje de las células a la matriz y, del mismo modo que los proteoglucanos, guían las ri- 
graciones celulares durante el desarrollo tisular, ya que sirven de camino para las células O 
como señales repelentes que mantienen las células fuera de regiones inadecuadas. 

La primera de esta clase de proteínas de matriz en ser caracterizada fue la fibronectina, 
una glucoproteína que se halla presente en todos los vertebrados y es importante en las 
interacciones célula-matriz. Por ejemplo, los ratones mutantes deficientes en fibronectina 
mueren en estadios tempranos de la embriogénesis, ya que sus células endoteliales no pue- 
den formas vasos sanguíneos. Se sugiere que este efecto se debe a anomalías en las in- 
teracciones entre estas células y la matriz extracelular adyacente, la cual suele contener 


La fibronectina es un dímero covapuesto por dos subunidades muy largas que se en- 
cuentran unidas mediante un par de endaces disulfuro situados cerca del extremo carboxilo. 
Cada subunidad está organizada en una serie de dominios funcionalmente distiatos, sepa- 
rados por regiones polipeptídicas flexibles (Figura 19-72). A su vez, estos dominios están 
compuestos por módulos más pequeños que, al repetirse de forma secuencial y estar codi- 
ficados por un exón diferente, sugieren que el gen de la fibronectina, coro los de la coláge- 
na, se originó por duplicaciones exónicas múltiples, En el genoma humano, se ha descrito 
sólo un gen de fibronectina, el cual contiene alrededor de 50 exones de tamaño similar, pe- 
To sus transcritos pueden madurar de diferentes rnaneras produciendo diferentes isoformnas 
de fibronectina. Las regiones del módulo principal, denominado repetición de Gbronectina 
de tipo EL interaccionan con las integrinas y, por tanto, can las superficies celulares 
está corapuesto por unos 90 residaos de armioocácidos, repitiéndose al menos 


epetición de Bbronecuna de tipo 1 se encuentra entre los do- 
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Figura 19-71 Estiramiento de una red de 
moléculas de elastina. Las moléculas de 
elastina están unidas entre sí mediante 
enlaces covalentes (roja) dando lugar a 
una red entrecruzada. En este modelo cada 
molécula de elastina puede expandirse y 
contraerse corno una espiral aleatoria, de 
modo que el conjunto de la red también 
puede hacerlo, asemejándose así a una 
banda elástica, 
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Figura 19-72 Estructura de un dimero de fibronectina. (A) Imágenes obtenidas mediante microscopía electrónica de transmisión de dimeros 

de fibronectina individualizados tras haber sido sombreados con platino; las flechas rojas señalan el extrerno carboxilo. (B) Las dos cadenas 
polipeptídicas son similares pero no idénticas (están sintetizadas por el mismo gen pero son el resultado de una maduración diferencial del mRNA;, 
están unidas por enlaces disulfuro localizados próximos al extremo carboxilo. Cada cadena contiene por lo menos 2500 residuos de aminoácido 

y está plegada en cinco o seis dominios conectados mediante segmentos polipeptídicos flexibles. Cada dominio se especializa en la unión a una 
molécula determinada o a una célula, como se indica para cinco de ellos. Para simplificar no se muestran todos los lugares de unión (p. ej, existen 
otros lugares de unión a la célula). (C) Estructura tridimensional, determinada por cristalografía de rayos X, de dos repeticiones de fibronectina de 
tipo ll, el módulo repetitivo más representado en la fibronectina. Tanto la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) como las secuencias “sinérgicas” indicadas 
en rojo forman parte del principal lugar de unión a la célula y son importantes para esta unión, (A, de J. Engel et al., J. Mol. Biol150:97-120, 1981. 
Con la autorización de Academic Press; €, de Daniel J. Leary; Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 13:363-393, 1997. Con la autorización de Annual Reviews.) 


La tensión ejercida por las células regula el ensamblaje 
de las fibrillas de fibronectina 


La fibronectina puede existir tanto en forma soluble, circulando por la sangre y otros fluidos 
corporales, como en forma de fibrillas de fibronectina insolubles, donde los dímeros de f- 
bronectina están entrelazados por enlaces disulfuro adicionales y forman parte de la matriz 
extracelular. Al contrario de lo que ocurre con las fibrillas de colágena, que pueden autoen- 
samblarse en un tubo de ensayo, las moléculas de fibronectina sólo pueden formar fibrillas 
en la superficie celular y únicamente donde se expresen las proteínas de unión a fibronecti- 
na adecuadas, en particular, las integrinas. Las integrinas proporcionan una región de enla- 
ce entre la fibronectina extracelular y la actina intracelular. Este enlace transmite tensión a 
las moléculas de fibronectina, que también presentan uniones e otras estructuras, estirán- 
dolas y dejando al descubierto regiones de unión ocultas (Figara 12-73), Este mecanismo 
les permite unirse directamente entre sí y reclutar rmoléculas adicionales de fibronectina for- 
mando una fibrilla (Figura 19-74). Esta dependencia entre la tensión y la interacción con la 
superficie celular asegura que las fibrillas de fbronectna se ensarablen justo donde existe 
una necesidad mecánica y no en zonas inapropiadas corao sería el fujo sanguíneo. 


Fiqura 19-73 Despliegue de un dominio 


— dela fibronectina de tipo li en respuesta 


a tensión. El estiramiento de la ibronectina 
de esta forma deja al descubierto puntos de 
unión que pommalmente están escondidos, 
lo cual hace que las moléculas estiradas se 
ensariblen fornando filamentos, como se 
muestra en la Figura 19-74, ¡De Y Vogel y 
M. Sheetz, Hat Rev, Mol, Cell Biol 1203-2373, 
2008, Con autonzación de Macmillas 


ye 


MATRIZ EXTRACELULAR DE LOS TEJIDOS CONJUNTIVOS ANIMALES 


Muchas otras proteínas de matiz extracelular presentan múltiples repeticiones simi- 
lares a las de la Ebronectina de tipo HI, y es posible que la tensión ejercida en estas proteínas 
también descubra sitios de unión ocultos y, por tanto, influya en su polimerización. 


La fibronectina se une a integrinas a través de motivos RGD 


Una manera de analizar una proteína compleja multifuncional corno la fbronectina es frag- 
mentarla y determinar la función de cada uno de sus dominios individualmente. Cuando la 
fbronectina se trata con bajas concentraciones de una enzima proteolítica, la cadena poli- 
peptídica se escinde por las regiones de conexión entre los dominios, pero mantiene intactos 
estos dominios. De esta forma se puede observar que un dominio se une a la colágena, otro 
ala heparina, otro a receptores específicos de superficie de varios tipos celulares y así suce- 
sivamente (véase la Figura 19-72B). Además, mediante la utilización de péptidos sintéticos 
correspondientes al dominio de unión a la célula se pudo identificar wa secuencia bipeptí- 
dica específica (Arg-Gly-Asp o RGD), localizada en una de las repeticiones de tipo II (véase la 
Figura 19-720) y que constituía un elemento esencial del sitio de uwión a una célula. Incluso 
los péptidos muy cortos que contienen esta secuencia RGD compiten con la £bronectina 
por el receptor de las células y bloquean su adhesión a una matiz de fibronectina. Si estos 
péptidos se inmovilizan sobre una superficie sólida, se consigue que las células se adhieran 
aella. 

Además de la fibronectina, algunas proteínas extracelulares también tiene una secuen- 
cia RGD que media su unión a la superficie celular. Algunas de elias participan en la coagu- 
lación de la sangre, de forma que algunos péptidos que contienen la secuencia RGD han 
resultado útiles para el desarrollo de fármacos anticoagulantes. Algunas serpientes utilizan 
una estrategia similar a ésta para conseguir que sus víctimas sangren: en sus venenos segre- 
gan unas proteínas anticoagulantes que contienen RGD, llamadas desintegrinas. 

Los receptores de superficie celular que se unen a proteínas que contienen RGD son 
miembros de la familia de las integrinas. Cada integrina, sin embargo, reconoce específica- 
mente a un grupo reducido de moléculas de la matriz, lo cual indica que la fuerte unión al re- 
ceptor requiere de algo más que de la secuencia RGD. Además, estas secuencias de RGD no 
son los únicos lugares de unión a integrinas, ya que algunas integrinas reconocen y se unen 
a otros motivos de la fibronectina. 


Las células tienen que ser capaces tanto de degradar la matriz 
como de formarla 


La habilidad que tienen las células para degradar y destruir la matriz extracelular es tan im- 
portante coma la habilidad de formarla y de unirse a ella. Se requiere una degradación de 
matriz rápida en procesos como la reparación tísular. Incluso en la aparentemente estática 
matriz extracelular de los animales adultos, existe una renovación lenta y constante, con ma- 
cromoléculas de matriz que van siendo sintetizadas y degradadas. Este proceso permite, por 
ejemplo, la remodelación del hueso tras una lesión (tratado en el Capítulo 23). 

Desde el punto de vista de las células individuales, la capacidad para atravesar la matriz 
es fundamental en dos sentidos: permite su división aun estando incrustadas en la matiz y 
permite que múgren a través de ella. Como ya hemos mencionado, las células de tejidos con- 
juntivos deben ser capaces de estirarse para dividirse. Si una célula carece de las enzimas 
necesarias para atravesar la matriz que la rodea o está incrustada en una matiz que se 1e- 
siste a esta acción, la célula continuará siendo redonda e incapaz de extenderse y, en conse- 
cuencia, no podrá dividise y tendrá dificultades para migrar. 

También es necesaría la degradación localizada de los componentes de matiz cuando 


las células tienen que escapar de la lámina basal. Esta degradación es necesaria, Por Eje. co os 


plo, durante el crecimiento normal de las ramificaciones de estructuras epiteliales corno las 
glándulas, ya que permite que la población de células epiteliales pueda disemninarse. Del 
mismo modo, también es necesaria en la migración de los leucocitos a través de la lámina 
basal de un vaso sanguíneo hacia los tejidos inflamados o lesionados. La degradación de la 
inatz también es importante tanto para la propagación de las céhilas cancerosas a través 


del cuerpo corno para la capacidad que tienen estas células para proliferar en los tejidos que . 


invaden (tratado en el Capítldo 20). 
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Figura 19-74 Organización de la 
fibronectina en fibrillas en la superficie 
celular. Esta imagen muestra el extremo 
frontal de un fibroblasto de ratón migrando. 
La proteina de adhesión extracelular 
fibronectina está teñida de verde y los 
filamentos de actina, de rojo. La fibronectina 
se presenta inicialmente como agregados en 
forma de puntos cerca de la superficie de 
avance de la célula. Se acumula en las 
adhesiones focales (lugares de anclaje de los 
filamentos de actina) y se organiza en fibrillas 
dispuestas de forma paralela a los filamentos 
de actina. Las moléculas de integrina 
esparcidas por la membrana celular enlazan 
la fibronectina extracelular con los filamentos 
de actina del interior de la célula. Se sugiere 
que la tensión ejercida sobre las moléculas de 
fibronectina a través de este enlace produce 
su estiramiento y, por tanto, la exposición de 
nuevos lugaras de unién que favorecerlan 

la formación de fibrillas. (Por cortesía de 
Roumen Pankov y Kenneth Yamada.) 
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La degradación de la matriz se localiza en las proximidades 
de las células 


En general, los componentes de la matriz son degradados por enzinaas proteolíticas extra- 
celulares (proteasas) que actúan cerca de las células que las producen. Así, los anticuerpos 
que reconocen los productos de la hidrólisis proteica tan sólo los detectan alrededor de las 
células. Muchas de estas proteasas pertenecen a dos de las clases principales que las agru- 
pan. La mayoría son metaloproteasas matriciales, cuya acuúvidad depende de su unión a 
Ca?* o a Zn**, mientras que las restantes son serinas proteasa, las cuales tienen un residuo 
serina muy reactivo ensu lugar activo. Ambas, metaloproteasas y serinas proteasa, cooperan 
en la degradación de proteínas de la matriz tales como colágena, laminina y fibronectina. 
Algunas de las metaloproteasas, como las colagenasas, son muy específicas y degradan de- 
terminadas proteínas por lugares específicos. De esta manera se preserva la integridad es- 
tructural de la matriz, pero es suficiente para la migración celular. Otras metaloproteasas 
pueden ser menos específicas pero también actúan justo donde son necesarias porque per- 
manecen ancladas a la membrana plasmática. Este tipo de metaloproteasas de matriz son 
las esericiates para que una célula pueda dividirse mientras está embebida en la matriz. 

Evidentemente, la actividad de las proteasas que degradan los componentes de matriz 
debe tener un contro! preciso. Existen tres mecanismos básicos para este control. 

Activación local. Numerosas proteasas son secretadas en forma de precursores inacti- 
vos, que serán activados localmente cuando se necesiten. Un ejemplo lo constituye el plas- 
minógeno, un precursor inactivo que es muy abundante en el plasma sanguíneo. Proteasas 
denominadas activadores del plasminógeno escinden de forma local el plasminógeno, dan- 
do lugar a la serina proteasa plasmina, la cual participa en la disolución de los coágulos 
sanguíneos. El activador del plasminógeno de tipo tisular (£PA: tissue-type plasminogen 
activator) es administrado a pacientes que acaban de sufrir un infarto cardíaco o un proce- 
so trombótico, facilitando la disolución del coágulo arterial que causó el infarto y, de esta 
manera, restaurando el flujo sanguíneo al tejido. 

Confinamiento por receptores de la superficie celular. Muchas células disponen de recep- 
tores que reconocen a las proteasas, de manera que las enzimas se pueden confinar en los 
lugares que son necesarias. Un buen ejemplo de ello lo constituye un segundo tipo de acti- 
vador del plasminógeno, denominado activador del plasminógeno de tipo uroquinasa (UPA: 
wurokinase-type plasminogen activator). Se encuenta unido a su receptor en el extremo en 
crecimiento del axón o en el frente de avance de algunas células migratorias, donde actúa en 
la apertura de la vía de migración. El uPA unido a su receptor también favorece la metástasis 
de algunás células cancerosas (Figura 19-75). 

Secreción de inhibidores. La actividad de las proteasas puede ser confinada en determi- 
nadas áreas mediante la secreción de inhibidores, tales corno los inhibidores risulares de me- 
taloproteasas (TIMP: tissue inhibitors of metalloproteases) y los inhibidores de las serinas 
proteasa, conocidos como serpinas. Estos inhibidores son específicos de determinadas pro- 
teasas y se unen fuertemente a la enzima activa bloqueando su actividad. Una idea atractiva 
es que los inhibidores sean secretados por células situadas en la periferia de las áreas de de- 
án activa con el £n de proteger aquellas regiones de la matriz que no se encuentran 
implicadas de forma directa en el proceso. Estos inhibidores también pueden proteger aque- 
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Figura 19-75 La importancia de la unión 
de las proteasas a los receptores de la 
superficie celular, (A) Las células de cáncer 
de próstata hurnano sintetizan y secretan 

la proteína serina uPA, la cual se une a los 
receptores uPA de la superficie celular. 

(8) Las mismas células que han sico 
transfectadas con DNA que codifica en 
excese una forma inactiva de uPA, la cual 
seune asu receptor pero no tiene actividad 
proteasa. Esta uPA inactiva se une a los 
receptores de la superficie celular e impide 
que se unan las proteasas activas. Ambos 
tipos celulares secretan uPA activa, crecen 
rápidamente y producen tumores cuando se 
inyectan en animales de experimentación. 
Pero las células de lA) sufren metástasis 
mientras que las de (8) no lo hacen. Para que 
las células tumorales provoguen metástasis a 
través de la circulación sanguínea, tienen que 
atravesar las láminas basales y otras matrices 
extracelulares en ta entrada y salida del flulo 
sanguíneo. Este expeñienento sugiere que las 


j ses tienen gue unirse ala superficie 
celular para facilitar la migración a través 


de la matriz 
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| Las proteínas de superácie celular que sean necesarias para la adhesión o la migración. La 
sobreexpresión de TIMP inhibe la migración de algunos tipos celulares, lo cual enfatiza 
la importancia que tienen las metaloproteasas para la migración. 


Resumen 


Las células del tejido conjuntivo se hallan embebidas en una compleja matriz extracelular, que no 
solo une las células entre sí, sino que también influye en su desarrollo, polaridad y comportamiento 
migratorio. La matriz contiene diversas proteínas fibrilares intercaladas en el interior de un gel hi- 
dratado cornpuesto por una red de cadenas de glucosaminglucanos (GAG). 

Los GAG constituyen un grupo heterogéneo de largas cadenas de polisacáridos cargados nega- 
tivamente, los cuales (exceptuando el ácido hialurónico) se unen de forma covalente a una proteína 
dando lugar a moléculas de proteoglucanos. Las cargas negativas atraen a compuestos cargados po- 
sitivamente, los cuales tienen un poderoso efecto osmótico, trasvasando agua a la matriz y mante- 
niéndola hinchada ocupando un gran volumen de espacio extracelular. Estos proteoglucanos 
también se encuentran en la superficie celular y a menudo deserinpeñan funciones de correceptores 
facilitando la respuesta celular frente a señales proteicas solubles. 

Las proteínas formadoras de fibras confieren resistencia y elasticidad a la matriz. También pro- 
porcionan estructuras a las que las células se puedan adherir, a menudo mediante glucoproteínas 
multidorninio, como la fibronectina y la laminina, que presentan múltiples regiones de unión a inte- 

-grinas de superficie celular. La elasticidad está proporcionada por moléculas de elastina, las cuales 
forman una extensa red de fibras y láminas que tienen capacidad de estirarse y retraerse. Las coláge- 
nas fibrilares (tipos 1, 1, 1, Vy <Q proporcionan resistencia mecánica y están formadas por trímeros 
helicoidales que se agregan formando largas fibrillas en el espacio extracelular. Asu vez, estas fibrillas 
pueden ensamblarse formando diversas matrices muy ordenadas. Las moléculas de colágena asocia- 
das a fibras, tales como los tipos IX y XU, decoran la superficie de las fibras de colágena e influyen en 
las interacciones que establecen las fibras entre sí y con otros componentes de la matriz. 

Los componentes de la matriz son degradados por enzimas proteolíricas extracelulares. La ma- 
yoría de ellas son metaloproteasas de matriz, cuya actividad depende de la unión de Ca?* o Zn?*, 
mientras que otras son serinas proteasa, las cuales disponen de un residuo reactivo de serina en su l1t- 

¿ gar activo. La degradación de los componentes de matriz es objeto de complejos controles; las células 
pueden, por ejemplo, abrir una vía que facilite su migración mediante esta degradación localizada, 
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Cada célula vegetal forma y está a su vez completamente en contacto con una matriz extra- 
celular compleja denominada pared celular vegetal. La gruesa pared celular del corcho, visi- 
bie con un microscopio rudimentario, fue la que en 1663 permitió a Robert Hooke distinguir 
con claridad las células y después darles este nombre, Las paredes de las células vegetales 
colindantes, que se unen entre sí formando una planta (Figura 19-76), son por lo general 
más gruesas, más fuertes y, lo que es más importante, más rígidas que la matriz extracelular 
sintetizada por las células animales. Las células vegetales primitivas, al evolucionar hacia 
estas paredes relativamente rígidas -que pueden llegar a alcanzar muchos micrómetros de 
grosor-, perdieron la capacidad para desplazarse, adoptando un estilo de vida sedentario 
que ha persistido hasta los vegetales actuales. 


'Ñ La composición de la pared celular depende del tipo celular 


Todas las paredes celulares vegetales se originan durante la división celular cuando, duran- 
te la citocinesis, se forma la placa celular que separará a las células híjas (se describe en el 
Capítulo 17). En general, las nuevas células se producen en regiones denominadas meriste- 
; mos (como se discutirá en el Capítulo 22) y son pequeñas en comparación con su tamaño 
final Para poder crecer posteriormente, las paredes de las nuevas células, denormánadas 
paredes celulares primarias, son delgadas y extensibles, munque resistentes. Cuando se de- 
ene el crecimiento, la pared ya no necesita ser extensible, de manera que la pared primaria 
conserva sin mayores modificaciones y frecuentemente se sintetiza una rígida pared ce- 
24 E 
vevas capas pueden tener una coraposición que es significadvamente dilere: 


pas de matriz dentro de las antíguas. E 
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de la pared primaria. El polímero suplementario más común en estas paredes secunda- 
rias es la lignina, una compleja red de compuestos fenólicos unidos covalentemente que se 
localiza en las paredes de los vasos del xilema y en las fibras de los tejidos leñosos. 
Aunque las paredes celulares de las plantas superiores varían en cuanto a composición 
y a organización, todas ellas están construidas, como en el caso de las matrices extracelu- 
lares animales, utilizando un principio estructural común a todos los compuestos fibrosos, 
incluida la fibra de vidrio y el hormigón armado. Un componente proporciona resistencia 
ala tracción, mientras que otro, en el que está integrado el primero, proporciona resistencia 
ala compresión. Este principio es el mismo en las plantas y enlos animales, pero su compo- 
sición química es diferente. A diferencia de la matriz extracelular animal, que es rica en pro- 
teínas y en otros polímeros nitrogenados, la pared de células vegetales se constituye casi en 
su totalidad por polímeros que no contienen nitrógeno, incluidas la celulosa y la lignina. Para 
un organismo sedentario que depende de COz, H20 y luz solar, estos dos biopolímeros 
abundantes representan materiales estructurales “baratos” basados en el carbono, facilitan- 
do la conservación del escaso nitrógeno disponible en el suelo y que, en general, limita el 
crecimiento de la planta. Así, por ejemplo, los árboles hacen una enorme inversión en celu- 
losa y lignina para constituir la mayor parte de su biomasa. 
En las paredes celulares de las plantas superiores, las fibras que se oponen a las fuerzas 
de tracción están formadas por el polisacárido celulosa, la macromolécula orgánica más 
“abundante de la Tierra, organizado en una tupida red de glucanos de entrecruzamiento. En 
las paredes celulares primarias, la matriz en la que se embeben las fibras de celulosa está 
compuesta por pectina, una red altamente hidratada de polisacáridos ricos en ácido galac- 
turónico. Las paredes secundarias contienen otros conaponentes suplementarios que les 
confieren rigidez y durabilidad. Entre ellos, encontramos la lignina, que constituye un rele- 
no duro e impermeable que ocupa los intersticios dejados por otros componentes. Todas 
estas moléculas se mantienen unidas entre sí mediante la combinación de enlaces covalen- 


tes y no-covalentes, que dan higar auna estoictura muy compleja cuya composición, grosor 


y arquitechura depende del tipo celular. 
La pared celular de los vegetales ejerce así una función “esquelética” que sostiene a la 
planta en todo su conjunto, una función protectora al englobar a las células individualmente, 


Figura 19--76 Paredes celulares vegetales. 
(A) Imagen de la punta de la raíz de un junco, 
obtenida mediante microscopía electrónica 
de transmisión, que muestra el organizado 
patrón celular que resulta de una secuencia 
ordenada de divisiones de células que 

tiene paredes rígidas. En este tejido en 
crecimiento, las paredes celulares son 
todavía finas y en las micrografías aparecen 
como finas líneas negras entre las células, 
(B) Sección de la pared celular que separa 
dos células vegetales adyacentes. Las dos 
bandas transversales oscuras corresponden 
alos plasmodesmos que atraviesan la pared 
(véase Figura 19-38). (A, por cortesía de 

C. Busby y B. Gunning, Eur. J. Cell Biol. 

21: 214-233, 1980, Con la autorización de 
Elsevier; B, por cortesía de Jeremy Burgess.) 
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y una función transportadora, al intervenir en la formación de canales que facilitan el des- 
plazamiento de fluidos por el interior de la planta. Cuando las células vegetales se especiali- 
zan, producen tipos de paredes adaptadas especialmente en función de las cuales pueden 
reconocerse y clasificarse los distintos tipos celulares (Figura 19-77; véase también el Panel 
222, pp. 1404-1405). Sin embargo, en este apartado nos centraremos en la pared celular pri- 
maria y en la arquitectura molecular que subyace a la extraordinaria combinación de 
resistencia, elasticidad y plasticidad que se observa en las regiones de la planta que se en- 
cuentran en crecimiento. 


La resistencia a la tracción que presentan las paredes celulares 
permite a las células vegetales desarrollar una presión 
de turgencia 


El medio acuoso extracelular de una célula vegetal está constituido por el fluido contenido 
en las paredes que rodean la célula. Aunque el fluido de la pared celular de la planta conde- 
ne más solutos que el agua del medio externo de la planta (p. ej. el suelo), resulta ser hipotó- 
nico respecto al interior celular. Este desequilibrio osmótico es la causa de que la célula 
desarrolle una gran presión hidrostática interna o presión de turgencia, que presiona hacia 
la pared celular, exactamente como la cámara de una rueda presiona contra la cubierta. 
La presión de turgencia aumenta justo hasta el punto en el que la célula está en equilibrio 
osmótico e impide así la entrada neta de agua a pesar del desequilibrio salino (véase el 
Panel 11—1, p. 664). La presión de turgencia puede alcanzar 10 o más atmósferas, unas cinco 
veces más que unas cámaras de rueda de coche. Esta presión es vital para las plantas debido 
a que es la principal fuerza impulsora de la expansión de la célula durante el crecimiento, y 
proporciona la mayor parte de la rigidez mecánica, característica de los tejidos vegetales vi- 
vos. Compárese, por ejemplo, las hojas merchitas de una planta deshidratada con las hojas 
turgentes de una planta hidratada correctamente. La resistencia a la tracción de la pared ce- 
lular es lo que permite a las células vegetales mantener esta presión interna. 


La pared celular primaria está constituida por microfibrillas 
de celulosa entretejidas con una red de polisacáridos y proteínas 


La celulosa proporciona la resistencia a la tracción que tiene la pared celular primaria. Una 
rmaolécula de celulosa está compuesta por una cadena lineal de por lo menos 500 residuos de 
ghucosa unidos entre sí covalentemente formando una estructura a modo de cinta, que está 
estabilizada por enlaces de hidrógeno intracatenarios (Figura 19-78). Además, el formarse 
enlaces de hidrógeno entre moléculas de celulosa adyacentes, éstas se unen con fuerza en- 
tre sí solapándose y constituyen haces de unas 40 cadenas de celulosa, todas ellas con la mis- 
za polaridad. Estos agregados cristalinos sumamente ordenados, de muchos micrómetos 
de longitud, se denominan microfibrillas de celulosa y tenen una resistencia a las fuerzas de 
tracción comparable a la del acero [véase Figura 19-78). Varios grupos de microfibrillas se 01- 
Senan en capas o láminas separadas unas de otras por unos 20-40 nn y conectadas por lar- 
gas moléculas de ghucanos que se unen a la superficie de las múcrofibrillas mediante enlaces 
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Figura 19-77 Tipos celulares especializados 
can paredes celulares modificadas. 

(A) Tricorna, o pelo, situado en el hoz de 
una hoja de Arabidopsis, Esta puntiaguda 
célula protectora está modelada mediante 
la deposición local de una resistente pared 
celular de celulosa. (8) Vista de la superficie 
de las células epidérmicas de una hoja de 
tomate. Las celulas encajan perfectamente 
como si fueran las piezas de un 
rompecabezas, proporcionando a la hoja 
una recia cubierta externa. La pared celular 
externa está reforzada mediante una 
cutícula y ceras que impermeabilizan 

ta hoja, colaborando en la defensa contra 
los patógenos. (C) Esta imagen de diversos 
elementos jóvenes del xilerna muestra la 
gruesa pared secundaria, lignificada y 
reforzada por anillos, que da lugar a la 
formación de los resistentes tubos que 
realizan el transporte de agua en la planta. 
(A, por cortesía de Paul Linstead; B y C, 

por cortesía de Kim Findlay.) 


microfibrilla 
de celulosa 


molécula de celulosa 


Figura 19-78 Celulosa. Las moléculas 

de celulosa son cadenas largas y no 
ramificadas de residuos de glucosa unidos 
entre sí mediante enlaces B1,4. Cada residuo 
de glucosa está invertido respecto a sus 
vecinos y la unidad de disacárido resultante 
Se repite centenares de veces alo largo de 
na misma molécula, Unas 40 moléculas 

de celulosa se ensambian formando una 


fuerte microfibritla de celulosa unida 


mediante enlaces de hidrógeno. 
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de hidrógeno. La pared celular primaria está constituida por varias de dichas láminas dis- 
puestas en una red multilaminar (Figura 19-79). 

Los glhucanos de entrecruzamiento son un grupo heterogéneo de polisacáridos ramiñ- 
cados que se unen fuenternente a la superficie de cada microfibrilla de celulosa y, en conse- 
cuencia, facilitan el entrecruzamiento de las fibrillas formando una red compleja. Sus 
funciones son análogas a las de las colágenas asociadas a fibrillas que hemos descrito ante- 
riormente (véase la Figura 19-68). Existen muchos tipos de glucanos de entrecruzamiento, 
pero todos ellos presentan una estructura lineal compuesta por un solo tipo de azúcar (glu- 
cosa, xilosa o manosa), del cual sobresalen cortas cadenas de otros glúcidos. Son los glúcidos 
de la estructura lineal los que forman enlaces de hidrógeno con las microfibrillas de celulo- 
sa, entrelazándolas al mismo tiempo. Tanto la estructura lineal como las cadenas laterales 
varían según la especie y su estadio de desarrollo. 

Coexistiendo con esta red de microfibrillas formada por celulosa y glucanos de entre- 
cruzamiento existe otra red de polisacáridos entrelazados constítuida por pectinas (véase la 
Figura 19-79). Las pectínas constiniyen un grupo heterogéneo de polisacáridos ramificados 
que contienen varios residuos de ácido galacturónico cargados negativamente. A causa del 
Carácter de la carga, las pectinas se encuentran en un estado de gran hidratación y están ro- 
deadas por una nube de cationes, lo que genera una gran ocupación de espacio; este hecho 
los hace semejantes alos ghucosaminoglucanos de las células animales (véase Figura 19-56). 
Cuando se añade Ca?* a una solución de moléculas de pectina, éstas se entrecruzan y dan lu- 
gara un gel sernirrígido, que es justo lo que sucede cuando se añade pectina a un zumo de 
fruta para obtener jalea. Ciertas pectinas son especialmente abundantes en la lámina media, 
región central especializada que une las paredes de las células vecinas (véase la Figura 19-79), 
y se supone que tales puentes de Ca?* contribuyen a mantener unidos entre sí los componen- 
tes de la pared celular. Aunque los enlaces covalentes también intervienen en la unión de los 
diferentes componentes de la pared, se conoce muy poco acerca de su naturaleza. La separa- 
ción regulada de las células al nivel de la lámina media es el proceso subyacente a la madura- 
ción de los tomates O la abscisión (caída) de las hojas en otoño. 

Además de las dos redes de polisacáridos que forman casi la totalidad de las paredes ce- 
lulares primarias de las plantas, existen proteínas que aportan hasta un 5% del peso seco de 
dichas paredes. Muchas de estas proteínas son las enzimas responsables del reciclaje y la re- 
modelación de la pared, sobre todo durante el crecimiento. Otro tipo de estas proteínas, al 
igual que la colágena, contiene grandes cantidades de hidroxiprolina. Parece que estas pro- 
teínas refuerzan la pared y que, además, se expresan en grandes cantidades como una Tes- 
puesta local frente al ataque de microorganismos. A partir del genoma de Arabidopsis se ha 
deducido que son más de 700 los genes necesarios para sintetizar, ensamblar y remodelar la 
pared celular vegetal. En la Tabla 19-8 se resumen algunos de los principales polímeros que 
forman parte de las paredes primaria y secundaria. 


lámina 
media 


pared 
celular 
primaria 


membrana 
plasmática 


Figura 19-739 Modelo a escala de una 
porción de pared celular primaria 
mostrando las dos principales redes de 


polisacáridos. Las capas de microfibrillas de 


celulosa ordenadas ortogonalmente (verde) 
forman una red mediante glucanos de 
entrecruzamiento (rojo) que forman enlaces 
de hidrágeno con las microfibrillas, Esta 

red es paralela ada de polisacáridos de tipo 
pectina lazuñ. La red de celulosa y de 
glucanos de entrecruzamiento absorben 

las fuerzas de tracción, mientras que la red 
de pectina es resistente a la compresión. La 
celulosa, los glucanos de entrecruzamiento 
y la pectina 5e presentan a partes iguales en 
la pared celular primaria. La lámina media 
es rica en pectina y cernenita las células 
adyacentes, Ñ 
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Tabla 19-8 Polímeros de la pared celular vegetal 


Celulosa polímero lineal de glucosa 

Glucanos de xiloglucano, glucuronoarabinoxilano 
entrecruzamiento y manano 

Pectina homogalacturonanos y 


ramnogalacturonanos 
Lignina alcoholes entrecruzados del tipo 
cumarol, coniferol y sinapol 
Proteínas y 
glucoprateínas 


enzimas, proteínas ricas 
en hidroxiprolina 


La deposición orientada de la pared celular controla 
el crecimiento celular en los vegetales-- 


Cuando la célula vegetal ha salido del meristemo donde ha sido originada, puede crecer más 
de cien veces su volumen original. La manera como sucede esta expansión es lo que deter- 
mina la forma final de la célula y, por tanto, la forma de toda la planta. La presión de turgen- 
cia dentro de la célula es la que lleva a cabo esta expansión, pero es el comportamiento de la 
pared celular el que gobierna su dirección y expansión. Para ello, se necesitan complejas ac- 
tividades de remodelación de la pared y la deposición de nuevos materiales. A causa de su 
estructura cristalina, las microfibrillas de celulosa de la pared, por si solas, son incapaces de 
estirarse o deformarse. Para que la pared celular se estire o se deforme, las microfibrillas tie- 
nen que deslizarse unas sobre otras, separarse un poco o ambas cosas. La orientación de las 
microfibrillas en las capas más internas de la pared gobierna el sentido en la que se expande 
la célula. Por tanto, las células vegetales anticipan su morfología futura controlando la orien- 
tación de las microfibrillas de celulosa que han depositado en la pared (Figura 19-30). 

A diferencia de lo que ocurre con la mayoría de las macromoléculas matriciales que se 
sintetizan en el retículo endoplasmático y en el complejo de Golgi, y que posteriormente son 
secretadas, la celulosa como el ácido hialurónico en los animales- se alarga desde la super- 
ficie celular mediante un complejo enzimático fla celulosa sintasa) que se encuentra 
anclado de manera integral en la membrana plasmática y que utiliza como sustrato la UDP- 
glucosa suministrada por el citosol. Cada complejo enzimático, o roseta, presenta una sime- 
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las fibrillas confieren resistencia a la tracción a las paredes cehulares 
entrecruzan las fibrilias de celulosa dando lugar a una red resistente 


forman una red hidrofílica cargada negativamente que aporta resistencia 
a la compresión a las paredes primarias; adhesión célula-cétula 

forman un resistente polímero impermeable que refuerza 
las paredes secundarias 


responsables del reciclaje y remodelado de la pared, así como también 
participan en la defensa contra patógenos 


Figura 19-80 Las microfibrillas de celulosa 
influyen en la dirección de elongación 

de la célula vegetal. (4) Orientación de las 
microfibrillas de celulosa en la pared celular 
primaria de una célula de zanahoria en 
crecimiento. Esta imagen, obtenida mediante 
microscopía electrónica de transmisión, 
corresponde a una réplica sombreada de 
una pared celular que fue congelada 
rápidamente y sublimada en profundidad. 
Las microfibrillas están unidas entre sí 
mediante una compleja red de moléculas 
de matriz (compárese con la Figura 19-79). 
(8, O) Las células de (8) y (9) parten con 

una forma idéntica (representadas aquí por 
cubos) pero con diferente orientación de las 
microfibrillas de celulosa de sus paredes. 
Aunque la presión de turgencia es uniforme 
en todas las direcciones, la debilidad local de 
la pared celular provoca que cada célula se 
alargue en una dirección perpendicular a la 
de la orientación de la capa más interna de 
las microfibrillas, las cuales tienen una gran 
resistencia a la tracción. La expansión de la 
célula tiene lugar de forma coordinada con 
la inserción de nuevo material de matriz. 

La forma final de un órgano, como puede 
ser una raíz, viene determinada por el 
sentido en el que se expanden las células. 
(A, por cortesía de Brian Wells y Keith 
Roberts.) 


presión 
de turgencia 
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bría séxtuple y contiene los productos proteicos de tres genes distintos de celulosa sintasa 
(CESA). Cada proteína CESA es esencial para la producción de una microfibrilla de celulosa. 
Tres genes CESA son necesarios para la síntesis de la pared celular primaria y otros tres para 
la síntesis de la pared celular secundaria. 

A rmedida que se van sintetizando, las cadenas de celulosa se ensamblan formando rni- 
crofibrillas, las cuales se prolongan en la superficie de la membrana plasmática y forman 
ana capa o lámina en la que todas las microfibrillas tenen más o menos la misma alineación 
(Figura 19-79). Cada nueva lámina es depositada en la cara interior de la lámina ya existente, 
de manera que la pared está constituida por láminas ordenadas concéntiicamente, situán- 
dose la más antigua en la cara externa. En las células en crecimiento, la mayor parte de las 
microfibrillas se disponen de manera perpendicular al eje de elongación celular aunque la 
orientación de las microfibrillas de las láminas externas —que fueron depositadas previa- 
mente— sea diferente (Figura 19-80B y C). 


Los microtúbulos orientan la deposición de la pared celular 


Una pista importante sobre el mecanismo que determina esta orientación fue proporciona- 
da por la observación de los microtúbulos en las células vegetales. En el citoplasma cortical, 
estos microtúbulos se disponen con la misma orientación que las microfibrillas de celulosa 
que se depositan en aquella región. Estos microtúíbulos corticales constituyen lo que se de- 
nomina la red cortical, situándose muy próximos a la cara citoplasmática de la mernbrana 
plasmática y unidos a ella por proteínas todavía mal caracterizadas (Figura 19-81). En mu- 
chos tipos y formas de células vegetales se observa una orientación congruente con la red 
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Figura 19-81 Red cortical de microtúbulos 


en una cólula vegetal. (A) Sección de una 
célula de raíz de heno que muestra un 
ordenamiento cortical de los microtúbulos 
localizados justo debajo de la membrana 
plasmática. Estos microtúbulos están 
orientados perpendicularmente al eje 
longitudinal de la célula. (2) Células 


epiteliales de la punta de la raíz de 


Arabidopsis que han sido marcadas 
mediante la técnica deinmunofluorescencia, 
para mostrar la red cortical de microtábulos 
en estas células de rápida elongación. 

El ordenamiento transversal de los 
microtúbulos corticales está en disposición 
perpendicular al eje de la elongación de la 
raiz. (A, por cortesía de Brían Gunnáng; 

B y €, cortesía de Keiko Sugimoto-Shirasu.) 
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extremos distales de las microfibrilias de celulosa 
que se integran en la pared celular preexistente 


membrana 


! ESPACIO plasmática 


EXTRACELULAR 


H 
i 
i 


pared celular microtóúbulos 


complejo celulosa 
; sintasa o roseta 


CITOSOL 
| : 0,1 gm microtúbulos unidos 
(A) ala membrana plasmática 
! cortical de microtúbulos (siruados en la cara interna de la membrana plasmática) y con las Figura 19-82 Modelo de cómo puede 
microfibrillas de celulosa (en la cara externa), manteniéndose durante la deposición tanto de venir determinada la orientación de las 
la pared celular primaria como de la secundaria, lo cual sugiere una relación causal, microfibrillas de celulosa depositadas 


de novo, por la orientación de los 
microtubulos corticales. (A) Los grandes 
complejos de celulosa sintetasa son proteínas 
de membrana que continuamente sintetizan 


Esta relación puede probarse mediante el tratamiento con un fármaco despolimeriza- 
dor de microtúbulos, el cual disgrega todo el sistema cortical de microtúbulos, pero las con- 
! secuencias observadas en este experimento, respecto a la deposición posterior de celulosa, 


| no son tan claras como podría esperarse. El tratamiento con el fármaco no intermonpe la microfibrillas de celulosa en la cara externs 

| producción de nuevas microfibrillas de celulosa y, en algunos casos, se pueden continuar de la membrana plasmática. Los extrernos 

| depositando nuevas microfibrillas siguiendo la orientación preexistente. Sin embargo, cual- distales d- estas rígidas microibrillas se 
quier cambio en la orientación de depósito de microfibrillas entre láminas consecutivas está integran dentro de la textura de la pared y la 


elongación de su extremo proximal empuja 
al complejo sintetasa a lo largo del plano de 
la membrana. Debido a que la red cortical 
de microtúbulos está unida a la membrana 


bloqueado. Aparentemente, la orientación de las microfibrillas preexistentes puede propa- 
garse incluso en ausencia de microtúbulos, pero cualouer cambie en la deposición de las 
microfibrillas de celulosa requiere que existan aiicrotúbulos intactos que determinen la 


nueva orientación. Estas observaciones son coherentes con el modelo que se propone a plasmática asociando este complejo 
continuación. Las rosetas sintetizadoras de cetulosa prolongan moléculas de celulosa desde a determinados canales de membrana, 
la membrana plasmática. A medida que estas moléculas se sintetizan y autoensambian for- la orientación de estos microtúbulos 
mando las microfibrillas, el extremo distal genera indirectamente enlaces cruzados con la cs ea plas de queso 


depositarán las nuevas microfibrillas. 

(8,0) Dos imágenes obtenidas mediante 
microscopía electrónica de transmisión que 
muestran la asociación estrecha entre 


capa precedente y orienta las nuevas fibrillas en disposición paralela a las precedentes al 
raismo tiempo que van quedando integradas en la textura de la pared. Debido a que la mi- 
crofibrilla es rígida, el creciente extremo proximal de la roseta tiene que desplazarse para que 


: se deposite nuevo material, migrando en el plano de la membrana en un sentido definido por los microtúbulos corticales y la membrana 
la manera en que el extremo distal de las microfibrillas está anclado a la pared, De esta mane- plasrnática. Una de ellas muestra Jos 
ra, cada capa tendería a crecer siguiendo la misma orientación que la capa depositada, con las microrúbulos en una sección transversal 


mientras que la otra muestra una sección 
longitudinal En ambas se observa un 
espacio de unos 20 nm entre la membrana 
plasmática y los microtábulos, mientras 


rosetas siguiendo la orientación de las microfibrillas orientadas previamente en el exteñor de 
la célula. Sin ernbazrgo, los microtúbulos pueden forzar el cambio de este sentido preestable- 
cido, por el que se desplazan las rosetas, al constibutr límites en la merabrana plesmática que 


actúen como muros de contención que constriñan el desplazamiento de estas rosetas que las rroléculas que los conectan no 
(Figura 19-82). Desde este punto de vista, la síntesis de celulosa puede tener hagar con la- son distinguibles, (8 y C, cortesía de 
dependencia de los microtúbulos, pero está determinada espacialmente cuando estos mi- Andrew Staehelin.) 


crotúbulos corticales están presentes, ya que definen los microdominios de membrana 
dentro delos cuales el coraplejo enzimático puede moverse. 
En este sentido, las células vegetales cambian su sentido de elongación mediante 11m re- 
] pentino cambio en la orientación de su red cortical de oúcrotóbulos. Puesto que las células 
vegetales no pueden desplazarse (están limitadas por sus paredes), la roorfología de un vege- 
tal pluricelular seguramente depende de un despliegue coordinado, que sigue un estricto pa- 
trón, de las orientaciones de estos microtíbulos alo largo del desarrollo, Se desconoce cómo se 
regulan estas orientaciones aunque se ba dernostrado que pueden reoriertarse con rapidez 
en respuesta a estímulos extracelulares, incluyendo los factores de crecimiento id de 
bajo peso molecular tales como el eñleno y el ácido giberélico ( 


se la Figura 21-119). 


1202 — Capítulo 19: Uniones celulares, adhesión celular y matriz extracelular 


Sin embargo, los microtúbulos no son los únicos elementos del citoesqueleto que in- a 
fluyen en la deposición de la pared. Los focos locales de filamentos corticales de actina pue- 
den dirigir la deposición de nuevos materiales de pared en regiones específicas de la E 
superficie celular, contribuyendo a la elaboración de la forma final de algunas células vege- 
tales diferenciadas, como es el caso de los tricornas foliares y de las células epidérmicas mos- 
tradas en la Figura 19-77. Las células que no pueden organizar sus redes corticales de actina, 
como en el caso de los mutantes 4rp2/3 pierden su forma característica, tal como se ihustra 
en la Figura 16-35. 


Resumen 


Las células vegetales están rodeadas por una rígida matriz extracelular, o pared celular, que es la res- 
ponsable de la mayoría de las características especificas que exhiben los vegetales. La pared está - 
constituida por resistentes microfibrillas de celulosa y glucanos de entrecruzamiento incluidos en 
una matriz de polisacáridos de pectina. Por su parte, la lignina se deposita en las paredes secunda- ES 
rias proporcionándoles impermeabilidad, dureza y configuración leñosa. Un sistema cortical de mi- 
crotúbulos ordenados puede controlar la orientación de las microfibrillas de celulosa que se van 
depositando, las cuales, a su vez, determinan el sentido en que se expanden las células y, por consi- 
guiente, la forma final de las células y en último término de toda la planta. 


lugares de 
escisión por ¿ 
papaína 


zonas de unión 
a antígeno 


PROBLEMAS 


¿Qué afirmaciones son ciertas? Explicar por qué si 
O por qué no 


19-1  Dadoelgran número de procesos intracelulares que están 
regulados por cambios en la concentración de Ca?*, parece proba- 
ble que las adhesiones célula-célula dependientes de Ca** tarm- 
bién estén reguladas por cambios en la concentración de Ca?r, 


anticuerpo IgG 


fragmentos Fab 


Figura P19-1 Producción de fragrnentos Fab a partir de anticuerpos lgG 
por digestión con papaína (Problerna 19-6). 


19-2 Las uniones estrechas ejercen dos funciones diferentes: 
sean el espacio entre las células restringiendo el transporte 
paracelular y forman barreras entre los dominios de membrana 
preveniendo que las proteínas apicales y las basolaterales se mez- 19-7 Clostridium perfringens, ana bacteria que provoca el en- 
clen. venenamiento de la comida, sintetiza una toxina que se une a 
proteínas de la familia de las claudinas, el principal constituyente 
de las uniones estrechas, Cuando se unen a la claudina, el extre- 1% 
mo C-terminal de la todna permite que el extremo N-terminal se 
inserte a la mermbrana de la célula adyacente agujereándola y ma- 
tando las cétulas. La región de la toxina que se me a las claudinas 
se utiliza como reactivo para estudiar las propiedades de las unio- 
nes estrechas. Por otro lado, las células MDCK se suelen utilizar 
para estudiar las uniones esmechas, ya que forman una lámina 
epitelial intacta con alta resistencia transepitelial, Estas células 


19-3 Las integrinas pueden convertir señales mecánicas en se- 
ñales moleculares. 


19-4 La elasticidad de la elastina es debida a su gran cantidad 
de hélices a, que actúan como muelles moleculares. 


Resolver los siguientes problemas 


19-5 Comentar la frase que Warren Lewis (uno de los pioneros 


de la biología celular) escribió en 1922: “Silos diferentes tipos ce- 
lulares perdiesen su adhesión a otras células y a la matriz extracelu- 
lar que las sostiene, nuestros cuerpos se desintegrarían y fluirían 
por el suelo como riachuelos de mezclas de células”. 


19-6 Las moléculas de adhesión celular fueron identificadas 
utilizando anticuerpos contra componentes de la superficie ce- 
lalar con el Ein de bloquear la agregación celilar. Eu ensayos de 
bloqueo de adhesión, los científicos creyeron oportuno udilizar 
fragmentos de anticuerpo formados por una sola región de unión 
(también denominados fragmentos Pab) en vez de utilizar and- 
cuerpos IgG intactos, es decir, raoiéculas en formaa de Y con dos 
regiones de sanión idénticas. Los fragraentos Fab fueron genera- 
dos mediarue la digestión de anticuerpos IgG por la proteasa pa- 
spaína Y de unión (Figuera P19-4). ¿Por 


a seperar las dos regione 
s necesario ullizar fragmentos Fab para bloquear la agrega- 
ción cebulai? 


expresan dos claudinas: la claudina-1, queno se une ala toxina, y 
la claudina-4, que sílo hace, 

Cuando una de estas láminas epiteliales intactas se incuba con 
el fragmento C-terminal de la toxina, la claudina-4 desaparece 
hasta ser indetectable a las 24 horas de tratamiento, En ausencia 
de claudina-4, las células continúan estando sanes y la lámina 
epitelial parece mantenerse intacta. El número de cordones que 
forman las uniones estrechas y que unen las células tarabién dis- 
múnuye a las 24 horas, pasando de cuatro a dos, y también dismiá- 
nuye su grado de ramificación. Un estudio funcional de la integrina 
en las uniones estrechas revela que la resistencia transepitelial 
disminuye en gran reedida en presencia de la toxina, pero que, si 
se retira la toxina, la resistencia Se recupera (Figura P19.-2A), 
Curiosamente, la toxina produce estos efectos sólo cuando es 
añadida en la cara basolateral de la l£rnina y no tiene efecto cuan- 
do se añade en la cara apical (Figura P19-2B). 


PROBLEMAS 


(A) BASOLATERAL (8) APICAL 
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Figura P19--2 Efectos de la toxina de Clostridium en la función de barrera 
de las células MDCK (Problema 19--7), (A) Adición de la toxina en la cara 
basolateral de la lámina epitelial. (B) Adición de la toxina en la cara apical 
de la lámina epitelial, Cuanto mayor sea la resistencia (ohms cm?), menor 
será la corriente paracelular para un determinado voltaje. 


A, ¿Córno se explica que, a pesar de que desaparezca toda la 
claudina-4, todavía queden dos cordones de unión estrecha? 


B. ¿Cómo provoca el fragmento de toxina la desintegración de 
los cordones de la unión estrecha? 


C. ¿Por qué la toxina sólo hace su efecto cuando se añade a la 
cara basolateral y no en la cara apical? 


19-8 No resulta fácil asignar funciones específicas a cada uno 
de los componentes de la lámina basal, ya que es una estructura 
compuesta por un material complejo con propiedades mecáni- 
cas y de señalización. Por ejemplo, el nidógeno entrelaza dos 
componentes principales de la lámina basal mediante la unión de 
cadenas de laminina-y1 con colágena de tipo IV. Dado este papel 
clave, es sorprendente que los ratones mutantes homocigotos para 
el gen nidógeno-2 sean completamente normales. Sin embargo, 
los ratones que son homocigotos para una mutación concreta del 
gen que codifica la larninina-y1, que elimina la región de unión a 
nidógeno, mueren al nacer con defectos graves en la formación 
del pulmón y del xiñón. La porción mutante de la cadena de la- 
rainina-yl no parece tener otra función que la de unir el nidógeno 
y no altera ni la estructura de la laminína nisu capacidad de unir- 
se ala lámina basal. ¿Cómo explicar el resultado de las alteracio- 
nes genéticas resumidas en la Tabla P19-17 ¿Qué fenotipo tendrá 
un ratón doble mutante hornocigoto para los dos genes de nidó- 
gena? 

19-9 Comentar la siguiente afirmación: “La lárnina basal de 
una fibra muscular actúa como un tablón de amuncios molecular 
en el que las células contiguas pueden colgar mensajes que diri- 
gen la diferenciación y la función de las células subyacentes”, 


Tabla P19-1 Fenotipos de ratones con defectos genéticos en 
componentes de la lámina basal (Problema 19-8). 


nidógeno- deleción del gen L/-J ninguno 

nidógeno-2 deleción del gen Ef-) ninguno 

laminina-y deleción de la región de unión ninguno 
anidógeno (+/-) / 

laminina-y1 deleción de la región de unión muerte al nacer 
a nidógeno (—-) 


+/- para heterocigotos, —/- para homocigotos. 
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19-10 La afinidad de las integrinas para los componentes de la 
matriz puede ser modulada por cambios en sus dominios cito- 
plasmáticos, un proceso conocido como señalización dentro- 
fuera. Imaginar gue se ha identificado una región clave en los do- 
minios citoplasmáticos de la integrina adibf3 que parece ser ne- 
cesaría para la señalización dentro-fuera (Figura P19-3). Si se 
sustituye la alanina por cada D723 en la cadena Bo por cada R995 
en la cadena a, se produce una gran activación espontánea en 
una cadena control, la cual está inactiva en estado normal. Si se 
convierte el aspartato de la cadena P en una arginina (07238) y la 
arginina de la cadena a en un aspartato (R995D) y se compara las 
tres cadenas O. (R995, R995A y R995D) con las tres cadenas $. 
(D723, D723A y D723H), se observa que todas las parejas presen- 
tan elevados niveles de activación espontánea excepto D723 con 
R995 (el control) y D723R con R995D, los cuales presentan niveles 
bajos de activación. A partir de estos resultados, ¿córno se man- 
tiene la integrina oMIbf3 en su estado inactivo? 


extracelular membrana citoplasma 
plasmática 
' e 723 
o | 
B3 > WKLLITIHDRKEF———COOH 
ato ——— WE VGFFKRNRP—— COOH 
E PE l 


E 995 


Figura P19--3 Representación esquemática de la integrina adibfB3 
(Problema 19-10). Los residuos D723 y R995 son idénticos. (De P.E. Hughes 
etal., /, Biol, Chem. 271:6571-6574, 1996. Con permiso de American Society 
for Biochemistry and Molecular Biology). 


19-11 El carboximetil Sephadex es un dextrano entrecruzado de 
cargas negativas que se utiliza en la purificación de proteínas. Se 
suninistrea en forma de cuentas secas que se hinchan mucho 
cuando se les añade agua. Se construye una columna de croma- 
tografía con un gel de este producto hinchado y, cuando 58 ermn- 
pieza a calibrar la cohumna con un tampón que contiene 50 mM 
de NaCla un pH neutro, el gel se encoge. ¿Por qué el Sephadexse- 
co se hincha tan drásticamente cuando le añades agua? ¿Por qué 
este gel hinchado se encoge al añediriuna solución salina? 


19-12 Ala temperatura corporal, el L-aspartato de las proteínas 
racermniza a D-aspartato anta velocidad apreciable. La mayoría de 


las proteínas del cuerpo presentan bajos niveles 


tato, si 


” 


es que son detecta Sin embargo, la elastina prese 
considerables de D-aspartato y, además, este nivel aumenta con 
la edad del individuo, ¿Por qué la mayoría de las proteínas pre- 
sentan bajos niveles de p-aspartato mientras que la laminina los 
tiene altos y son dependientes de la edad? 


19-13 Hay un truco para rejuvenecer una lechuga marchita en 
caso de visitas inesperadas a la hora de la comida. Escoger una de 
las opciones siguientes: poner la lechuga ea remojo en agua sala- 
da; en agua azucarada, o debajo de una luz brillante para que la 
fotosíntesis la reanime. 


19-14 La conducuvidad hidráulica de un solo canal de agua es 
3,4 x 100% a por segundo por MPa (megapascal) de presión. 
¿A qué corresponde este valor en términos de moléculas por se- 
gundo a presión atmosférica 225 0,1 MPa 
(1 bar 


¡La presión atrae 
y la concentración de agua es 55 
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Cáncer 


Una de cada cinco personas morirá de cáncer, pero no es estala razón por la que dedicamos 
un capítulo a esta enfermedad. Las células cancerosas rompen las reglas más básicas del 
comportamiento celular mediante las cuales se forman y mantienen los organismos plurd- 
celulares y aprovechan todo tipo de oportunidades para hacerlo. Al estudiar estas transgre- 
siones hemos descubierto cuáles son estas reglas normales y cómo se refuerzan. Así pues, 
dentro del contexto de la biología celular, el cáncer ha tenido una importancia única; el 
esfuerzo dedicado a la investigación del cáncer no sólo ha beneficiado al propio tratamiento 
del cáncer sino también a un área más amplia del conocimiento médico. 

El esfuerzo para combatir el cáncer ha conducido a descubrimientos fundamentales en 
el ámbito de la biología celular. Se han descubierto muchas proteínas debido a que su fun- 
cionamiento anormal puede provocar crecimiento incontrolado, tasas de división más gran- 
des, muerte disminuida y otras características aberrautes de las células cancerosas. Entre 
estas proteínas se incluyen la mayoría de las proteínas que intervienen en la reparación del 
DNA (Capítulo 5), la señalización celular ¡Capítulo 15), el ciclo celular, el crecimiento celular 
(Capítulo 17), la muerte celular programeda (apoptosis, Capítulo 18) y la estructuración de 
los tejidos (Capítulo 19). 

En este capítulo, primero se considerará la naturaleza del cáncer describiendo la histo- 
ría natural de la enfermedad desde el punto de vista celular. En un segundo apartado, tratare- 
mos los cambios moleculares que convierten a una célula en cancerosa. Por último, se 
examinará y valorará de qué forma nuestros conocimientos cada vez mayores acerca de las 
bases moleculares del cáncer, están conduciendo a nuevos y mejores métodos para la pre- 
vención y el tratamiento de la enfermedad. 


EL CÁNCER COMO PROCESO MICROEVOLUTIVO 


El cuerpo de un animal funciona corno una sociedad o ecosistema. Los miembros indivi- 
duales son células que se reproducen por división celular y que están organizadas en con- 
juntos de células que colaboran entre sí llarnados tejidos. Sin embargo, esta sociedad es muy 
peculiar puesto que el autosacrificio es la norma. Todos los linajes de células sornáticas están 
condenados a morir: no dejan descendencia y en vez de eso dedican su existencia a susten- 
tar las células germinales que son las únicas que tienen la oportunidad de sobrevivir (des- 
crito en el Capítulo 21). No se trata de ningún misterio, porque el cuerpo es un clon derivado 
del huevo fecundado y el genoma de las células somáticas es el mismo que el de las células 
germinales que darán lugar a los espermatozoides o alos óvulos. Por tanto, con su autosa- 
crificio por el bien de las células germinales, las células sornáticas facilitan la propagación de 
copias de sus propios genes, Ñ 

Así pues, en contraste con las células de vida independiente como las bacterias, que 
compiten para sobreviviz, las células de un organismo pluricelular están comprometidas a 
- colaborar entre sí, Para coordinar su comportamiento, las células emiten, reciben e inter- 
pretan y elaboran conjuntos de señales que actúan a modo de controles sociales que, al co- 
municarse de unas a otras, indican cómo deben actuar (Capítulo 15). El resultado de este 
comportamiento es que cada célula actúa de una manera socialmente responsable —divi- 
diéndose, manteniéndose quiescente, diferenciándose o muriéndose- en la medida que sea 
necesario para el bien del organismo. Las alteraciones moleculares que rormpan esta armno- 
nía pueden suponer un problerna para una sociedad pluricelular En el cuerpo humano, for- 
mado por más de 10% células, miles de roillones de 


s células suben mutaciones cada día 


En este capítulo 
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Capítulo 19: Uniones celulares, adhesión celular y matriz extracelular : 
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Cáncer 


Una de cada cinco personas morirá de cáncer, pero no es estala razón por la que dedicamos 
un capítulo a esta enfermedad. Las células cancerosas rompen las reglas más básicas del 
comportamiento celular mediante las cuales se forman y mantienen los organismos plurd- 
celulares y aprovechan todo tipo de oportunidades para hacerlo. Al estudiar estas transgre- 
siones hemos descubierto cuáles son estas reglas normales y cómo se refuerzan. Así pues, 
dentro del contexto de la biología celular, el cáncer ha tenido una importancia única; el 
esfuerzo dedicado a la investigación del cáncer no sólo ha beneficiado al propio tratamiento 
del cáncer sino también a un área más amplia del conocimiento médico. 

El esfuerzo para combatir el cáncer ha conducido a descubrimientos fundamentales en 
el ámbito de la biología celular. Se han descubierto muchas proteínas debido a que su fun- 
cionamiento anormal puede provocar crecimiento incontrolado, tasas de división más gran- 
des, muerte disminuida y otras características aberrautes de las células cancerosas. Entre 
estas proteínas se incluyen la mayoría de las proteínas que intervienen en la reparación del 
DNA (Capítulo 5), la señalización celular ¡Capítulo 15), el ciclo celular, el crecimiento celular 
(Capítulo 17), la muerte celular programeda (apoptosis, Capítulo 18) y la estructuración de 
los tejidos (Capítulo 19). 

En este capítulo, primero se considerará la naturaleza del cáncer describiendo la histo- 
ría natural de la enfermedad desde el punto de vista celular. En un segundo apartado, tratare- 
mos los cambios moleculares que convierten a una célula en cancerosa. Por último, se 
examinará y valorará de qué forma nuestros conocimientos cada vez mayores acerca de las 
bases moleculares del cáncer, están conduciendo a nuevos y mejores métodos para la pre- 
vención y el tratamiento de la enfermedad. 


EL CÁNCER COMO PROCESO MICROEVOLUTIVO 


El cuerpo de un animal funciona corno una sociedad o ecosistema. Los miembros indivi- 
duales son células que se reproducen por división celular y que están organizadas en con- 
juntos de células que colaboran entre sí llarnados tejidos. Sin embargo, esta sociedad es muy 
peculiar puesto que el autosacrificio es la norma. Todos los linajes de células sornáticas están 
condenados a morir: no dejan descendencia y en vez de eso dedican su existencia a susten- 
tar las células germinales que son las únicas que tienen la oportunidad de sobrevivir (des- 
crito en el Capítulo 21). No se trata de ningún misterio, porque el cuerpo es un clon derivado 
del huevo fecundado y el genoma de las células somáticas es el mismo que el de las células 
germinales que darán lugar a los espermatozoides o alos óvulos. Por tanto, con su autosa- 
crificio por el bien de las células germinales, las células sornáticas facilitan la propagación de 
copias de sus propios genes, Ñ 

Así pues, en contraste con las células de vida independiente como las bacterias, que 
compiten para sobreviviz, las células de un organismo pluricelular están comprometidas a 
- colaborar entre sí, Para coordinar su comportamiento, las células emiten, reciben e inter- 
pretan y elaboran conjuntos de señales que actúan a modo de controles sociales que, al co- 
municarse de unas a otras, indican cómo deben actuar (Capítulo 15). El resultado de este 
comportamiento es que cada célula actúa de una manera socialmente responsable —divi- 
diéndose, manteniéndose quiescente, diferenciándose o muriéndose- en la medida que sea 
necesario para el bien del organismo. Las alteraciones moleculares que rormpan esta armno- 
nía pueden suponer un problerna para una sociedad pluricelular En el cuerpo humano, for- 
mado por más de 10% células, miles de roillones de 
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y rompen potencialmente los controles sociales. Pero lo más peligroso es que una mutación 
de este tipo puede proporcionar a una célula una ventaja selectiva, permitiendo que se divi- 
da más vigorosamente que sus vecinas y convirtiéndose en la fundadora de un clon mutan- 
te en crecimiento. Cualquier rautación que origine un comportamiento no altruista de 
miembros individuales de la cooperativa arriesga el futuro de la totalidad de la empresa. 
Ciclos repetidos de mutaciones, competición y selección natural actuando dentro de uma 
población de células somáticas provocarán problemas que empeorarán con el tiempo. Estas 
son las características básicas del cáncer: es una enfermedad en la cual los clones individua- 
les de células mutantes empiezan a prosperar a expensas de sus células vecinas y, fmalmen- 
te, destruyen la totalidad de la sociedad celular. 

En esta sección trataremos del desarrollo del cáncer como un proceso de microevolu- 
ción. En el hombre este proceso se produce a una escala temporal de años o décadas en una 
subpoblación de células del organismo. Pero el resultado final depende de los mismos prin- 
cipios de rautación y selección natural que han gobernado la evolución de los organismos 
vivos durante miles de millones de años. 


Las células cancerosas se reproducen sin restricciones 
y colonizan otros tejidos 


Las células cancerosas se caracterizan por dos propiedades hereditarias: (1) se reproducen a 
pesar de las restricciones normales; (2) invaden y colonizan territorios normalmente reser- 
vados a otras células. La combinación de estas dos características es lo que hace que los cán- 
ceres sean tan peligrosos. Una célula anormal que crece (aumenta de masa) y prolifera (se 
divide) más delo normal, producirá un tumor o neoplasma-—literalmente nuevo crecimiento. 
Mientras las células neoplásicas no se convierten en invasoras, se dice que el tumor es 
benigno y en este estadio por lo general se puede conseguir la curación completa extrayen- 
do quirúrgicamente la masa tumoral, Un tumor se considera canceroso sólo si es maligno, 
es decir, sí sus células tienen la capacidad de invadir el tejido circundante. La capacidad de 
invasión es una característica esencial de las células cancerosas. Les permite liberarse del te- 
jido, entrar er. el torrente sanguíneo o en los vasos linfáticos y formar tumores secundarios o 
metástasis en otros lugares del cuerpo (Figura 20-1). Cuanto más amplia sea la metástasis, 
más difícil será erradicar el cáncer y son generalmente las metástasis las que matan al pa- 
ciente de cáncer. 

Los cánceres se clasifican de acuerdo con el tejido y con el tipo celular a partir del cual 
se originan. Los carcinomas son los cánceres derivados de las células epiteliales y son, con 
diferencia, los más frecuentes en las personas; los sarcomas son los que derivan de tejido 
conjuntivo o de fibras musculares. Entre los cánceres que no encajan en ninguna de estas 
dos amplias categorías se encuentran las diversas formas de lenceria y linfomas, deriva- 
dos de las células de la línea blanca sanguínea y de sus precursores (células hematopoyéti- 
cas) y también los cánceres derivados del sisterna nervioso. La Figura 20--2 muestra los tipos 
de cáncer más frecuentes en Estados Unidos, indicando su incidencia y la frecuencia de 
muertes que producen. Cada una de las categorías tien j 
celular de que se trate, la localización en el cuerpo y la estructura específica del tumor. 
Muchos de los nombres utilizados están fijados por tradición sin que tengan una base ra- 
cional moderna. : : 

Paralelamente a la serie de nombres aplicados alos tumores malignos, existe una serie 
de nombres relacionados con tumores benignos: un adenoma, por ejemplo, es un tumor 


nes sesún el tivo 
ii 


Figura 20-1 Metástasis. Los tumores malignos normalmente producen metástasis y, en 
consecuencia, el cáncer es difícil de erradicar. Esta imagen de fusión muestra un escáner 
de cuerpo entero de un paciente con un linfoma no de Hodgkins metastático (NHL: non- 
Hodgkáíns lymphoma). La imagen de fondo de los tejidos del organismo fue obtenida 
mediante rastreo CT (computed X-ray tomography, tomografía computerizada de rayos X). 
Superpuesto e la imagen, un escáner tipo PET fpositron emision tomography; tomografía 
de emisión de positranes) qu ecta la captación de Huorodesoxiglucosa (FDG) marcada 
¿ e en diversos tejidos y revela el tejido tumoral iamarillo). La detección 
indica céhulos con captación de glucosa alta y metabolismo elevado, una 
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epitelial benigno con una organización glandular, siendo el tipo de tumor maligno corres- 
pondiente un adenocarcinoma (Figura 20-3); de modo parecido, un condrorma y un condro- 
sarcorna son, respectivamente, tumores de cartlago benigno y maligno. 

Cada cáncer tiene algunas características que reflejan su origen. Así por ejeraplo, las cé- 
lulas de un carcinoma de células basales, derivadas de una estirpe de células queratinocíticas 
de piel, por lo general continuarán sintetizando filamentos intermedios de citoqueratina, 
mientras que las células de un melanoma, derivadas de una célula pigmentaria de la piel, a 
menudo (aunque no siempre) continuarán produciendo gránulos de pigmento. En general 
los cánceres que se originan a partir de diferentes tipos celulares producen enfermedades 
muy distintas, El carcinoma de células basales, por ejemplo, sólo es invasivo de forma local 
y raramente produce metástasis, mientras que el melanoma, sino es extirpado en uma etapa 
termprana, es mucho más maligno y produce con rapidez un número de metástasis mucho 
mayor (reflejando el comportamiento migratorio de los precursores de las células pigmen- 
tarias normales durante el desarrollo, tratado en el Capítulo 22). Por la general, el carcinoma 
de células basales se cura por completo mediante cirugía o irradiación local, raientras que el 
melanoma maligno, una vez ha metastatizado, tiene consecuencias fatales. 


La mayoría de cánceres derivan de una sola célula 


Incluso cuando el cáncer ha producido metástasis, normalmente puede determinarse su 
origen a partir de un úxuco turnor primario, procedente de un órgano determinado. Se con- 
sidera que el tumor primario deriva de una sola célula por división celular que al principio 
ha experimentado un carabio heredable, Por consiguiente, los cambios adicionales se acu- 
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Figura 20-2 Incidencia y mortalidad por 
cáncer en los Estados Unidos, El número 
total de nuevos casos diagnosticados en 
2004 en Estados Unidos fue de 1.368.030 y se 
produjeron un total de 563.700 muertes por 
cáncer. Obsérvese que las muertes reflejan 
los casos diagnosticados en muchos 
momentos distintos y que murieron menos 
de la mitad de las personas que desarrollaron 
cáncer Los cinco tipos de cáncer más 
frecuentes en el mundo son los de pulmón, 
estómago, mama, colono-rectal y útero 
(incluido en la figura con el nombre 

de tracto reproductor). El número total de 
nuevos casos de cáncer registrados por 

año está por encima de los 6 millones. Los 
cánceres de piel que no son melanomas, 

no se han incluido en el número total de 
cánceres, ya que la mayoría de ellos se curan 
fácilmente por lo que muchos no se registran. 
(Datos de la American Cancer Society, Cancer 
Facts and Figures, 2004.) 


Figura 20-3 Tumores benignos respecto 

a tumores malignos. Un tumor glandular 
benigno (adenoma) permanece dentro 

de la lárnina basal que merca el límite de 

la estructura normal (un ducto en este 
ejemplo), mientras que un tenor glandular 
rnafigno (adenocarcinoma) destruye la 


integridad del ducto como se muest 
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mulan en algunas de sus células descendientes y les permiten crecer fuera del órgano, divi- 
dirse sia control y a menudo sobrevivir más que sus vecinas. Un cáncer fípico humano, en el 
momento de ser detectado, lleva ya muchos años desarrollándose y tendrá más de mil mi- 
llones de células cancerosas (Figura 20-4). Los tunores habitualmente incluyen también 
una gran variedad de células normales, por ejemplo, ibroblastos en el tejido conjuntivo de 
sostén que está asociado al carcinoma y también células inflamatorias. ¿Cómo podemos estar 
seguros de que las células cancerosas son un clon descendiente de una sola célula anormal? 

El análisis molecular de los cromosomas de las células tumorales demuestra claramen- 
te el origen clónico de estas células. En casi todos los pacientes con leucemia mieloide cróni- 
ca (CML: chronic myelogenous leukemia), por ejemplo, los glóbulos blancos leucémicos se 
distinguen de las células normales por una anormalidad cromosémica característica: el lla- 
mado cromosoma Filadelfía, originado por una translocación entre los brazos largos de los 
cromosomas 9 y 22 (Figura 20-5). Si se clona y se secuencia el DNA del lugar de la translo- 
cación, se observa que el lugar de rotura y de nueva unión de los fragrnentos translocados es 
idéntico en todas las células leucémicas de un mismo paciente, pero difiere ligeramente (en 
varios cientos o miles de pares de bases) de un paciente a Otro. Este hallazgo es lo que cabría 
esperar si y sólo si cada caso de leucemia surgiera a partir de un accidente único que se pro- 
dujera en una sola célula. Posteriormente veremos cómo estas translocaciones provocan la 
leucemia dando lugar a un nuevo gen híbrido que codifica una proteína que incrementa 
la proliferación celular. 

Muchas otras evidencias procedentes de una gran variedad de cánceres apuntan a la 
misma conclusión: la mayoría de tumores se originan a partir de una sola célula anormal 
(Figura 20-6). 


Las células cancerosas tienen mutaciones somáticas 


Para que una sola célula anormal genere un tumor tiene que transmitir su anormalidad a su 
descendencia: la anomalía tiene que ser hereditaria. Un primer problema para comprender 
un cáncer es descubrir si la anornalía hereditaria es debida a un cambio genético —es decir, a 
una alteración en la secuencia del DNA de la célula— o aun cambio epigenético—es decir a un 
cambio en la pauta de expresión génica sin que exista ningún cambio en la secuencia del 
DNA. Los cambios epigenéticos se producen durante el desarrollo normal y son responsa- 
bles de la estabilidad del estado diferenciado, de fenómenos tales como la inactivación del 
cromosoma X y la impresión genómica (véase Capítulo 7). Como se describirá más adelante, 
en la actualidad sabemos que los cambios epigenéticos desempeñan un papel importante 
en el desarrollo de los cánceres. 

Pero también es evidente que el desarrollo de un clon de células cancerosas implica 
cambios genéticos. Las células de muchos cánceres tienen uno o más defectos compartidos 
en la secuencia de su DNA que las distingue de las células normales circundantes al rumor, 
como en el ejemplo de la CML mencionada, los avances en el análisis del DNA han permit- 
do identificar estos fallos genéticos en una proporción cada vez mayor de tipos de cáncer 
Este hecho corrobora que muchos agentes que provocan el desarrollo del cáncer pueden 
producir también cambios genéticos. Así pues la carcinogénesis (generación del cáncer) pa- 
rece relacionada con la miulagénesis (producción de un cambio en la secuencia del DNA). 
Esta correlación es clara para dos tipos de agerues: (1) los carcinógenos químicos (que cau- 
san simples carmbios locales en la secuencia de nucleótidos) y (2) las radiaciones ionizantes, 
como los rayos X (que causan roturas de cromosomas y translocaciones) o la luz UV [que in- 
duce alteraciones específicas en las bases del DNA). Tratarernos estos agentes carcinogéni- 
cos con más detalle más adelante. 

La conclusión de que el desarrollo del cáncer depende de las mutaciones somáticas 
deriva de estudios sobre personas que han heredado un defecto genético en alguno de los 
mecanismos de reparación del DNA, de forma que sus células acumulan mutaciones muy 


Figura 20-5 Translocación entre los cromosomas 2 y 22, responsable de la 
leucemia rnieloide crónica. A la ízquierda se muestran las estructuras normales de 
los cromosomas 9 y 22. Cuando se produce la translocación entre ellos en el lugar 
indicado, el resultado es el par de cromosomas anormeles de la derecha, El menor 
delos dos crornosomas anormales resultantes (2237) se denorsina cromosoma 
ladelfa, norabre de la ciudad donde se registró la anormalidad por prmera vez, 
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Figura 20-4 Crecimiento de un tumor 
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rápidamente, mostrando una gran predisposición al desarrollo del cáncer. Las personas 
afectadas de xeroderma pigrnentosum, por ejemplo, presentan defectos en el sistema celular 
que repara el DNA dañado por la luz UV y padecen una mayor incidencia de cáncer de piel. 
De forma parecida, los ratones que han perdido los genes especificos para reparar el DNA 
son anormalmente susceptibles al cáncer. 


Una sola mutación no es suficiente para causar cáncer 


En el transcurso de una vida normal, en un cuerpo humano se producen unas 10% divisio- 
nes celulares; en un ratón, con un número más pequeño de células y un ciclo vital más cor- 
to, el número se aproxima a 10%, Incluso en un entorno libre de mutágenos, las mutaciones 
se producirán espontáneamente con una frecuencia estimada de alrededor de 10"* muta- 
ciones por gen y par división celular; un valor que depende de limitaciones fuudamentales 
en la precisión de la replicación y de la reparación del DNA (véase p. 263). Por lo tanto, en el 


“transcurso de la vida de cualquier ser humano, un gen es susceptible de haber padecido mu- 


taciones unas 10% ocasiones distintas e independientes y en un ratón unas 108 ocasiones. 
Entre las células rautantes resultantes cabe esperar que muchas de ellas presenten altera- 
ciones en genes relacionados con la regulación del crecimiento y de la división celular y que, 
por lo tanto, no obedezcan las restricciones normales sobre la proliferación celular. Desde 
este punto de vista, el problema no es por qué se produce el cáncer, si no por qué se produ- 


“ce con tan poca frecuencia. 


Evidentemente, si una sola inutación fuera suficiente para convertir una célula sana 
normal en una célula tumoral que prolifera sin restricción, no seríamos organismos viables. 


Diversas evidencias indican que en realidad la génesis de un cáncer requiere que en una 
- misma célula se produzcan vaños accidentes independientes y extraños. Una indicación de 


este tipo procede de estudios epiderniológicos sobre la incidencia de cáncer en función de la 
edad (Figura 207), Si fuera suficiente una sola mutación que se produjera con una pro- 
babilidad fija por año, la probabilidad de desarrollar cáncer en cualquier año dado debería 
serindependiente de la edad. Sin embergo, en la mayoría de tipos de cánceres la incidencia 
se incrementa abruptamente con la edad, como sería de esperar si el cáncer se produce por 
una acumulación lenta de numerosas mutaciones al azar en una sola línea de células. 


Figura 20-7 incidencia de cáncer en función de la edad. El número de nuevos casos 
de cáncer de colon diagnosticados en un año en mujeres en Inglaterra y Gales, se expre- 
sa en función de la edad del diagnóstico y en relación al número total de indháduos en 
cada grupe de edad. La incidencia de cáncer sumenta de forma súbita en función de la 
edad. Siuna sola mutación fuese suficiente para desencadenar el cáncer y esta muta- 
ción hiviera la misma probabilidad de ocurar en cualquier raomento, la incidencia de 
bería ser independiente de la edad. (Datos de C. Muir etal, Cancer incidence in Five 
Continents VoLY Lyon: international Agency for Research on Cancer, 19873 
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Figura 20-6 Evidencia que demuestra el 
origen monoclonal de los cánceres, a partir 
del análisis de mosaicos de inactivación del 
cromosoma X. (A) Coma resultado de un 
proceso al azar, que se produce en una fase 
temprana del embrión, prácticamente todos 
los tejidos normales del cuerpo de una mujer 
son una mezcla de células que presentan 
diferente heredabilidad del cromosoma X 
inactivado (indicada por la mezcla de células 
rojas y células azules en el tejido normal). 

(Bj Sin embargo, cuando se determina la 
expresión de un gen marcador ligado al 
cromosoma X funa forma específica de la 
enzima G6PD), por lo general se observa que 
todas las células de un cáncer tienen el 
mismo cromosoma X jnactivado, como se 
muestra en (C). Este hecho implica que todas 
ellas derivan de una sola célula cancerosa 
inicial 


180 : 
160 
140 
120 
100 
20 


60 


incidencia por 100.000 personas 


40 


20 


y os 


10 20 30 40: 50 60 70 80 


edad (años) 


1210 — Capítulo 20: Cáncer 


Ahora que han sido identificadas la mayoría de las mutaciones específicas responsables 
del desarrollo del cáncer, podémos analizar de forma directa su presencia en el genoma de 
cada tipo particular de célula tumoral. Tales análisis han revelado que por lo general una cé- 
lula maligna acumula varias mutaciones. Los modelos animales también confirman que una 
sola alteración genética no es suficiente para causar cáncer. cuando se han introducido genes 
mutantes en animales transgénicos, la enfermedad sólo aparece después de un periodo es- 
tacionario de meses en un conjunto pequeño y esparcido de células del organismo y esto 
implica que para que se desarrolle un cáncer tienen que producirse otros acontecimientos 
genéticos. Además, los ratones transgénicos con mutaciones en más de un gen crítico para el 
cáncer desarrollarán cáncer más rápidamente que los ratones con una sola mutación; este 
hecho demuestra que sucesos genéticos múltiples en una sola célula pueden cooperar entre 
sí promoviendo el crecimiento de la célula cancerosa y el desarrollo de un tumor. 


Los cánceres se desarrollan gradualmente a partir de un número 
creciente de células aberrantes 


En el caso de los cánceres que tenen una causa externa identificable, la enfermedad no se 
convierte en aparente hasta que ha transcurrido un largo periodo de tiempo desde la expo- 
sición inicial al agente causal. La incidencia del cáncer de pulmón, por ejemplo, no empieza 
a aumentar rápidamente hasta 20 años después de fumar con intensidad. De forma pareci- 
da, la incidencia de leucemias en Hiroshima y Nagasaki no aumentó de forma significativa 
hasta unos 5 años después de la explosión de las bombas atómicas y los trabajadores indus- 
wiales expuestos durante un periodo limitado a agentes cancerígenos químicos no desarro- 
llan los cánceres característicos de su ocupación hasta 10, 20 o incluso más años después de 
la exposición (Figura 20-8). Durante este largo periodo de incubación, las presuntas células 
cancerosas sufren cambios genéticos y epigenéticos sucesivos. 4lgo similar sucede con los 
cánceres cuya lesión genética inicial no tiene una causa externa tan clara. 

El concepto de que el desarrollo de un cáncer necesita de una acumulación gradual de 
rmauteciones en varios genes -un número diferente para los distintos cánceres pero habitual- 
mente al menos cinco ayuda a comprender el conocido fenómeno de la progresión tMumo- 
ral, en el cuál un leve desorden inicial del comportamiento celular evoluciona de manera 
gradual hasta un cáncer totalmente destructivo. La leucernia mieloide crónica proporciona 
un ejemplo claro al respecto. Esta enfermedad empieza como un trastorno caracterizado 
por una sobreproducción no letal de glóbulos blancos y continúa así durante varios años 
hasta que se convierte en una enfermedad de progresión mucho más rápida, que general 
finaliza a los pocos meses, con la muerte. En la fase crónica temprana, las células leucé- 
micas del cuerpo sólo se distinguen porque presentan la translocación de cromosomas (el 
cromosoma Piladelfia) mencionada, aunque pueden existir otros cambios genéticos y epi- 
genéticos menos visibles. En la siguiente fase aguda de la enfermedad, el sistema hemato- 
poyético (el fabricante de la sangre) queda invadido por células que no sólo muestran esta 
del clon reutante imicial hubiesen sufrido más mm 


más rápido lo dividirse más veces antes de diferenciarse o morir), de forma que llegan a ex- 
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Figura 20-8 Retraso de la aparición 

de cáncer tras la exposición a un agente 
cancerígeno, La gráfica muestra el retraso 
de la aparición del cáncer de vejiga en una 
serie de 78 trabajadores de la industria 
química desde que fueron expuestos al 
cardnógeno 2-nafilamina, agrupados según 
la duración de su én. (Modificado de 
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ceder en número a las hematopoyéticas normales e incluso a sus parientes que sólo tenían Figura 20-9 Etapas de progresión en el 
la translocación cromosómica primaria. desarrollo de cáncer en el epitelio del cuello 


Parece que los carcinomas y otros tumores sólidos evolucionan de forma parecida. uterino. (A) En el epitelio EScAmeso 
Aunque en el hombre la mayoría de estos cánceres no son diagnosticados hasta una fase re- plón 8 caninas Ae las caes EA 
Ñ p ] y división están confinadas en la capa basal. 
lativamente tardía, en algunos casos es posible observar las primeras etapas del desarrollo (8) En las neoplasias intraepiteliales de grado 
de la enfermedad. Los cánceres de cérvix uterino (el cuello del útero) son un ejemplo de estos menor, las células en división se pueden 
últimos, debido al cribado rutinario de este cáncer mediante raspado cervical. encontrar en la tercera parte inferior del - 
epitelio; las células superficiales todavía 
son alargadas y muestran signos de 


La detección precoz evita los cánceres cervicales eeenciason aunque e iacoipler 
(C) En la neoplasia intraepitelial de grado 


alto, las células proliferan en todas las 


El epitelio que recubre el cérvix está organizado inicialmente como un epitelio escamoso es- SSA ] 
capas del epitelio y no rmuestran signos de 


tratificado (en múltiples capas) (Figura 20-9A) parecido en estructura a la epidermis de la diferenciación. (D) La verdadera malignidad 
piel (véase Figura 23-3). En estos epitelios estraificados, la proliferación se produce en la lá- empieza cuando las células atraviesan o 
mina basal, generando células que se desplazan hacia la superficie exterior, diferenciándo- destruyen la lámina basal e invaden el tejido 
se a lo largo de este desplazamiento en células aplanadas ricas en queratina que no se conjuntivo circundante. (Fotografías por 
dividen y que finalmente se descaman en la superficie. Cuando se examinan muestras de cortesía de Andrew. Connolly) 
epitelio cervical de distintas mujeres, no es extraño encontrar placas en las cuales la organi- 
zación está alterada de forma que sugiere el inicio de una transformación cancerosa. Los pa- 
tólogos describen estos cambios como neoplasia intraepitelial y las clasifican como de grado 
bajo (benignas) o de grado alto (de moderadas a graves). 

En las lesiones benignas, las células en división no diferenciadas no están confinadas en 
la lámina basal sino que ocupan otras capas en el tercio inferior del epitelio; aunque el 
proceso de diferenciación se produce en las capas epiteliales superiores, está ligeramente 
alterado (Figura 20-9B). La mayoría de estas lesiones remiten de forma espontánea, pero un 
pequeño número de ellas (cerca del 10%) se convierten en lesiones de grado alto en las cua- 
les, la mayoría de capas epiteliales o todas ellas están ocupadas por células indiferenciadas 
que se dividen continuamente, presentando por lo general tamaños y formas altamente va- 
riables. Con frecuencia se observan figuras mitóticas anormales y, a menudo, el cariotipo 
(imagen de la totalidad de los cromosomas) también es defectuoso. Sin ermbargo, las células 
anormales todavía están confinadas en el lado epitebial de la lámina basal (Figura 20-90). 

cl curación si se destruye o elimina mediante cinagía 

el tejido anormal. Aforninadaraente, la presencia de este po de lesiones puede detectarse 


En este estadio, la enfermedad es de 
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raspando una muestra de células de la superficie y observándolas al microscopio (técnica de 
“frotis de Papanicolau”; Figura 20-10), salvándose así muchas vidas. 

Sin tratarniento, el tejido anormal puede persistir sin progresar o incluso entrar en re- 
gresión de forma espontánea. Sin embargo, en al menos un 30-40% de los casos progresa 
originando al cabo de algunos años un carcinoma cervical invasivo (véase Figura 20-9D): las 
células cancerosas destruyen y cruzan la lámina basal, invadiendo el tejido subyacente, y 
provocan metástasis a través de los vasos linfáticos. La curación mediante cirugía se vuelve 
progresivamente rnás difícil a medida que el crecimiento invasivo se va extendiendo. 


La progresión de los tumores implica rondas sucesivas 
de mutación y selección natural 


A partir de todas las evidencias parece que los cánceres surgen por un proceso en el cual una 
población inicial de células ligeramente anormales, descendientes de una sola célula mu- 
tante, evoluciona de mal en peora través de ciclos sucesivos de mutaciones al azar seguidos 
de selección natural. En cada etapa, una de las células adquiere una mutación adicional o un 
cambio epigenético que le proporciona una ventaja selectiva sobre sus vecinas, capacitán- 
dola para sobrevivir mejor en el entorno que, en el interior del tumor, puede ser muy duro, 
con niveles muy bajos de oxígeno, escasos nutrientes y las barreras naturales al crecimiento 
que presentan los tejidos normales circundantes. La descendencia de esta célula tan bien 
adaptada continuará dividiéndose, a menudo formando el tumor y convirtiéndose en el clon 
dominante en la lesión en desarrollo (Figura 20-11). Los tumores crecen a empujones mien- 
tras los ventajosos cambios heredados van apareciendo y las células que los sufren, prospe- 
ran. La progresión tumoral implica un gran componente de azar y por lo general requiere 
muchos años, de forma que la mayoría de nosotros morirá por otras causas y no de cáncer. 
¿Por qué son necesarias tantas mutaciones? Claramente, los animales más grandes han 
tenido que desarrollar un conjunto muy complejo de mecanismos reguladores para contro- 
lar a sus células. Sin estos múluples controles, los errores inevitables en el mantenimiento de 
las secuencias de DNA producirían numerosos tumores en una etapa muy temprana de la 
vida y rápidamente los grandes organismos pluricelulares serían destruidos. Así pues, no 
debería sorprendernos que las células utilicen mecanismos reguladores múltiples para man- 


Figura 20-11 Evolución clonal. En este esquema, un tumor se desarrolla a través de 
sucesivas rondas de mutación y proliferación, onginando un cion de células cancerosas 
totalmente malignas. En cada etapa, una de las células sufre una mutación que o 
incrementa su capacidad de proliferación o disminuye la muerte celular, de forma que 
sus descendientes se convierten en el clon dominante del tumor. La proliferación de 
cada clon acelera el paso siguiente en la progresión tumoral e incrementa el tamaño 
de la población de riesgo que puede sufrir una rrutación adicional La última etapa 
mostrada es la invasión a través de la lámina basal, la primera etapa de la metástasis, 
En realidad, existen más etapas que las tres mostradas; en ellas están implicados una 
combinación de cambios genéticos y epigenéticos. 


Figura 20-10 Fotografías de células 
recogidas por raspado de la superficie 

del cuello uterino (técnica de Papanicolaou 
o“Pap smear”). (A) Normal: las células son 
grandes y bien diferenciadas, con núcleos 
muy condensados. (8) Lesión precancerosa: 
la diferenciación y la proliferación son 
anormales pero la lesión todavía no es 
invasiva; las células están en distintas etapas 
de diferenciación, algunas de ellas bastante 
inmaduras. (C) Carcinoma invasivo: todas las 
células aparecen indiferenciadas, con escaso 
citoplasma y núcleo relativamente grande; 
entre jos restos acompañantes hay algunas 
células sanguíneas blancas. (Cortesía 
Winifred Gray.) 
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tener un control preciso de su comportamiento y deben alterarse muchos mecanismos dis- 
tintos para que una célula pueda salir de sus restricciones normales y comportarse como 
una célula cancerosa maligna. Las restricciones son de distintos tipos y las células tumorales 
encuentran nuevas barreras para su posterior expansión en cada una de las etapas de su 
evolución. Por ejemplo, el oxígeno y los nutrientes no son limitantes hasta que el tumor al- 
canza uno o dos milímetros de diámetro, momento en el cual las células del interior del tu- 
mor dejan de tener el acceso adecuado a sus necesidades. Las células tienen que adquirir 
mutaciones adicionales, cambios epigenéticos (o ambos) para superar cada nueva barrera, 
ya sea física o fisiológica. 

En general, esperaríamos que la tasa de evolución en cualquier población de organis- 
mos de la tierra deperndiera principalmente de cuatro parámetros: (1) la tasa de mutación, es 
decir, la probabilidad por gen y por unidad de tiempo de que un miembro determinado de 
la población sufra un cambio genético; (2) el número de individuos con capacidad repro- 
ductiva dentro de la población; (3) la tasa de reproducción, es decir, el número medio de gene- 
raciones de cada progenie producidas por unidad de tiernipo, y (4) la ventaja selectiva de la 
que disfrutan los individuos mutantes con éxito, es decir, la proporción entre el número de 
supervivientes fértiles que se producen por unidad de tiempo y el número de supervivientes 
fértiles producidos por los individuos no mutantes. 

Estos mismos factores son cruciales para la evolución de las células cancerosas en un 
organismo pluricelular, excepto que tanto los cambios genéticos como los epigenéticos diri- 
girán el proceso evolutivo. 


Los cambios epigenéticos que se acumulan en las células 
cancerosas incluyen estructuras heredadas de cromatina 
y metilaciones en el DNA 


Como se acaba de afirmar, la progresión hacia un cáncer se diferencia de la evolución bioló- 
gica normal en un aspecto importante; se producen cambios epigenéticos que proporcio- 
narán a las células una ventaja selectiva. 

Durante muchos años, los patólogos han utilizado el aspecto anormal del núcleo celu- 
lar para identificar y clasificar a las células cancerosas en las biopsias tumorales. Por ejemplo, 
algunas veces las células cancerosas poseen una cantidad muy grande y nada común de 
heterocromatina, una forma condensada de la cromatina en interfase que silencia los genes 
(véase p. 238). En la actualidad, se conocen algunos de los mecanismos moleculares impli- 
cados en la formación de esta cromatina y es posible asociar la formación de nueva hetero- 
cromatina con el slenciamiento epigenético especifico de genes que de otra forma blo- 
quearían la progresión tumoral. 

La formación y el mantenimiento de la heterocromatina implica modificaciones cova- 
lentes específicas de las histonas; esto a su vez, atrae complejos de cromatina-proteínas que 
se mantienen de forma estable después de la replicación del DNA. (descrito en el Capítulo 4). 
De esta forma, los genes pueden ser desviados de forma que se hereden de célula a célula sin 
ningún cambio en la secuencia de DNA, Esta forma epigenética de regulación génica de- 
sermpeña un papel importante en la creación del patrón ordenado de especializaciones ce- 
lulares que se produce durante el desarrollo embrionario (tratado en el Capítulo 22). Los 
errores que se produzcan en este proceso son potencialmente peligrosos porque pueden 
transmitirse a la progenie de la célula en la que se ha producido el cambio original. 

Abora sabemos que muchas de las mutaciones que hacen que una célula sea cancero- 
sa alteran proteínas que determinan estructuras de la cromatina. Entre ellas se encuentran 
no sólo enzimas que modifican las histonas de los nucleosomas sino también proteínas del 
cormplejo lector-eseritor del código” que interpretan el código de las histonas (véase la 
Figura 4-43). Estos hechos constituyen una sólida evidencia de la importancia que tienen 
los cambios epigenéticos basados en la cromatina sobre la progresión de los tumores. 

Durante los procesos normales del desarollo, un patrón heredado de metilación de 
DNA refuerza muchos de los acontecimientos de siler 


ciamiento de genes provocados por el 
empaquetamiento de los genes en la heterocromalna (véase p. 467). Los análisis revelan 
que en genes concretos también se producen una gran cantdad de metilaciones de DNA 
durante la progresión tumoral, En resumen, aunque reconocido de forma relativamente re- 
ciente, parece que el silenciamiento epigenético anorraal de genes no es menos importante 
que las pamtaciones en las sec 

(Figura 20-12). 


=ncias de DINA para el desarrollo de la mayoría de cánceres 


1213 


1214 — Capítulo 20: Cáncer 
inactivación genética de un gen. inactivación epigenética de un gen 
gen X gen X 
MR dc E SA == == O 
; ; el accidente induce el 
cambio accidenta) empaquetamiento: de 
en la secuencia de DNA en heterocromatina 
nucleótidos del DNA bons e 
DIVISIONES : U DIVISIONES 
CELULARES CELULARES 
A! on] A 
AP AS ER 
pa a Conesa 


MUCHAS CÉLULAS CON 
EL GEN X INACTIVADO 


MUCHAS CÉLULAS CON 
EL GEN X INACTIVADO 


Las células cancerosas humanas son genéticamente inestables 


La mayoría de las células cancerosas humanas acumulan cambios genéticos a una velocidad 
sumarnente elevada y se dice que son genéticamente inestables. Esta inestabilidad supone 
diferentes aspectos. Algunas células tumorales son incapaces de reparar el DNA dañado o de 
corregir errores de replicación de diversos tipos. Estas células acumulan más mutaciones 
puntuales u otros cambios en las secuencias de DNA que las células normales. Otras células 
tumorales no pueden mantener el número o la integridad de sus cromosomas de forma que 
acumulan grandes anormalidades en su cariotipo que son visibles durante el proceso de mi- 
tosis (Figura 20-13). La inestabilidad genética se ve armplificada cuando algunos de los cam- 
bios en el DNA alteran los mecanismos epigenéticos de control de forma que se producen 
cantidades extra de heterocromatina y de metilaciones de DNA. Además, los cambios epige- 
néticos por sí mismos, que aparecen de forma accidental e independiente de los cambios 
genéticos que los preceden, también pueden conducir —al menos en principio- a desestabi- 
lizarlos patrones de herencia celular, facilitando otros cambios ya sea a nivel genético o epi- 
genético. Desde un punto de vista evolutivo, ninguno de estos cambios tendría que 
sorprendernos: cualquier cambio que aumente la probabilidad de que los cambios produci- 
dos al azar en la función de un gen sean heredables de una generación celular a la siguiente, 
contribuirá a que un clon de células evolucione hacia la malignidad. 

Aunque los cambios epigenéticos en las células tumorales 10 ban sido analizados por 
cornmpleto, se conocen bastantes detalles de los cambios genéricos. Tumores distintos —in- 
cluso de los mismos tejidos- pueden tener distintos tipos de inestabilidad genética, provo- 
cados por alteraciones heredables en cualquiera del gran número de genes llamados de 
mantenimiento del DONA, implicados en la propagación del DNA o de los cromosomas. Es 
raro que una persona herede una mutación en uno de estos genes, pero los individuos que 
las heredan presentan una mayor incidencia de cáncer, lo que confirma que la pérdida de 
estabilidad genética puede provocar cáncer. Generalmente estas mutaciones desestabiliza- 
doras no son hereditarias sino que aparecen de novo en el clon de células en el que se desa- 
rrolla el tumor y colaboran a que la célula cancerosa vaya acumulando mutaciones mucho 
más rápidamente que sus vecinas. Análisis recientes muestran que las células de una gran 
variedad de tumores humanos experimentan sustituciones sencillas de nucleótidos en una 
proporción que es de 10 a 20 veces más alta que la observada en las células normales. La se- 

- cuenciación de más de 10.000 genes en un conjunto de tumores de mena y colono-rectales 


muestra que las células tumorales han acumulado suficientes mutaciones para provocar el 
cambio de un aminoácido en proteinas de unos 100 genes distintos. La mayoría de ellos 
son cambios al azar que afectan genes distintos en distintos rumores individuales. Pero exis- 
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Figura 20-12 Comparación entre los 
cambios genéticos y epigenéticos 
observados en los tumores. Una mutación 
es el resultado de un cambio irreversible en la 
secuencia del DNA. Al contrario que estos 
cambios genéticos, los cambios epigenéticos 
se basan en alteraciones que, aunque se 
heredan de una célula a otra, pueden revertir 
mediante cambios en lugares específicos en 
la modificación de las histonas (vía de la 
heterocromatina) o mediante desmetilaciones 
de DNA en lugares específicos (vía de 
metilación). Puesto que las marcas 
epigenéticas en los genes revierten por la 
general durante la formación de los ovocitos y 
de los espermatozoides, no se heredan entre 
generaciones y no han podido ser estudiadas 
ampliamente por los genetistas. 

Como se describió en el Capitulo 7, parece 
que la metilación del DINA (un patrón 
hereditario de metilación de nucleótidos € 
en las secuencias CpG) es un mecanismo 
utilizado para silenciar de forma permanente 
genes que ya han sido parados; la metilación 
de DNA parece ser un mecanismo de 
silenciamiento que normalmente sigue a la 
formación de heterocromatina. Pero la 
desregulación que se produce durante la 
progresión tumoral puede producir un 
silenciemiento génico independiente de la 
heterocromatinización, coro se ilustra de 
forma esquemática. 
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cáncer, lo que sugiere que estas alteraciones en más de 20 genes son necesarias para la pro- 
gresión tumoral. 

La inestabilidad genética por sí sola no da a la célula ninguna ventaja selectiva. Parece 
que existe un nivel óptimo de inestabilidad genética para el desarrollo del cáncer, transfor- 
mando la célula lo suficiente como para que evolucione peligrosamente pero no para que 
muera. Para que una célula inestable genéticamente pueda ser favorecida por la selección 
natural tiene que adquirir propiedades que le confieran alguna ventaja competitiva. 


Á menudo el crecimiento del cáncer depende de un control 
defectuoso de la muerte celular, de la diferenciación celular 
o de ambas cosas 


De la misma forma que la probabilidad de la progresión del cáncer aumenta con una tasa de 
mutación elevada, también aumenta con cualquier circunstancia que suponga un inere- 
mento del número de células con capacidad de mutación. Por ejemplo, las persona con obe- 
sidad clínica tiene un riesgo más alto de contraer muchos tipos de cáncer que las personas 
que tiene un peso normal; este hecho se supone que es debido al aumento tanto del núme- 
ro de células del cuerpo como a la velocidad a la que estas células se dividen cuando están 
nutridas o estimuladas en exceso porlos factores de crecimiento. El mismo principio se apli- 
ca tanto al inicio del cáncer como a su progresión: cuanto mayor sea el clon de células rmu- 
tantes formado a partir de una mutación primaria, mayor será la probabilidad de que una de 
sus células sufra una mutación adicional o un cambio epigenético que permita progresar al 
cáncer. Ásí pues, en cada etapa “del desarrollo de un cáncer, cualquier condición que facilite 
el aumento del número de las células alteradas favorecerá la progresión del tumor, 

Tina mutación temprana o un canibio epigenético pueden tener este efecto al aumentar 
la velocidad a la que prolifera el clon de células. Sin embargo, estos cambios no son los únicos 
o necesariamente los más importantes mecanismos para aumentar el número de células. 
En los tejidos normales adultos, en especial aquellos que tenen un resgo de cáncer, las célu- 
las proliferan continuamente; pero su número permanece estable puesto que la producción 
celular está equilibrada por una pérdida celular y este proceso forrna parte de los mecanis- 
mos de control homeostático del organismo. La muerte celular programada mediante 2pop- 
tosis tiene un papel esencial en este equilibrio, tal corno se trata en los Capítulos 18 y 23. Sise 
generan demasiadas células, la tasa de apoptosis aumenta disminuyendo esta superproduc- 
ción. Una de las propiedades más importantes de muchas células cancerosas es que han per- 
dido la capacidad de sufrir apoptosis en condiciones en las que una célula normal lo haría, 
Este fenórnmeno contribuye en gran medida al crecimiento del tunor (Pigura 20-14), 

Los cambios hereditarios también pueden aumentar 
mutantes alterando su capacidad para diferenciarse, corno se Dustró conla situación del cérvix 
uterino desc Cuando se divide una célula progenitora Gnadre o 
la lámina basal, cada una de las células hijas debe escoger entre permanecer como célula 
progerútora o comprometerse hacia una vía que la conducirá hasta la diferenciación: las cé- 
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Figura 20-13 Cromosomas procedentes 

de un tumor marnaria que muestran 
anormalidades en cuanto a número 

y estructura. Los cromosomas fueron 
preparados a partir de las células en metafase 
de un tumor de mama. Se extendieron en un 
portaobjetos y seunarcaron con un colorante 
general de DNA (A) o con una combinación 
de marcadores Fuorescentes que dan un 
color distinto a cada cromosoma normal 
humano. El marcaje (mostrado en colar falso) 
muestra múltiples transtocaciones incluyendo 
un cromosoma con translocación doble 
(fecha blanca) formado por dos piezas 

del cromosoma 8 (marrón) y una pieza del 17 
(púrpura). El cariotipo está formado por 48 
cromosomas en vez de los 46 normales, 
(Cortesía de Joanne Davidson y Paul Edwards.) 
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lulas comprometidas se dividen y luego paran de dividirse y se diferencian de forma termi- 
nal (las células proliferantes comprometidas se llaman células amplificadoras transitorias). 
Si el programa de diferenciación se bloquea en alguna de las etapas, las células proliferantes 
se acumulan, contribuyendo a la progresión desde una neoplasia de cérvix intraepitelial de 
bajo grado hasta una neoplasia intraepitelial de grado alto y a un cáncer maligno (véase 
Figura 20--9). Consideraciones similares a ésta pueden aplicarse al desarrollo de cáncer en 
otros tejidos que dependan de células madre, como la piel, el revestimiento del intestino y el 
sisterna hermatopoyético. Por ejemplo, parece que algunos tipos de leucemia aparecen por 
una disfunción del programa normal de diferenciación, de tal forma que un determinado 
progenitor de un tipo particular de célula sanguínea continúa dividiéndose de forma indefi- 
nida en ligar de diferenciarse terminalrnente en la forma normal, después de un número li- 
mitado de ciclos de división (como se describe en el Capítulo 23), 

Así pues, la acumulación de mutaciones y de cambios epigenéticos que comportar 
errores en los controles normales de división celular, apoptosis y diferenciación contribu- 
yen al desarrollo y progresión de los cánceres. 


Las células cancerosas presentan alteraciones en sus respuestas 
al daño en el DNA y a otras formas de estrés. 


La mayoría de células normales dejan de dividirse de forma permanente cuando se diferen- 
cian en células especializadas. Sin embargo, la diferenciación no es la única razón por la cual 
una célula proliferante parará de dividirse; también pueden hacerlo respondiendo al estrés o 
a daños en su DNA. Como describimos en el Capítulo 17, las cébalas normales disponen de un 
conjunto de puntos de control que paran el ciclo celular temporalmente cuando algo va mal, 
dejando un tiempo para que el problema sea corregido. La naptura de cromosomas y otros H- 
pos de daño en el DNA generan señales intracelulares que activan estos puntos de coptrok 
una célula normal se para dentro del ciclo celular y permite así reparar el daño antes que 
avance a lo largo del ciclo y se divida. Si el daño es irreparable, una célula normal se retirará de 
forma permanente del ciclo celular o se “suicidará” mediante apoptosis antes que originar cé- 
lulas hijas con un genoma dañado. 

Las células cancerosas a menudo adquieren mutaciones y cambios epigenéticos que 
inactivan estas respuestas al daño en el DNA. Desde el punto de vista de la célula cancerosa, 
la pérdida de estas restricciones le da ventaja, ya que le permite continuar multiplicándose 
incluso con el DNA dañado. Al mismo tiempo, esto acelera la velocidad de acumulación de 
mutaciones en la población tumoral y pueden favorecer la progresión hacia ima malienidad 
más elevada. Las células cancerosas también son defectuosas en otros puntos de control que 
regulen el ciclo celular. Así pues, dudarán en avanzar a lo largo del ciclo cuando las condi.- 
ciones no son favorables lo cual les genera daños genéticos que aumentan las anormalida- 
des cromosómicas que a menudo ya denen. Atmque estas células dañadas genéticamente a 
menudo tarden más ernpo en completar in ciclo celular que una célula normal, se acurau- 


lan alo largo del ermmpo porque degen ima mayor predisposición a proliferar Es remarcable 


tan desorganizadas. 


cómo estas células complien con sus vecinas normales sien 


Figura 20-14 Tanto una división celular 
aumentada como una apoptosis reducida 
pueden contribuir a la génesis de tumores. 
En Jos tejidos normales, la apoptosis 

equilibra la división celular manteniendo la 
homeostasis. <GCCC> Durante eldesarrollo 
de un cáncer, tanto un aumento en la división 
celular como una inhibición de la apoptosis 
pueden conducir a un aumento en el número 
de células, importante para la formación de 
tumores. Las células condenadas a sufrir 
apoptosis se muestran en gris. 


EL CÁNCER COMO PROCESO MICROEVOLUTIVO 


Las células cancerosas humanas escapan a la autolimitación 
de la proliferación celular 


Muchas células humanas normales tienen una autolimitación en el número de veces que 
pueden dividirse cuando son estimuladas a proliferar en cultivo: paran de dividirse después 
de un cierto número de duplicaciones (p. ej., entre 25 y 50 para los ibroblastos humanos, 
Este fenómeno se denomina senescencia de la replicación celular (descrito en el Capítulo 
17). Este mecanismo depende generalmente del progresivo acortamiento de los telómeros 
en los extremos de los cromosomas, que cambia su estructura. Como se analizó en el 
Capítulo 5, la replicación del DNA del telómero durante la fase S depende de la enzima telo- 
merasa, que mantiene la secuencia especial de DINA telomérico y promueve la formación de 
estructuras proteicas que forman un casquete y protegen los extremos de los cromosomas. 
Puesto que la mayoría de células proliferantes humanas (aunque no las células progenitoras) 
son deficientes en la telomerasa, sus telómeros se acortan en cada división y su casquete 
protector se deteriora. Finalmente, los extrernos alterados de los cromosomas conducen a 
una parada del ciclo celular permanente. 

Este mecanismo de contaje de duplicaciones que acabamos de describir establece un 
límite fisiológico para la proliferación celular de la mayoría de tipos celulares del organismo. 
Las células cancerosas humanas tienen que evitar o superar esta barrera para formar los 
grandes tumores. Por el contrario, algunas células de roedores mantienen la acuvidad telo- 
merasa y los telómeros normales mientras proliferan y entonces carecen de esta barrera. Se 
ha propuesto que los humanos necesitan de la senescencia de la replicación celular para im- 
pedir el cáncer porque, en comparación con el ratón, existen numerosas oportunidades en 
nuestra larga vida para la progresión tunoral. 

Las células cancerosas humanas evitan la senescencia de la replicación celular de dos 
formas. En primer lugar, adquieren cambios genéticos y epigenéticos que les permiten su- 
perar los puntos de control de forma que continúan a lo largo del ciclo incluso con los teló- 
meros desprotegidos. Las mutaciones que inactivan la vía de p53 tienen este efecto y s0n 
muy comunes en la mayoría de células cancerosas, como describiremos más adelante. 
Como estrategia alternativa para escapar a la senescencia repiicativa, las células cancerosas 
a menudo mantienen una actividad telornerasa mientras proliferan y, por lo tanto, sus teló- 
meros no se acortan ni pierden el casquete. En algunos casos, las células cancerosas pueden 
mantener su actividad telomerasa porque el cáncer se originó en células progenitoras que 
tenían esta actividad. En otros casos, aunque el cáncer se originó en células que no presen- 
taban una actividad telormnerasa apreciable, las células cancerosas han adguirido esta activi- 
dad como resultado de un cambio genético o epigenético que fue seleccionado mientras se 
acortaban sus telómeros. incluso otras células cancerosas desarrollan mecanismos alterna- 
tivos para alargar los extrernos de los cromosornas. Independientemente de la estrategia uti- 
lizada, el resultado es que las células cancerosas continúan proliferando en condiciones en 
las que las células normales habrían parado de dividirse. 


Una pequeña población de células progenitoras tumorales 
mantiene la mayoría de tumores 


Coma se explicará en el Capítulo 23, en un linaje de células adultas normales con un re- 
cambio celular importante, como el linaje celular hematopoyético, las células están orga- 
nizadas en una jerarquía: las pocas células progenitoras se dividen con ientiad y producen 
células das células amplificadoras transitorias) que proliferan extensamente y por último 
se diferencian en las células especializadas características de linaje. Las células progenito- 
ras mantienen el linaje mediante la generación de células hijas que se mantienen como 
células progenitoras (un proceso conocido como dutorrenovación) y producen otras que se 
comprometen hacia la vía que las conducirá a diferenciarse. Existen cada vez más eviden- 
cias de que la mayoría de cánceres se organizan de la misma forma jerárquica, con pocas 
células madre progenitoras en la cima de la jerarquía responsables de mantener la pobla- 
ción total de células que forman el tumor. Estas células progenitoras están capacitadas pa- 
ra autorrenovarse de forma indefinida, pero también pueden derivar hacia células 
amplificadoras transitorias de división rápida que íenen una capacidad limitada para 2u- 
torrenovarse. Tan sólo recientemente se ha reconocido de forma general que estas células 
con tun potencial de crecimiento limitado son las que forman la inimensa mayoría de célu- 
las de muchos cánceres. 
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Desde hace más de cuarenta años se sabe que existe una probabilidad muy pequeña 
generalmente menor al 1%- de que una célula individual escogida al azar de un cáncer sea 
capaz de generar un nuevo tumor cuando se ensaya su capacidad para producirlo, por ejern- 
plo, mediante su implantación en un ratón inmunosuprimido. Los avances tecnológicos en 
separación de células han permitido observar que en la mayoría de casos esto se produce 
porque las células cancerosas son heterogéneas, y sólo una proporción muy pequeña pre- 
senta esta propiedad especial. Una forma de enriquecer la pequeña población de células 
cancerosas supuestamente progenitoras de algunos cánceres es utilizar un marcador fluo- 
rescente permeable y un separador celular que se activa mediante fluorescencia (véase 
Figura 8-2). Cuando una suspensión celular preparada a partir de un tejido normal se expo- 
ne al marcador y se separa de esta forma, a menudo las células progenitoras del tejido se en- 
cuentran enriquecidas en una pequeña población localizada lateralmente compuesta por 
células débilmente fluorescentes. Las células progenitoras son sólo débilmente fluorescen- 
tes porque tienen un transportador ABC (descrito en el Capítulo 11) en su membrana plas- 
mática que bombea de forma activa el marcador hacia el exterior celular. 

Cuando se han analizado alguno Cánceres de la misma forma, se ha encontrado que 
una pequeña población situada lateralmente con transportador ABC, contiene, sino todas, 
la mayoría de células capaces de formar nuevos cánceres después de ser transplantadas en 
ratones inmunodeficientes. Es interesante que este sea también el caso de algunas líneas 
celulares tumorales que han sido propagadas en cultivo celular durante más de treinta años: 
mientras que la población lateral de cada una de estas líneas forma tumores fácilmente des- 
pués de un trasplante, la población restante muy fluorescente, que incluye la inmensa ma- 
yoría de células de la línea, no puede formarlos (Figura 20-15). Además, cuando esta 
población lateral aislada a partir de la línea celular se devuelve al cultivo, reaparece con ra- 
pidez una pegueña población lateral que se mantiene de forma indefinida, mientras que es- 
te hecho no se produce a partir de las células remanentes en el cultivo, 

En otros estudios, el fraccionamiento celular utilizando anticuerpos monoclonales que 
reconocen las células progenitoras norrnaijes del tejida de origen del cáncer ha proporcio- 
nado resultados parecidos. 


¿Cómo aparecen las células progenitoras del cáncer? 


El descubrimiento de que muchos cánceres se mantienen gracias a una pegueña población 
de células progenitoras tumorales tiene implicaciones muy importantes, tanto para la cor- 
prensión del cáncer como para su tratamiento, y genera un número importante de pregun- 
tas inquietantes. ¿Córmo aparecen estas células progenitoras? ¿Cuál es la naturaleza de estas 
células progenitoras, y qué las distingue, en términos moleculares, de la mayoría de células 
del tumor? A partir de los resultados que acabarnos de describir con las líneas celulares tu- 
morales en cultivo, la rmayoría de estas diferencias son el resultado de cambios epigenéticos 
y no de cambios genéticos, 

Está claro que en algunos tumores, el cáncer se origina en las células O del 
tejido normal, que acumulan progresivamente las rebtaciones y los cambios epigenéticos 1 
ponsables del comportamiento anormal del cáncer. Por ejeraplo, esta secuencia de aconteci- 
mientos es la fórma en la que aparecen las leucernias mielógenas crónicas. Así pues, cuando 
las céhulas progenitoras hernatopoyéticas pluripotenciales (véase p. 1456) son purificadas a 
partir de las médulas óseas de estos pacientes, la mayoría de células presentan el cromosorna 
Eilladelfía, conla translocación característica de este tumor De la misma forma, muchos cán- 
ceres humanos se forman a partir de células progenitoras vormales, porque son las responsa- 
bles de formar el epitelio que sufre un recambio celular importante, En estos tejidos, sólo 
permanecen en el organismo las células progenitoras y proliferan durante el ñerapo suficien- 
te para acumular el número de mutaciones necesario para desarrollar un cáncer, 
os a través de un cana- 
bio en una célula proliferante que presenta una inayor diferenciación, corno una célula am- 
plificadora transitoria. Los cambios deben proporcionade las dos propiedades enaciales 
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Figura 20-15 La separación celular revela 
las células progenitoras celulares enuna 
pequeña población lateral de células: 

En este ejernplo, las células de una línea 
celular obtenidas a partir de un glioma de 
rata se trataron con un marcador que puede 
pasar a través de la membrana plasmática 
(Hoechst 33342) y fueron analizadas 
mediante separación celular, Cerca del 
0,4% de las células bombearon el colórante 
hacía el exterior y se marcaron sólo 
ligeramente, como se indica en amarillo. 
Experimentos comparando esta pobláción 
lateral (SP: side population) de células con el 
resto de la población, mostraron que sólo 
en esta población celular lateral las células 
podían proliferar de forma extensa y formar 
tumores. Además, mientras que las células SP 
producían tanto cálulas SP como células 

no SP, las células no SP no podían producir 
células SP. (Adaptado de T. Kondo, 


" T, Setoguchi y T. Taga, Proc. Nati. Acad. Sci. 


U.S. A, 101:781-786, 2004. Con la autorización 
de National Academy of Sciences.) 
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Capítulo 25), lo que sugiere que el cáncer se originó en una célula precursora de linfocitos B 
comprometida en la diferenciación, y no en una célula progenitora sin diferenciar. Así pues, 
parece que la mayoría de tumores humanos surgen a partir de una célula progenitora y otros 
a partir de células que han adquirido la capacidad de autorrenovación continuada a través 
de mutaciones, cambios epigenéticos o de ambos (Figura 20-16). 

La mayoría de terapias habituales para el tratamiento del cáncer como la radiación o la 
quimioterapia matan sobre todo a las células cancerosas que proliferan más rápidamente 
en el tumor. Puesto que las células progenitoras del cáncer se dividen más lentamente, serán 
menos sensibles a estos tratamientos. Además, en la década de 1970, se propuso que la evo- 
lución habría seleccionado mecanismos para evitar la acumulación de mutaciones en las 
células progenitoras. En particulax, puesto que la mayoría de mutaciones surgen durante la 
replicación del DNA, ¿podría cada división de una célula progenitora utilizar un mecanismo 
especial que permitiera a la cadena de DNA vieja de cada cromosoma ser segregada en una 
célula hija que se mantendrá corno célula progenitora? Experimentos recientes sugieren que 
las células progenitoras, y sólo las células progemitoras, pueden coordinar la segregación de 
los cromosomas de esta forma (véase Figura 23-16). Si este es también el caso de las células 
progenitoras tumorales, les podría proporcionar una resistencia poco común a la mayoría 
de tratamientos que eliminarían a las otras células, , 

Sino se eliminan las células progenitoras tumorales, el cáncer reaparecerá. Ésta puede 
ser una de las razones por la cual con frecuencia los tumores recidivan después de un perio- 
do inicial de respuesta importante a la terapía. Para curar el cáncer, es enicial encontrar me- 
jores terapias dirigidas hacia la eliminación de las células progenitoras. ] 


Para producir metástasis, las células cancerosas malignas 
tienen que sobrevivir y proliferar en un ambiente adverso 


La metástasis es el aspecto más temido -y menos comprendido- del cáncer y es el respon- 
sable del 90% de las rmuertes asociadas con esta enfernedad. Cuando un cáncer se ha exten- 
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Figura 20-16 Los cánceres pueden aparecer 
a partir de células progenitoras turnorales, 
Las células progenitoras tumorales se definen 
como las células de un cáncer que pueden 
autorrenovarse produciendo más células 
progenitoras malignas y al mismo tiempo 
generar células no formadoras de tumores, 
como las células amplificadoras transitorias. 
Las células progenitoras tumorales pueden 
formarse a partir de células progenitoras 
normales que han sufrido mutaciones que 

las han transformado en cancerosas, o a partir 
de células más diferenciadas que han sufrido 
mutaciones o cambios epigéneticos que les 
han proporcionado las características de las 
células progenitoras. 
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dido por el cuerpo es casi imposible de erradicar mediante cirugía o irradiación localizada. 
La metástasis es, en sí misma, un proceso multisecuencial: las células hamorales invaden el 
tejido local y los vasos sanguíneos, y establecen nuevas colonias en sitios distantes. Cada una 
de estas etapas es un proceso complejo y los mecanismos moieculares implicados en ellas 
todavía no son totalmente conocidos. 

Para que una célula cancerosa pueda producir metástasis, tiene que eliminar las res- 
tricciones que mantienen a las células normales en sus localizaciones adecuadas e impiden 
que invadan los tejidos circundantes, Esta capacidad de invasión es una de las propieda- 
des que definen a los hamores malignos, que muestran un patrón desorganizado de creci- 
miento y bordes desiguales con prolongaciones hacia el tejido circundante (véase, p. ej., 
Figura 20-9). Aunque los cambios moleculares no se conocen totalmente, la capacidad de 
invasión requiere de la interrupción de los mecanismos adhesivos que hacen que las células 
normales se mantengan unidas a sus vecinas más próximas y a la matriz extracelular. Como 
describiremos más adelante, este cambio para los carcinomas se parece a la iransición epi- 
telio-mesénquimna (EMT: epithelial-tomesenchymal transition), que se produce en algunos 
tejidos epiteliales durante su desarrollo normal (véase Figura 19-12). 

La siguiente etapa del proceso de metástasis —el establecimiento de colonias en tejidos 
más distantes- es una operación compleja, lenta y poco eficiente; muy pocas células lo con- 
siguen. Antes de que pueda metastatizar con éxito, la célula tumoral tiene que penetrar en un 
vaso sanguíneo o en un vaso linfático atravesando la lámina basal y el revestimiento lineal de 
células endoteliales que tapizan el vaso, y entrar en la sangre o en la linfa; salir de la circulación 
en otro lugar del organismo y crecer en el nuevo lugar, formando un pequeño grupo de células 
conocido como micrometástasis. Para completar el proceso de metástasis, algunas de estas 
micrometástasis tienen que producir células que sobrevivan y proliferen abundantemente en 
el nuevo ambiente, un proceso difícil conocido como colonización (Figura 20-17). 

La vascularización que crece en el interior de un tumor es débil y parece que la mayoría 
de células del tumor consiguen escapar y entrar en los vasos linfáticos o sanguíneos. Sin em- 
bargo, los experimentos demuestran que sólo una pequeña proporción de células, menos 
de una de cada mil, quizás una entre millones, sobrevive formando algo más que microme- 
tástasis. La mayoría de tumores se diagnostican antes de que hayan conseguido formar co- 
lonias metastásicas y pueden curarse sí se elimina el tumor primario. 

Aunque en principio es posible que cada célula tumoral que entre en la circulación tenga 
la misma probabilidad de sobrevivir, establecerse y crecer en un lugar ajeno, en realidad no 
es así. La baja tasa de colonización refleja el escaso número de células que presentan las ca- 
pacidades especiales necesarias para ello. Es decir, que muy pocas células de la población 
del tumor tendrán el carácter progenitor que les permite dividirse sin restricciones y la ca- 
pacidad para establecerse y sobrevivir en un ambiente extraño. Esta baja cantidad de células 
progenitoras tumorales explicaría por qué tan pocas células consiguen llegar a colonizar in- 
cluso después de formar micrometástasis. 

La necesidad de disponer de capacidades de supervivencia especiales es otra restric- 
ción añadida. Las células normales dependen de señales de supervivencia extracelulares que 
son relativamente abundantes en su entorno normal; cuando estas señales son eliminadas, 
activan la maquinaria de muerte celular y sufren apoptosis (descrito en el Capítulo 18). A 
menudo, las células tumorales capaces de formar metástasis son resistentes a la apoptosis 
comparadas con las células normales y pueden fácilmente sobrevivir y escapar de su propio 
entorno. Son menos dependientes de las señales de supervivencia que el resto de células para 
crecer y dividirse. 


Los tumores inducen angiogénesis 


Además de todos los requerimientos que acabamos de describir, para que un tumor pueda 
crecer ampliamente tiene que conseguir su propio abastecimiento sanguíneo, para poder 
disponer de suficiente cantidad de oxígeno y de nutrientes. Así pues, la angiogénesis o for- 
nación de nuevos vasos senguíneos es necesaria para que el tumor crezca por encima de un 
determinado tamaño. Igual que en los tejidos normales, los tumores atraen a los vasos san- 
guíneos secretando señales angiogénicas. Estas señales se producen como respuesta a un 
estado de hipoxia que empieza a afectar a las cétulas cuando el tumor supera el milímetro o 
los dos milímetros de diámetro. La hipoxda activa un interruptor angiogénico aumentando el 
riego sanguíneo y provocando el aumento de los niveles del factor inducible de hipoxia-10 
(HAF-100 hypoxia inducible factor-10), una proteína reguladora de genes descrita en e 


EL CÁNCER COMO PROCESO MICROEVOLUTIVO 


células creciendo como un tumor 
benigno en el epitelio 


epitelio normal 


ARABE 


lámina basal 


A 
Me 
INS 
Pas Y 
salida del capilar (extrevesación) 
formando micrometástasis 


adhesión a la pared 
del capilar en el higado 


Capítulo 23; esta proteína activa la transcripción de genes que codifican factores proangio- 
génicos, como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF: vascular endothelial 
growth factor). Son proteínas secretoras que atraen a las células endoteliales y estimulan el 
crecimiento de nuevos vasos sanguíneos (véase Figura 23-34). Estos vasos no sólo pro- 
porcionan nutrientes y oxígeno al tumor sino que también son la ruta de escape para que las 
células puedan producir metástasis. 

Sin embargo, los nuevos vasos son tortuosos, heterogéneos en cuento a diámetro y 
débiles, y tienen multitud de ramificaciones con extremos muertos, Estas anormalidades, 
probablemente el resultado de un balance desequilibrado de moléculas señalizadoras, corm- 
portan que el Hujo sanguíneo sea imegular en el interior del tumor por lo que se generan 
nuevas zonas de hipoxia (Figura 26-18). La hipoxia, a su vez, selecciona a las células tumora- 
les que mejor sobrevivan en estas condiciones adversas y estresantes, que por lo general son 
las de mayor maliguidad. En definitiva, el crecimiento del tumor depende de un aporte san- 
guíneo adecuado y los vasos sanguíneos anormales formados en el inteñor del tumor son 
claramente una diana para nuevos fármacos terapéuticos, como se describirá más adelante. 


El microambiente del tumor influye en el desarrollo del cáncer 


Como se ha mencionado, los carcinomas son entidades complejas, que contienen muchos 
pos de células adernás de las células tumorales, Las células del cáncer son exageradarmen- 
te anormales, portadoras de las mutaciones en estos timmores, pero las otras células del tu- 
mor-en especial las que se encuentran en el tejido conjuntivo o estroma- tampoco son 
meros espectadores inocentes. Esto es porque el desarrollo de un tumor comporta entre- 
cruzamientos entre las células tamorales y el estroma del tumor, igual que en el desarrollo de 
Jos órganos se producen entrecruzamientos entre las células epiteliales y las células mesen- 


agur, 


quinales (descrito en el Capítulo 22). 
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las células se convierten en invasivas 
y penetran en el capilar 


viaje a través de la sangr 
(menos de 1 de cada 1000 células 
sobrevivirá y formará metástasis) 


colonización del hígado formado 
metástasis totalmente destructivas 


Figura 20-17 Etapas en el proceso de 
metástasis. Este ejemplo ilustra la expansión 
de un tumor desde un órgano, como la vejiga 
urinaria hasta el higado. Las células tumorales 
pueden entrar de forma directa en el torrente 
circulatorio atravesando la pared de un vaso 
sanguíneo corno se esquematiza aquí - O, 
quizás más frecuentemente, atravesando la 
pared de un vaso linfático que finalmente 
descarga su contenido (linfa) en el torrente 
circulatorio. Á menuda, las células tumorales 
que han entrado en un vaso linfático quedan 
atrapadas en los nódulos linfáticos y 
producen metástasis en estos nódulos 
linfáticos, Estudios en animales dernuestran 
que, por término medio, de cada rail células 
tumorales malignas que entran en el torrente 
cyculatorio sólo sobrevive una, que produce 
un tumoren otro lugar del cuerpo. 
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El estroma proporciona el soporte para el tumor y está formado por tejido conjuntivo 
normal con fibroblastos, miofibroblastos, células inflamatorias sanguíneas de la línea blanca, 
células endoteliales de la sangre y de los vasos linfáticos y los pericitos y células musculares 
lisas que los rodean (Figura 20-19). Mientras progresa el carcinoma, las células tumorales 
inducen cambios en el estroma al segregar tanto señales proteicas que alteran el comporta- 
miento de las células estromales, como enzimas proteolíticas que rmodifican la matriz extra- 
celular. A su vez, las células del estroma actúan hacia el tumor de diversas formas. Secretan. 
señales proteicas que estimulan el crecimiento y la división de las células tumorales y tarn- 
bién sintetizan proteasas que favorecen la remodelación de la matriz extracelular. De esta for- 
ma, el tumor y su estroma cooperan y el tumor se convierte en dependiente de sus células 
estomales particulares. Experimentos realizados en el ratón indican que el crecimiento de 
algunos carcinomas bresplantados depende de los fibroblastos asociados al tumor y no se 
produce en presencia de fibrobiastos normales, Como segundo ejempio, el crecimiento de 
tumores en la piel está retrasado de forma significativa en el ratón que ha perdido una meta- 
loproteinasa de la matriz que normalmente es secretada por los mastocitos del estroma; esta 
proteasa es la responsable de la liberación de factores angiogénicos desde la matriz extrace- 
hular que estimulan la angiogénesis necesaria para que crezca el tumor de la piel. Estas y otras 
señales sugieren que se podrían diseñar tratamientos para el cáncer dirigidos a la inhibición 
de las células activadas del estroma, además de hacia las propias células tumorales. 


Diversas propiedades contribuyen al crecimiento canceroso 


Es evidente que para que una célula produzca cáncer tiene que adquirir un amplio conjunto 
de propiedades aberrantes -una serie de habilidades nuevas y subversivas- mientras evolu- 
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Figura 20-18 Metástasis de un 
adenocarcinoma de colon en el pulmón. 

En este corte de tejido se observan las células 
diferenciadas del cáncer colono-ectal que 
forman glándulas cohesivas en el pulmón. 
Esta merástasis tiene áreas rosas de necrosis 
donde las células del tumor han formado 

sus propios vasos sanguíneos. (Cortesía 

de Andrew J, Connolly) 


Figura 20-19 El microambiente del tumor 
interviene en la génesis de los tumores, — 
Los tumores están formados por muchos 
tipos de células, entre las que se incluyen 
las células tumorales, las del epitelio vascular, | 
: sanguíneas 

LOS y | 
papel muy 


inflamatoria 
otros tipos de células lena 
importante en el desarrollo del tumor, 
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ciona. Disúntos cánceres requieren combinaciones distintas de estas propiedades, Sin ern- 
bargo, podemos establecer una lista corta de comportamientos clave para las células cance- 
rosas en general: 


1. Son más autosuficientes que las células normales para crecer y proliferar. Por ejemplo, 
a diferencia de la mayoría de células normales, a menudo pueden sobrevivir y proli- 
ferar en cultivo celular incluso cuando no se adhieren al sustrato y se mantienen flo- 
tando libres en suspensión. 


2. Son relativamente insensibles a las señales extracelulares antiproliferativas, 
3. Son menos propensas a sufrir apoptosis que las células normales. 


4. Son defectuosas en los mecanismos de control intracelular que normalmente paran 
la división celular de forma permanente respondiendo al estrés (como la hipoxia) o al 
daño en el DNA. 


5. —Provocan la ayuda de las células estromales normales en su entorno local. 
6. —Inducen angiogénesis. 


7.  Escapan de sus tejidos de origen (es decir, son invasoras) y sobreviven y proliferan en 
ambientes extraños (es decir, producen metástasis). 


Son genéticamente inestables. 
9. Producen telomerasa, o adquieren otra forma para estabilizar sus telómeros. 


Más adelante en este mismo capítulo, se examinarán las mutaciones y los mecanismos 
moleculares que proporcionan estas propiedades a las células cancerosas y también los fac- 
tores ambientales que favorecen el desarrollo del cáncer. 


Resumen 


Por definición, las células cancerosas proliferan desafiando los controles normales, es decir, son 
neoplásicas y son capaces de invadir y colonizar los tejidos de su entorno, esto es, son malignas. 
Pueden originar nhimores secundarios o metástasis, que ya resultan muy difíciles de erradicar qui- 
rúrgicamente o mediante irradiación local. Parece que la mayoría de cánceres se originan a partir de 
una sola célula que ha experimentado una mutación inicial, pero posteriormente la progenie de esta 
célula debe sufrir otros cambios, necesitando numerosas mutaciones adicionales y acontecimientos 
epigenéticos para convertirse en cancerosa. La cébula original de un cáncer puede ser una célula pro- 
genitora del tejido, que ya dispone intrínsecamente de la capacidad para autorrenovarse, o una 
célula más diferenciada que ha adquirido esta capacidad para autorrenovarse de forma indefinida. 
La progresión tumoral dura por lo general muchos años y refleja la operación de un proceso evolu- 
tivo de tipo darwiniano en el cual las células somáticas sufren mutaciones y cambios epigenéticos 
acompañados por una selección natural. ” 

Las células cancerosas adquieren una gran variedad de propiedades especiales al progresar, 
multiplicarse y extenderse. Estas propiedades incluyen alteraciones en las vías de señalización celu- 
laz, que capacitan a las células del tumor para ignorar las señales que proceden de su entorno y que 
normalmente mantienen la proliferación celular bajo un estricto control. Como parte del proceso 
evolutivo de la progresión nurmioral, las células cancerosas adquieren defectos en la diferenciación y 
en los mecanismos de control que paran de forma permanente la división celular o inducen apop- 
tosis en respuesta al estrés celular o al daño en el DNA. Todos estos cambios aumentan la capacidad 
de las células turnorales para sobrevivir, crecer, y dividirse en su tejido original y entonces metastati- 
zar; este proceso requiere la supervivencia y la proliferación en entornos extraños. Sin embargo, la 
evolución de un tiimor no depende simplemente de los cambios en las propias células tumorales; 
también depende de otras célulos presentes en el microentorno del amor, llamadas de forma colec- 
tiva células del estroma, que incluyen los nuevos vasos sanguíneos que permiten al tumor crecer de 
tamaño y metastatizar a través de la sangre. 

Puesto que son necesarias muchísimas mutaciones y cambios epigenéticos para proporcionar 
estos comportamientos anormales, no es sorprendente que casí todas las células cancerosas sean ge- 
néticamente inestables. La inestabilidad genética puede surgir de defectos en su capacidad para re- 
parar el DNA dañado o corregir errores en la replicación de diversos tipos, que cormporían cambios 
en la secuencia del DNA. También son communes los defectos en la segregación te los cromosomas 
durante la mitosis, que comportan la inestabilidad de los cromosomas y cambios en el cariotipo, 
Esta inestabilidad genética está seleccionada para los ciones de células aberrantes capaces de pro- 
ducir nemnores, puesto que acelera en gran medida la acumulación de cambios genéticos y epigené- 
ficos posteriores necesarios pare la progresión del pumor 
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CAUSAS DEL CÁNCER QUE PODEMOS PREVENIR 


El desarrollo de un cáncer comprende muchas etapas, cada una de las cuales está goberna- 
da por varios factores: algunos de ellos dependen de la constitución genética de los indivi- 
duos pero otros dependen de su entorno y del estilo de vida. Existe una cierta tendencia 
ireducible al cáncer a pesar de las circunstancias: nunca se pueden evitar totalmente las 
mutaciones puesto que son una consecuencia inevitable de las limitaciones fundamentales 
en la precisión en la replicación y reparación del DNA, corno se describió en el Capítulo 5. Sí 
un ser humano pudiera vivir lo suficiente, resultaría inevitable que al menos una de sus cé- 
Julas acumulase suficientes mutaciones para desarrollar un cáncer. 

De todas formas, se sabe que existen factores ambientales evitables, incluyendo la die- 
ta, que pueden favorecer el desarrollo de muchos casos de esta enfermedad. Esto se de- 
muestra claramente comparando la incidencia de cáncer en diferentes países: casi cualquier 
tipo de cáncer que es común en un país, se presenta con valores de incidencia varias veces 
menor en algún otro país. Las poblaciones de emigrantes tienden a adquirir el patrón de in- 
cidencia de cáncer típico del país de adopción, lo cual implica que las diferencias en cuanto 
a incidencia son debidas a factores ambientales y no genéticos. A partir de estos resultados, se 
estima que el 80-90% de cánceres se podrían evitar o al menos posponer su aparición. 
(Figura 20-20). 

Por desgracia, los distintos tipos de cáncer tienen diferentes factores ambientales de 
riesgo y un país que escapa a uno de esos factores de riesgo no tiene mayor probabilidad 
que otros países de escapar del resto de factores. Sin embargo, esta situación no es inevita- 
ble. Existen algunos subgrupos de individuos cuyo modo de vida parece que reduce la tasa 
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Figura 20-20 La incidencia del cáncer está 
influenciada por el ambiente. (A) En este 
mapa del mundo se rnuestra si la tasa de 
cáncer aumenta (flechas rojas) a disminuye 
(fechas azules) cuando una población 
especifica se desplaza de un lugar a otro, 
Estas observaciones sugieren una 
importancia de las factores ambientales, 
incluyendo la dieta, en el riesgo de cáncer. 
(B) Algunos efectos estimados del armbiente 
y del estilo de vida en la incidencia de cáncer 
endos Estados Unidos. La tabla muestra 

el porcentaje de casos totales de cáncer 
atribuibles a un factor determinado, 

(B, adaptado de Cancer Facts and Hgures, 
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total de muerte por cáncer entre los individuos de una edad determinada. En las actuales 
circunstancias, en Europa y Estados Unidos, una de cada cinco personas muere de cáncer. 
Por el contrario, la incidencia de cáncer entre los estrictos mormones de Utah [aunque es 
importante considerar que no entre los miembros no practicantes de la misma familia), que 
evitan el alcohol, el café, los cigarrillos, las drogas y el sexo casual, es de aproximadamente la 
mitad que entre los americanos en general. La incidencia de cáncer también es Didi en cier- 
tas poblaciones de África. 

Aunque estas observaciones de las poblaciones humanas indican que el cáncer puede 
evitarse, sigue siendo difícil identificar los factores ambientales específicos del riesgo —a ex- 
cepción del tabaco-— o establecer cómo actúan. En primer lugar consideraremos lo que hemos 
aprendido acerca de los agentes externos que se conoce que producen cáncer. Á continua- 
ción se comentarán algunos de los triunfos y dificultades para encontrar maneras de preve- 
nir el cáncer. Se examinará el tratamiento del cáncer en el último apartado, tras haber 
examinado la biología molecular de la enfermedad. 


Casi todos, pero no todos, los agentes que dañan el DNA 
producen cáncer 


Los agentes que producen cáncer, conocidos corno carcinógenos, son muchos y variados, y 
es fácil entender que lo sean aquellos que provocan algún daño en el DNA, ya que producen 
mutaciones. Son mutágenos de este tipo los carcinógenos químicos y diversos tipos de ra- 
diación: la luz UV procedente del sol, y también las radiaciones ionizantes como los rayos y 
o las partículas a de las desintegraciones radiactivas. 

Se ha demostrado que muchos tipos distintos de agentes químicos son carcinogénicos 
cuando son administrados a animales por vía oral o se aplican de forma repetida sobre su 
piel. Entre ellos se encuentran los hidrocarburos aromáticos y sus derivados tales como las 
aminas aromáticas, las nitrosoaminas y agentes alquilantes como el gas mostaza. Aunque 
estos agentes químicos tienen estructuras diversas, comparten una propiedad común: pro- 
vocan mutaciones. En un ensayo habitual de mutagénesis, el carcinógeno se mezcla con un 
extracto activado preparado a partir de células de hígado de rata (para mimetizar el proce- 
samiento bioquímico que se produce en un animal intacto; descrito más adelante) y la mez- 
cla se añade a un cultivo de bacterias especialmente diseñado para este tipo de ensayo; 
entonces se determina la tasa de mutación en las bacterias (Figura 20-21). La mayoría de los 
agentes considerados mutágenos mediante este sencillo y rápido ensayo en bacterias, tam- 
bién provocan mutaciones o aberraciones cromosómicas cuando son ensayados en células 
animales. Cuando se analizan los datos de mutagenicidad procedentes de distintas fuentes 
se observa que la mayoría de carcinógenos son mutágenos. 

Unos cuantos de estos carcinógenos actúan directamente sobre el DNA, pero por lo ge- 
neral los más potentes son relativamente inertes en términos químicos; se convierten en da- 
ñinos tras ser transformados a una forma más reactiva por los procesos metabólicos del 
hígado, catalizados por un conjunto de enzimas intracelulares conocido como oxidasas ci- 
tocrorno P-450. Estas enzimas ayudan al organismo a eliminar las toxinas ingeridas trans- 
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Figura 20-21 Ensayo de Ames para 
determinar la capacidad mutagénica. 

El ensayo utiliza una cepa de la bacteria 
Salmonelía que para poder vivir necesita 
hístidina en el medio debido a un defecto en 
us gen necesario para la sintesis de histidina. 
Los agentes mutágenos pueden producir 
otro cambio en este gen que revierta el 
defecto y generar una bacteria que no 
necesita histdina. Para aumentar la 


sensibilidad del ensayo, la bactería también 


tiene un defecto en su mecanismo de 
reparación del DMA, lo que la hace 
espedalmente susceptible a agentes que 
dañen el DÑA. La mayoría de compuestos 
E son mutagénicos en ensayos Como 
también son cancerígenos. 


1226 — Capítulo 20: Cáncer 
A O 0) ¡O) 
o” O 
ada O 
A enzimas del 
citocromo P-450 
"O OCHy is OCH, 
(5) AFLATOXINA AFLATOXINA-2,3-EPÓXIDO 


formándolas en compuestos de fácil excreción y menos perjudiciales. Lamentablemente, su 
actividad sobre ciertas sustancias químicas genera productos que son altamente mutáge- 
nos. Algunos de los carcinógenos que se activan de esta forma son la aflatoxina B1 de los 
hongos y el benzola]Jpireno, un agente químico que produce cáncer y que se encuentra en el 
alquitrán y en el humo del tabaco (Figura 20-22). 


Los iniciadores de tumores dañan el DNA, los promotores 
tumorales no 


No todas las sustancias que propician el desarrollo del cáncer son mutágenos. Algunas de las 
evidencias más claras sobre este punto proceden de estudios realizados hace bastante tiexn- 
po acerca de los agentes químicos causantes de cáncer en la piel de ratón, donde es rnuy fácil 
observar los distintos estadios de la progresión tumoral. El cáncer de piel en el ratón puede 
producirse aplicando repetidamente sobre la piel un carcinógeno químico mutagénico, 
como el benzofajpireno, o el compuesto relacionado, dimetilbenzo[ajantraceno (DMBA). 
Sin embargo, porlo general una sola aplicación de estos mutágenos no produce por sí sola 
ningún tumor o ninguna otra anormalidad permanente. Á pesar de ello, esta sustancia causa 
alteraciones genéticas latentes, lo cual se puede detectar a través de una mayor incidencia de 
cáncer cuando las células están expuestas ya sea a tratamientos posteriores con la misma 
sustancia o a otro tipo de agresiones bastante distintas. Un carcinógeno que siembra la se- 
milla del cáncer de esta forma actúa como un iniciador tumoral. 

El mero hecho de herir una zona de la piel que ha sido expuesta una sola vez a uno 
de estos iniciadores puede inducir, mediante la estimulación de la proliferación celular, 
el desarrollo de cáncer a partir de algunas de las células del borde de la berída. Las células 
inflamatorias se dinigen hacia esta herida y se considera que intervienen en una parte del 
efecto promotor del cáncer, como hemos mencionado. Otra posibilidad es la exposición re- 
petida durante un periodo de meses a ciertas sustancias conocidas como promotores fu- 
morales, compuestos químicos que por sí mismos no son mutagénicos, pero que pueden 
producir de forma selectiva cáncer en una piel que previamente ha sido expuesta a un ini- 
ciador tumoral, Los promotores tumorales más estudiados son los ésteres de forbol como el 
acetato de tetradecanollforbol (TPA: tetradecanoylphorbol acetate), que se cormportan como 
activadores artificiales de la proteína quinasa C(PKO y, por tanto, activan parte de la vía de 
señalización intracelular del fosfaidilinositol ftratado en el Capítulo 15), Estas sustancias só- 
lo causan cáncer con una frecuencia alta si se aplican después de im tratamiento con un ini- 
ciador mutagénico (Figura 20-23). 

Aparentemente, el efecto inmediato de un promotor tumoral es inducir una respuesta 
inflamatoria que comportará la secreción tanto de factores de crecimiento como de protea- 
sas en el entorno local, Estos compuestos acoían de manera directa e indirecta sobre las cé- 
lulas estimulando la división celular (o provocando que las células que se diferenciarían 
normnalmente parando su división, se continúen dividiendo). En ina región de la piel ex- 
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puesta previamente a un iniciador, la proliferación provoca el crecimiento de una gran 
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Figura 20-22 Algunos carcinógenos 
conocidas. (A) Activación de un carcinógeno, 
Muchos agentes cancerígenos químicos para 
reaccionar con el DNA y causar mutaciones 
tienen que ser activados previamente por una 
transformación metabólica. El compuesto que 
se presenta aquí es la afflatoxina B1, una toxina 
de un rroho (Aspergillus flavis oryzae) que 
crece sobre el grano y los cacahuetes cuando 
se almacenan en condiciones húmedas en 
áreas tropicales, Parece que esta sustancia 
contríbuye al desarrollo de cáncer de higado 
en los trópicos y se asocia a mutaciones 
específicas del gen supresor de tumores p53. 
(B) Distintos carcinógenos provocan distintos 
tipos de cáncer, (B, datos de Cancer and the 
Environment: Gene Environment interactions, 
National Academies Press, 2002, Con la 
autorización de National Academies Press.) 
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razón, pueden ser descubiertos mediante tratamiento con un promotor tumoral incluso 
después de un largo periodo de tiempo. 

No se conoce con certeza cómo actúan los promotores, pero se sabe que promotores tu- 
morales distintos actúan de forma diferente. Una posibilidad es que simplemente estimulen 
la expresión de genes inductores de la proliferación, que habían sufrido mutación antes de la 
aplicación del promotor pero no se habían expresado: una mutación que haga que un pro- 
ducto génico sea hiperactivo no producirá efectos hasta que ese gen se exprese. Otra posibi- 
lidad es que el promotor tumoral altere temporalmente la forma en la que la célula reacciona 
al producto del gen mutado, ya sea liberando a la célula de la influencia inhibidora o indu- 
ciendo la producción de un cofactor necesario para la proliferación del producto del gen 
mutado. Sea cual sea el mecanismo, el resultado es que la célula mutante es capaz de crecer 
y dividirse y producir un gran clon de células (Figura 20-24). 

Un papiloma típico puede contener cerca de 10% células. Si se interrumpe la exposi- 
ción al promotor tumoral, casi todos los papilomas entran en regresión y la piel recupera 
una apariencia casi normal. Sin embargo, en unos cuantos tipos de papilomas se producen 
cambios adicionales que permiten que el crecimiento y la división celular contimúíen de for- 
ma incontrolada, incluso después de que se haya retirado el promotor. Parece que estos 
cambios se originan de vez en cuando en células de papiloma individuales, con una fre- 
cuencia aproximadamente igual a la esperada para las mutaciones espontáneas. 

De esta forma, una pequeña proporción de los papilornas progresan hasta convertirse 
en cánceres. Así pues, parece que el promotor tumoral favorece el desarrollo del cáncer, al 
menos en este sisteraa, expandiendo la población de células que presentan una mutación 
inicial: cuanto mayor sea el múrnero de células y cuanto más se dividan, mayor será la proba- 
bilidad de que al menos una de ellas sufra otra mutación o cambio epigenético que la ade- 
lante un paso en el camino hacia la malignidad. 

Aunque los cánceres que se producen de forrna espontánea no surgen necesariamente 
a través de la secuencia específica de los distintos pasos de iniciación y promoción que aca- 
bamos de describir, su evolución puede estar dirigida por principios similares. Estos cán- 
ceres espontáneos tarabién evolucionarán a una velocidad que depende no sólo de la fre- 
cuencia de cambios genéticos y epigenéticos sino también de la influencia local que afecta la 
supervivencia, el crecimiento, la proliferación y la expansión de estas células alteradas. 


Los virus y otras infecciones contribuyen a la formación 
de cánceres humanos en una proporción significativa 


inundial, se odginan mediante mecanismos en los que participan virus, bacterias o parásitos. 
stra en la Tabla 20-1, son los virus de DINA. Las evi- 


dencias de esta participación proceden de la detección de virus en los pacientes de cáncer y 
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Figura 20-23 Algunas listas de 
condiciones posibles de exposición a un 
iniciador tumoral (mutagénico) y a un 
promotor tumoral (no rmutagénico) y sus 
consecuencias. Tan sólo aparece cáncer si la 
exposición al promotor sigue a la exposición 
del iniciador y sólo si la intensidad de la 
exposición al promotor excede un cierto 
umbral. También se puede producir cáncer 
como resultado de la exposición repetida 

al iniciador. 
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células mutantes dando lugar 
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Tabla 20-1 Virus asociados con cánceres humanos 


: “VIRUS TUMOR ASOCIADO ÁREAS DEALTA INCIDENCIA 


Mirus de DNA ] 
Fernilía de los papovavinus 
Papilomavirus verrugas (benignas) mundial 
(muchas cepas carcinoma de cuello uterino mundial 
distintas) 


Familia de los hepadnavirus 


Virus de la hepatitis-B cáncer de hígado (carcinoma Sudeste de Asia, 
hepatocelular) África tropical 
Virus de la hepatitis-C cáncer de higado (carciroma mundial 
hepatocelular) 
Familia de los herpesvirus 
Virus de Epstein-Barr linfoma de Burkitt (cáncer Oeste de África, 
de los linfocitos B) Papúa Nueva Guinea 
carcinoma de nasofaringe Sur de China, Groeniandia 
Viras de RNA : RN 


Familia de los retrovirus 


Virus tipo | de la leucemia leucemia de las células T, Japón, Antillas 
de células Y (HTLV-D) de adultosffinformna ; 
Virus de la inmunodeficiencia sarcoma de Kaposi África Central y del Sur 


humana (HIV-1, 
el virus del sida) 


Para todos los virus indicados, el número de personas infectadas es mucho mayor que el número de personas 
que desarrollan cáncer: los virus deben actuar conjuntamente con otros factores. Además, es probable 
algunos de los virus contribuyan a la formación de un cáncer sólo de forma indirecta; por ejemplo, el HIV-1, 
destruyendo las defensas inmunes mediedas por células, permite que las células endotelieles sean 
transformadas por otro virus (un tipo de virus del herpes) y progresen como tumor en lugar de ser 
destruidas por el sisterna inmune. 


de estudios epidemiológicos. El cáncer de hígado, por ejemplo, es cornún en partes del mun- 
do (África y el Sudeste asiático) en las que son frecuentes las infecciones por el virus de la he- 
patitis B y en estas regiones el cáncer se produce casi exclusivamente en personas que 
presentan síntomas de infección crónica por este virus. La infección crónica con el virus de 
la hepatitis C, que ha infectado 170 millones de personas en el mundo, también está asocia- 
da con la aparición del cáncer de hígado. 

A menudo resulta difícil descifrar cuál es el papel preciso y concreto de los virus asocia- 
dos aun cáncer, ya que entre la infección vírica inicial y el desarrollo del cáncer transcurren 
muchos años. Además, el virus sólo es responsable de una señe de etapas de la progresión 
del cáncer, ya que tarabién están implicados otros factores ambientales y accidentes genéti- 
cos. Como se explicará más adelante, el DNA vírico contiene genes que pueden alterar el 
control de la división de la célula huésped y provocar una proliferación celular descontrola- 
da. Entre los DNA víricos que actúan de este modo se encuentran los papilomas víricos hu- 
manos. Algunos de estos virus provocan verrugas mientras que Otros infectan el cuello 
uterino y están innplicados en el desarrollo de los carcinomas de cérvix, 

En algunos otros cánceres parece que los virus provocarían también otras acciones 
indirectas promotoras del amor. Por ejemplo, los vinas de la hepatitis B y € puede favorecer 
el desarrollo del cáncer de hígado provocando una inflamación crónica (hepatitis), que estl- 
mula la división celular en el hígado e incrementa los efectos más direcíos de los vias en la 
proliferación celular. 

Enelsida, el vinos de la inmunodeficiencia humana (HIV. human immunodeficiency vi- 
rus) estimula el desarrollo de un cáncer raro Mlarnado sarcorna de Kaposi; el proceso que sigue 
destruye el sistema inmune y permite infecciones secundarias como las del virus del herpes 
(HIAV-8) que pueden ejercer una acción carcinogénica directa. Las infecciones crónicas de 
parásitos y bacterias también pueden favorecer el desarrollo de algunos cánceres. Por ejern- 
pio, la infección crónica del estórnago por la bacteria Helicobacter pylori, productora de úl- 
ceras, puede ser una causa importante del cáncer de estómago. En algunas partes del 
mundo el cáncer de vejiga está asociado a la infección por Schistosoma haematoblum, Un 
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La identificación de los carcinógenos revela formas 
de evitar el cáncer 


Actualmente el humo del tabaco es, con diferencia, el agente ambiental causante de cáncer 
más importante en el mundo. Contiene tanto carcinógenos como promotores tumorales. 
Todavía no se conocen otros agentes químicos causantes de cáncer en humanos de un nivel 
comparable a éste. A veces se cree que las principales causas ambientales del cáncer son 
productos derivados de nuestra forma de vida actual, altamente industrializada —el mere- 
mento de la polución, la utilización masiva de aditivos alimentarios, etc.— pero todavía exis- 
ten muy pocas evidencias que confirmen este punto de vista. La idea procede en parte de 
la identificación de algunos materiales con gran capacidad carcinogénica utilizados en la 
industria, como la 2-naftilamina y el asbesto. Sin embargo, con la excepción del incremento 
en el cáncer inducido por el humo del tabaco y de una clara disminución del cáncer de 
estómago que refleja una disminución de la tasa de infección por Helicobacter pylori, la in- 
cidencia de la mayoría de cánceres más comunes en individuos de una misma edad, prácti- 
camente no ha variado en los últimos cien años (Figura 20-25). 

La mayoría de factores carcinogénicos significativos no destacan por ser característicos 
del mundo moderno. El carcinógeno más potente conocido, a través de ciertos ensayos, es la 
añatoxina Bl (véase Figura 20-22). Se sintetiza por hongos que contaminan de forma natu- 
ral algunos alimentos, corno los cacahuetes tropicales y es una causa muy importante de 
cáncer de hígado en África y Asia. Algunos factores que aceleran la aparición del cáncer son 
intrínsecos al organismo. Así para las mujeres, el riesgo de cáncer está influenciado podero- 
samente por las hormonas reproductoras producidas en distintas etapas de la vida y existe 
una correlación directa entre la historia reproductora y la incidencia del cáncer de mama 
(Figura 20-26). Es probable que las hormonas que intervienen en la reproducción afecten la 
incidencia del cáncer de mama influenciando la proliferación celular en la mama. 
Obvmamente, al intentar identificar los agentes ambientales causante de cáncer debemos 
mantener la mente totalmente abierta. 

La epidemiología —el análisis de la frecuencia de las enfermedades dentro de las pobla- 
ciones- sigue siendo la principal herramienta para encontar las causas ambientales del 
cáncer humano. La aproximación ha tenido un éxito notable y todavía es muy prometedora. 
Solamente al revelar el papel del tabaco, la epiderniología ha mostrado una forma de reducir 
en más de un 25% la tasa total de muertes por cáncer en América del Norte y en Europa. La 
aproximación epiderniológica da mejores resultados cuando es posible aplicarla a una po- 
blación uniforme en la cual es fácil distinguir entre los individuos que han sido expuestos al 
agente de los que no, y cuando el agente sometido a investigación es responsable de la ma- 
yoría de casos de un cierto tipo de cáncer. Por ejemplo, a principios del siglo xx todos los 
hombres que habían estado trabajando en una industria británica destilando 2-naftilamina 
(y que, por tanto, habían estado sometidos a una exposición prolongada) desarrollaron cán- 
cer de vejiga (véase Figura 20-89); la conexión fue relativamente fácil de establecer puesto 
que tanto el agente químico como el tipo de cáncer no eran muy hecuentes en la población 
en general 

Por el contrario, resulta muy difícil identificar sólo mediante la epidemiología los facto- 
res ambientales diarios que favorecen el desarrollo de los cánceres más comunes: probable- 
mente la mayoría de estos factores son agentes a los que todos nosotros estamos expuestos 
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Figura 20-25 Tasas de mortalidad por 
cáncer ajustadas a una misma edad, 

en Estados Unidos entre 1930-2001. 

Se indican Jas tasas de muerta, ajustadas a una 
misma edad de la pobladón de Estados Unidos 
para (A) mujeres y (B) hombres, Obsérvese el 
incremento dramático de cáncer de pulmón 
en ambos sexos, consecuencia del hurno del 
tabaco, y la disminución de mortalidad por 
cáncer de estómago, posiblemente relacionado 
con los cambios en la dieta o con patrones 
de infección con Helicobacter. Algunas de 

las reducciones recientes en las tasas de 
mortalidad de otros cánceres pueden estar 
relacionadas con las mejoras en su detección 
y tratamiento. Estos datos ajustados a la edad 
hay que compensarlos con el inevitable 
aumento de la proporción de cánceres 
resultado de una mayor esperanza de vida 
de las poblaciones. (Adaptado del Cancer 
Facts and Figures 2005. Con la autorización 
de American Cancer Society.) 
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Figura 20-26 Efectos del parto sobre 

el riesgo de padecer cáncer de mama. 

La probabilidad relativa de desarrollar cáncer 
de mama en algún momento de la vida de una 
mujer está representeda en función de la edad 
a la que dio a luz su primer hijo. La gráfica 
muestra el valor de la probabilidad respecto 
ala de las mujeres sin hijos, Cuanto mayor es 
el perodo de exposición a las hormonas 
reproductoras hasta tener el primer hijo, mayor 
es el esgo de tener cáncer de mama. Parece 
que la primera gestación corapleta puede 
provocar alteraciones permanentes en el 
estado de diferenciación de las células de la 
marna, modificando la respuesta posterior a 
las hormonas. Otras líneas de evidencias 
epidemiológicas refuerzan la idea de que la 
exposición a ciertas combinaciones de 
hormonas reproductoras, especialmente a los 
estrógenos, pueden favorecer el desarrollo de 
cáncer de merna. (De L Calma, Cancer Sdente + 
and Society. San Francisco LH, Freernan, 1978, 
Contorme a B, Machahon, P. Cole y ), Brown, 

Í. Mat, Concer inst. 5921-42, 1973, Con la 
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habitualmente en un grado elevado y es probable muchos de ellos contribuyan de forma 
conjunta a la incidencia de un cáncer determinado. Si el hecho de comer naranjás duplica o 
reduce a la mitad el riesgo de cáncer colon-rectal, es improbable que lo detectemos, a Menos 
que haya una razón previa para sospechar la conexión. Lo mismo podríamos decir para la 
mayoría de sustancias que comernnos, bebemos, respiramos o aplicamos a nuestro cuerpo. 
Las evidencias epidemiológicas son totalmente claras en un punto dietético: camo hemos 
mencionada, comer demasiado conduce a la obesidad y este factor incrementa significati- 
vamente el riesgo de cáncer . 

Incluso cuando existen evidencias claras de que un producto es carcinógeno, ya sea a 
través de estudios epiderniológicos o de ensayos de laboratorio, es difícil decidir qué nivel de 
exposición es aceptable para la especie humana. Es extraordinariamente difícil calcular 
cuántos casos de cáncer humano puede producir una cierta cantidad de un producto de- 
terminado; establecer el equilibrio entre el riesgo y la utilidad del producto todavía es más 
difícil. Por ejemplo, en los ensayos en animales parece que ciertos fungicidas utilizados en 
agricultura son algo carcinogénicos a dosis elevadas. Pero se ha calculado que si no se utili- 
zaran, la contaminación de los alimentos por metabolitos de los hongos, como por ejemplo 
la aflatoxina Bl, provocaría más casos de cáncer que los residuos de los fungicidas que pue- 
dan quedar en los alimentos. 

De todas formas, los esfuerzos para identificar a los potenciales carcinógenos aún de- 
sempeñan un papel central en la lucha para prevenir el cáncer. La prevención no es sólo me- 
jor que su curación sino que para muchos tipos de cáncer parece ser mucho más fácil de 
Conseguir 


Resumen 


Los agentes ambientales aceleran el desarrollo de tumores y su progresión. Pueden actuar como 
iniciadores o como promotores tumorales. Los promotores tumorales inducen una respuesta 
inflamatoria y generan un ambiente local que altera la expresión génica, estimula la prolife- 
ración celular y aumenta la población de células mutantes generadas por el iniciador. La.ma- 
yoría de los agentes ambientales conocidos que producen cáncer son mutagénicos, incluyendo 
los carcinógenos químicos y diversas formas de radiación, tales como la luz UV y las radiacio- 
nes ionizantes, Dado que muchisimos factores ambientales contribuyen al desarrollo de 1n 
cáncer determinado y alguno de ellos se encuentran bajo nuestro control, es posible prevenir 
una gran proporción de cánceres. 

La observación de que las poblaciones de emigrantes adoptan los patrones de cáncer del 
país que los acoge, sugiere claramente que la mayoría de cánceres podrían evitarse cambian- 
do la comida que ingerimos u otros factores ambientales. La epidemiología es una herra- 
mienta muy útil para la identificación de estos efectos ambientales en los cánceres humanos. 
La aproximación epidemiológica no requiere conocer cómo actúan los agentes productores de 
cáncer y puede incluir factores que no son entidades químicas, como estilos de vida o ciertos 
tipos de parto. Los individuos pueden evitar la mayoría de estos factores ambientales de ries- 
8o identificados de esta forma. Incluyen el humo del tabaco y algunas infecciones provocadas 
por virus que causan cáncer comoos papilomavirias o los virus de la heparitis B y €. Sin emn- 
bargo, puesto que la mayoría de factores que afectan al riesgo de cáncer son muy difíciles de 
identificar, todavía faltan muchos datos relevantes en relación a los factores ambientales que 
afectan la incidencia del cáncer. 


DESCUBRIMIENTO DE LOS GENES CRÍTICOS 
DEL CÁNCER 


El cáncer depende de la acumulación de cambios hereditarios en las células somáticas. Para 
comprenderlo a nivel molecular, es necesario identificar las mutaciones y los cambios epi- 
genéticos implicados y descubrir cómo originan el cormportamiento celular canceroso, 
Encontrar a las células relevantes es fácil: las células mutantes son favorecidas por la selec- 
ción natural y llaman la atención puesto que pueden originar tumores, Pero, ¿cómo idengñ- 

E carabios promotores de Gimmores enire el resto de 
genes de la célula cancerosa? En cualquier búsqueda de un gen portador de un fenotipo nuu- 


tante aparece un problema parecido al de encontrar una aguja enoun pajar, pero en el caso 


car al pequeño adm 


ES 
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del cáncer el trabajo es particularmente complejo. Un cáncer característico depende de un 
gran número de mutaciones y de cambios epigenéticos —por lo general algo distintos de un 
paciente a Otro— y la introducción de uno de estos genes en una célula normal no es sufi- 
ciente para transformarla en cancerosa. Además, la cooperación entre distintos genes alte- 
rados dificulta todavía más estudiar el significado de un cambio hereditario en un gen 
individual. Para empeorar la situación, una célula tumoral determinada también posee un 
gran número de mutaciones somáticas producto de la inestabilidad genética, de forma que 
puede resultar muy difícil distinguir los cambios sin significado de los cambios que tendrán 
un papel importante en la aparición de la enfermedad. 

A pesar de todas estas dificultades, se han podido identificar muchos genes —algunos 
cientos que habitualmente se encuentran alterados en los cánceres humanos, aunque se 
sabe que todavía guedan muchos otros por descubrir. Llarmaremos a estos genes, a falta de un 
término mejor, genes críticos del cáncer, término que incluye a todos los genes cuyas Imu- 
raciones contribuyen a provocar la enfermedad. Nuestro conocimiento sobre estos genes se 
ha ido acumulando poco a poco a través de muchos y variados circuitos, desde las investi- 
gaciones acerca del desarrollo embrionario hasta los estudios de las infecciones que provo- 
can cáncer en el pollo. El análisis de algunas formas de cáncer hereditario poco frecuentes 
aunque muy reveladoras, ha permitido aumentar el conocimiento acerca de este tema. 
Recientemente, la secuenciación del DNA de múltiples casos de algunos tipos específicos de 
cáncer ha ernpezado a proporcionar un esquema más sistemático de los cambios genéticos 
que son una característica común en esta enfermedad. 

En esta sección, se analizan tanto los métodos utilizados para identificar los genes críti- 
cos del cáncer como las diversas formas de cambios hereditarios que presentan estos genes 
en el desarrollo del cáncer. 


> 


La identificación de mutaciones que suponen ganancia 
de función y de mutaciones que suponen pérdida de función 
requiere métodos distintos 


Los genes críticos del cáncer se agrupan en dos grandes clases en función de si el riesgo de 
cáncer se produce por un exceso de actividad de su producto génico o por una falta de acti- 
vidad de este producto. Los genes del primer tipo, es decir, aquellos que conducen a un cáncer 
debido a una ganancia de su función, se laman protooncogenes; el mismo gen hiperactivo 
o sobreexpresado, que ha mutado es conocido como oncogén. Los genes que pertenecen al 
segundo grupo, en los cuales la pérdida de la función del gen puede provocar el cáncer, se 
han denominado genes supresores de tumores. Una tercera clase de genes, cuyos efectos 
son más indirectos, son aquellos cuyas mutaciones provocan una inestabilidad genómica, 
una clase que se describe como genes de mantenimiento de DIVA. 

Tanto las mutaciones en los oncogenes como en los genes supresores de tumores pro- 
ducen efectos parecidos sobre la proliferación celular, la supervivencia y también en el de- 
sarrollo del tumor. Así pues, desde el punto de vista de la célula, cancerosa, oncogenes y 
genes supresores de tumores —y las mutaciones que los afectan- son la cara y la cruz de una 
misrna moneda. Sin embargo, las técnicas necesarias para identificarlos son distintas y de- 
penden de si el gen es hiperactivo o hipoactivo en el cáncer. 

La mutación de una sola copia de un protooncogén, que lo transforma en un oucogén, 
tiene sobre la célula un efecto doniinante favorecedor del crecimiento (Figura 20-274). Así, 
el oncogén puede ser detectado por su efecto al ser añadido por ejeraplo mediante trans- 
fección del DNA o infectando la célula con un vector vírico— al genoma de una célula apro- 
piada. Por otro lado, en el caso de un gen supresor de tumores, por lo general las mutaciones 
que provocan cáncer son recesivas: a menudo laungue no siempre) las dos copias del gen 
han desaparecido o están inactivadas en la célula somátnca diploide antes de que el efecto 
sea observado (Figura 20-278B). Se trata de aproximaciones distintas para descubrir lo que se 
ha perdido enla cébola hamoral. 

En algunos casos, una gran anormalidad cromosómica específica, visible con el ri- 
croscopio, se encuentra asociada de forma repetida a un tipo determinado de cáncer. Este ha- 
llazgo puede proporcionar una pista para la localización del oncogén que está activado 
como resultado de una reorganización de los cromosomas (como en el caso de la transloca- 
ción responsable de la leucemía mielógena crónica, mencionada antenormente). Otra 0p- 
dl prento cromosórnico puede revelar el lugar de un 


ón es que una deleción visible de un : 


gen supresor de tumores delecionado. 
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Los retrovirus pueden actuar como vectores para los oncogenes 
que alteran el comportamiento celular 


Los virus tumorales han desempeñado un papel importante en la búsqueda de las causas 
genéticas del cáncer humano. Aunque los virus no participan en la mayoría de tumores hu- 
manos más comunes, son uno de los agentes causales de cáncer más importantes en algu- 
nas especies animales. El análisis de estos virus tumorales en los animales ha permitido 
entender los mecanismos del cáncer en general y ha contribuido al descubrimiento de los 
oncogenes en particular. 

Uno de los primeros virus animales implicados en el cáncer fie descubierto hace apro- 
ximedamente 100 años en los pollos que sufrían infecciones que provocaban tumores del 
tejido conjuntivo o sarcomas. El agente infeccioso fue caracterizado como un virus —el virus 
del sarcoma de Rous-y ahora sabemos que es un virus de RNA. Como otros muchos virus de 
RNA descubiertos desde entonces, es un retrovirus. Cuando infecta a una célula, su RNA es 
copiado a DNA mediante transcripción inversa; el DNA se inserta en el genoma del hués- 
ped donde puede mantenerse y heredarse a través de las distintas generaciones de células. El 
virus del sarcoma de Rous contiene un oncogén que induce cáncer en el pollo. Este oncogén 
no es necesario para la supervivencia o para la reproducción del vinas, como se demostró al 
descubrir formas mutantes de este virus que se dividen normalmente pero no transforman 
a la célula huésped en cancerosa -un proceso llamado transformación celular. Se observó 
que alguno de estos mutantes tenían delecionado todo o una parte del gen que codifica una 
proteína llamada Sxc (pronunciado "Sarc”). Otras mutaciones en este gen hacen que el efec- 
to iransformante del vinos sea dependiente de la temperatura: las células infectadas mues- 
tranun fe notipo transformado a 34*C, pero recuperan el fenotipo normal al cabo de cuantas 
horas cuando la temperatura llega alos 39€, 

¿Cuál es el origen de este gen? En el año 1975, cuando se utilizó como sonda una copia 
radiactiva del DINA de las secuencias del gen viral S57c, para buscar secuencias íntimamente 
relacionadas mediante la técnica de hibridación DNA-DNA (véase Figura 2-36), se encontró 
que los genomas de las células de los vertebrados tenían secuencias muy parecidas, aunque 
no idénticas, a este gen vírico. El oncogén vírico se evidenció de forma accidental a partir 
del retrovirus del genoraa de una célula huésped infectada previamente, pero el protoonco- 
gén de la células huésped (c-5rc) había sufrido una mutación en el proceso y se había con- 
verúdo en el oncogén (v-Src) (Figura 20-28). El descubrimiento de que el cáncer podría 
originarse a partir de una mutación de un gen específico, presente en el genoma de un animal 
nounal, alteró profundamente y de forma irreversible el campo de la investigación del 
cáncer 


Figura 20-27 Las mutaciones críticas para 
el cáncer se agrupan en dos categorías 
fácilmente diferenciables, dominantes y 
recesivas. En este diagrama, las mutaciones 
activadoras están representadas como 
cuadrados rojos llenos rríentras que las 
mutaciones inhibidoras se han representado 
como cuadrados rojos vacios, (A) Oncogenes 
que actúan de forma dominante: una 
mutación que provoca un incremento de 
función en una sola copia de un gen crítico 
del cáncer puede conducir a la célula hacia 
el cáncer. (B) Por otro lado, las mutaciones 
en los genes supresores de tumores por lo 
genera! actúan de forma recesiva: para 
conducir a la célula hacia el cáncer tiene que 
perderse la función de los dos alelos del gen. 
Aunque en este diagrama, el segundo alelo 
del gen supresor tumoral está inactivado 
por mutación, a menudo la inactivación 

se produce por pérdida en el segundo 
cromosoma. No se muestra el hecho de que 
la mutación de algún gen supresor tumoral 
puede tener un efecto incluso cuando sólo 
está dañada una de las dos copias del gen. 
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(B) oncogén 


Desde entonces se han identificado un gran número de otros oncogenes, en Otros re- 
trovirus y se han analizado de forma similar. Cada uno de ellos ha comportado el descubri- 
miento de su correspondiente protooncogén presente en las células animales normales. 


Las distintas búsquedas de oncogenes han convergido 
en el mismo gen: Ras 


Mientras algunos investigadores buscaban oncogenes en los retrovirus, otros escogieron una 
aproximación más directa y buscaron secuencias de DNA en las células tumorales humanas 
que podían provocar una proliferación descontrolada cuando se introducían en líneas celu- 
lares no tumorales. Por lo general, las células utilizadas eran tibroblastos. Parece que estas 
células, seleccionadas para proliferar de forma indefinida en cultivo, ya presentan un con- 
junto de alteraciones genéticas que forman parte del camino hacia la malignidad. Por esta 
razón, al añadir un solo oncogén es posible que se produzca un gran efecto. 

Para detectar un oncogén de esta forma, el DNA es extraído de las células tumorales, 
fragmentado e introducido en las células en cultivo. Si alguno de los fragmentos contiene un 
oncogén, aparecerán pequeñas colonias de células con una proliferación anormal; puesto 
que las células que forman estas colonias tienen propiedades cancerosas, se dice que están 
transformadas o que han sufrido transformación. <CCGA> Cada colonia es un clon de célu- 
las que se originó a partir de una primera célula portadora de un gen añadido, que libera a la 
célula de alguno de los controles sociales en la proliferación celular; las células transforma- 
das que forman una colonia superan a las no transformadas del cultivo y se apilan capa so- 
bre capa mientras proliferan (Figura 20-29). 

Este ensayo condujo al aislamiento y secuenciación del primer oncogén humano, una 
versión rmutada del protooncogén Ras. Actualmente se sabe que el gen Ras está mutado en 
cerca de uno de cado cinco cánceres humanos. El descubrimiento del oncogén humano Ras 
fue de los reás dramáticos puesto que, tan sólo un poco antes, un gen Ras mutado había si- 
do descubierto corno el gen causante de turnores en un retrovirus que provoca sarcormas en 
los roedores. El descubrimiento a principios de la década de 1980 del mismo oncogén en cé- 
lulas cancerosas bumanas y en un virus tumoral animal fue espeluznante. La implicación 
de que el cáncer está provocado por mutaciones en un número limitado de genes críticos 
para el cáncer cambió nuestros conocimientos de la biología molecular del cáncer. 

Corno se indicó en el Capítulo 15, las proteínas Ras normales son GTPasas monoméri- 
ales desde los receptores de la superficie celular 
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Figura 20-28 Estructura del virus del 
sarcoma de Rous. (A) Organización del 
genoma vírico comparada con la de un 
retrovirus común fel virus de la ljeucernia 
murina). El vinas del sarcoma de Rous 

es poco usual entre los retrovirus que 
transportan oncogenes puesto que ha 
retenido los tres genes víricos para el ciclo 
de vida vírico normal: Gag (que produce una 
poliproteína que es hidrolizada generando 
las proteínas de la cápside), Pol ique produce 
la transcriptasa reversa y una enzima 
implicada en la integración del cromosoma 
vírico en el genoma del huésped) y Env (que 
produce la glucoproteína de la cubierta). 

En otros virus oncogénicos, una o más de 
estos genes víricos se han perdido total o 
parcialmente cuando el retrovinus adquiere 
el oncogén traensiormante. De esta forma el 
virus transformante puede generar partículas 
infecciosas sólo en una célula que esté 
infectada de forma simultánea con un 

virus colaborador no transformante y no 
defectuoso, que proporciona las funciones 
que el otro virus ha perdido. (8) Las relaciones 
entre el oncogén v-51c y el protooncogén 
celular Src del cual deriva. Los intrones 
presentes en el Sre celular han sido 
eliminados en v-Sre; además, v-5rc es 
portador de mutacicnes que alteran la 
secuencia de aminoácidos de la proteína 
(no se muestra), transformándola en 
hiperactiva y alterando la regulación de su 
actividad tirosina quinasa específica (véase 
Figura 3-69). La proteína v-Src tamoién se 
sobreexpresa puesto que el virus produce 
grandes cantidades de RNA. 
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inactiva cuando el GTP unido es transformado a GDP Puesto que este tipo de mutación pro- 
duce una proteína hiperactiva, el efecto es dominante, esto es, basta con que en una célula 
esté mutada una de las dos copias del gen para que sufra el cambio. Puesto que los genes Ras 
están mutados en una gran cantidad de tumores humanos, todavía son unos de los genes 
críticos del cáncer más importantes. 

Mediante los métodos que acabamos de describir y de otros métodos distintos, en la 
actualidad se conocen cientos de protooncogenes, es decir, genes que pueden convertirse 
en oncogenes mediante mutaciones activadoras y que pueden provocar cáncer. 


Los genes supresores de tumores pueden ser identificados 
a través de estudios de raros síndromes cancerosos hereditarios 


La identificación de un gen inactivado en una célula cancerosa determinada requiere una 
estrategia distinta a la mencionada para estudiarlos genes que se transforman en hiperacti- 
vos: por ejemplo, no se puede utilizar el ensayo de transformación celular para identificar 
algo que simplemente no está. La clave que condujo al descubrimiento del primer gen 
supresor de tumores procedió de estudios de un tipo raro de cáncer humano, el retinoblas- 
toma, que surge a partir de células de la retina del ojo convertidas en cancerosas por un nú- 
mero de mutaciones muy pequeño. Como sucede a menudo en biología, el descubrimiento 
se produjo a partir de la observación de un caso especial, pero rápidamente se convirtió en 
un referente universal, De hecho, los genes identificados en algunos síndromes raros de cán- 
cer farniliares se encuentran por lo general en los cánceres más comunes, donde a menudo 
actúan como supresores de tumores. 

El retinoblastoma es típico de la infancia y los tumores se desarrollan a partir de células 
precursoras neurales en la retina inmadura. La padece uno de cada 20.000 niños. Se conocen 
dos formas de la enfermedad, una es hereditaria y la otra no lo es. En la forma hereditaria, 
generalmente aparecen de forma independiente muchos tumores que afectan a ambos ojos; 
enla no hereditaria sólo se ve afectado un ojo y por un único tumor. Unos pocos individuos 
con retinoblastoma tienen un cariotipo anormal visible, con una deleción en una banda es- 
pecífica del cromosoma 13 que, al heredarse, predispone al individuo a la enfermedad. 
También se han encontrado estas mismas deleciones en algunos pacientes con la enferme- 
dad ao hereditaria, observación que sugiere que el cáncer puede estar provocado por una 
pérdida de un gen crítico en esta región, 

Utilizando la localización de esta deleción cromosómica, fue posible clonar y secuen- 
ciar el gen Rb, Se descubrió entonces que los pacientes que padecen la versión hereditaria 
de la enfermedad presentan una deleción o una mutación coa pérdida de función en una 
copia del gen Rben todas las células del organismo. Estas células presentan predisposición 
atransformearse en cancerosas, pero no lo son mientras retengan funcional la otra copia del 
gen. Las células de la retina que se transforman en cancerosas presentan ambas coplas 
del gen Rbinutadas, porque han sufrido una mutación somática además de la mutación orl- 
ginal heredada, de forma que su copia buena ha sido eliminada. 

Par el contrario, en los pacientes que tienen la forma no hereditaria de la enfermedad, 
las células no Canceros 
que las células cancerosas tienen alteradas ambas copias del gen. Este reinoblastoma no 
hereditario es muy poco común, puesto que se necesitan dos acontecimientos indepen- 


10 presentan ningún defecto en las copias del gen Ab, mientras 


Figura 20-29 Pérdida de inhibición * 
por contacto en un cultivo celular. Y 

La mayoría de las células normales dejan de 
crecer cuando han formado una monocapa 
que recubre toda la superficie del cultivo: la 
proliferación parece depender del contacto 
con la placa y puede ser inhibida por el 
contacto con otras células, Este fenómeno es 
conocido como “inhibición por contacto". 
Las células cancerosas, por el contrario, 
normalmente superan estas restricciones, 
continúan creciendo y se apilan unas. 
sobre otras. 4 
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dientes que inactiven el mismo gen en dos cromosomas de un solo linaje celular de la retina 
(Figura 20-30). El gen Rb está mutado también en algunos de los tipos de cáncer más co- 
munes que incluyen carcinomas de pulmón, mama y vejiga. Estos tumores surgen por una 
serie de cambios genéticos mucho más complejos que el retinoblastoma y su aparición se 


produce a una edad más avanzada. Sin embargo, parece que en todos ellos la pérdida de Rb 


es una etapa importante en la progresión hacia la malignidad. 

El gen Rb codifica la proteína Rb, que es un regulador universal del ciclo celular y nor- 
malmente se expresa en casi todas las células del organismo (véase Figura 17-52). Actúa co- 
mo uno de los frenos principales en el progreso hacia la división celular y su pérdida permite 
alas células la entrada en el ciclo de forma inapropiada, como describiremos más adelante. 


Los genes supresores de tumores también pueden identificarse 
estudiando los tumores 


La historia del gen Rb ilustra la forma en que se pueden utilizar los síndromes raros tumora- 
les hereditarios para descubrir los genes supresores de tumores que son importantes en los 
cánceres esporádicos más comunes. De todas formas, ahora sabemos que sólo unos cuantos 
de estos genes importantes se han descubierto de esta forma. Una aproximación más direc- 
ta para la identificación de estos genes irmplica comparar las células tumorales con las no 
tumorales de un mismo paciente y descubrir cuál de los 3 mil millones de nucleótidos del 
genoma humano se ha perdido, presenta una disfuncionalidad o está silenciado de forma 
anormal, A consecuencia de la inestabilidad genética de las células numorales, por lo general 
se presentan una gran cantidad de pérdidas. La mayoría de los defectos se han producido al 
azar y accidentalmente debido a la propia inestabilidad genética. Por lo tanto, un gen su- 
presor de tumores relevante sólo puede ser identificado si repetidamente se ha perdido, es 
defectuoso o está silenciado cuando no debería estarlo en muchos casos independientes de 
un tipo específico de cáncer. Buscar los genes supresores de tumores de este modo es una 
tarea ardua pero posible con las modernas técnicas de análisis del DINA (como se explicará 
más adelante). Docenas de genes supresores de tumores han sido ya caracterizados de esta 
forma y se han identificado muchos más.. 


» 


Tanto mecanismos genéticos como epigenéticos pueden inactivar 
alos genes supresores de tumores 


Lo que resulta peligroso es la inactivación de un gen supresor de tumores. Esta imactivación 
puede producirse de formas diferentes, mediante diferentes combinaciones de desórdenes 
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Figura 20-30 Mecanismos genéticos que 
provocan el retinoblastoma. En la forma 
hereditaria, todas las células del cuerpo 
carecen de una de las dos copias funcionales 
normales del gen supresor de tumores Rb, 
y los tumores se producen cuando la otra 
copia se pierde o se inactiva debido a una 
mutación somática (ya sea mediante 
mutación o silenciamiento epigenético). 
En la forma no hereditaria, todas las células 
contienen inicialmente dos copias 
funcionales del gen y el tumor surge 
porque se pierden o se inactivan ambas 
copias a través de la coincidencia de dos 
acontecimientos somáticos en una célula, 
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genéticos que juntos provocan la eliminación o la inutilización de las dos copias de un gen. 
Así, por ejerpio, la primera copia puede perderse mediante deleción de un pequeño frag- 
mento de un cromosoma o inactivarse a través de una mutación puntual. La segunda copia 
habitualmente es eliminada por un mecanismo menos específico y más probable: la célula 
pierde el cromosorna que lleva la copia normal por un error en la segregación de los cromo- 
sornas o el gen normal puede ser sustituido por una versión mutada mediante recombina- 
ción mitótica o conversión génica. 

En la Figura 20-31 se resume el abanico de posibilidades que permite la pérdida de la 
copia correcta de un gen supresor de tumores a través de cambios en la secuencia del DNA, 
utilizando el gen Rb como ejemplo. Es importante destacar que, excepto para la mutación 
puntual dustrada en el extremo derecho de la figura, todas estas vías producen células porta- 
doras de un solo tipo de secuencia de DNA en la región cromosómica donde se localizan sus 
genes Rb, una secuencia que es idéntica a la secuencia en el cromosoma mutado original. 

Como se explicó en el Capítulo 4, la variación genética humana norinal hace que el con- 
junto de cromosomas maternos sea distinguible con facilidad del conjunto de cromosomas 
paternos. Por término medio, las secuencias de DNA humano se diferencian —es decir, so- 
mos heterozigotos— aproximadamente en uno de cada mil nucleótidos. Cuando se pierde 
un fragmento grande de un cromosoma o se convierte en una secuencia de DINA en su cro- 
mosoma homólogo, como en la Figura 20-31, se produce una pérdida de la heterozigosis 
(LOHt: Loss of heterozygosity): en esta zona sólo se mantiene una versión de cada una de las 
secuencias variables del DNA, Gracias al proyecto del Genoma Humano se han localizado 
millones de sitios habituales de heterozigosis: cada uno de estos lugares se caracteriza por 
una secuencia de DNA específica que se sabe que es polirmórfica, es decir, que en la pobla- 

«ción humana se produce en dos o más versiones ligeramente distintas. Á partir de una 
muestra de DNA tumoral se puede estudiar qué versión de estas secuencias polimórficas 
contiene. Lo mismo se puede hacer, a efectos de comparación, con una muestra de DNA 
procedente de un tejido no canceroso del mismo paciente. La ausencia de heterozigosis en 
una región del genoma que presenta muchos lugares de polimorfismo, o la ausencia de una 
secuencia marcadora genética que se presenta en el DINA de las células no tumorales, mar- 
can el camino hacia una región cromosómica que contiene un gen supresor de tumores, Sin 
embargo, debido a su inestabilidad genética, las células tumorales presentan a menudo una 
pérdida de heterogeneidad para muchas regiones cromosómicas distintas. De este modo, 
por lo general la detección de genes supresores de tumores requiere la eliminación de una 
gran cantidad de ruido de fondo. 

Los cambios epigenéticos proporcionan otra importante forma de inactivar permanen- 
temente un gen supresor de tumores. De manera habitual, el gen se empagueta en la hete- 
rocromatina y los nucleótidos C de las secuencias CpG de su promotor se metilan de forma 
hereditaria (véase Figura 20-12). Estos mecanismos pueden silenciar un gen en una célula y 
en todas sus descendientes de forma treversible. Dado un conjunto de posibles genes su- 
presores de hamores, es relativamente fácil ensayar si sus promotores tienen cantidades 
“anormales de DNA metilado. Los estudios de este tipo sugieren que el slenciamiento génico 
epigenético es un acontecimiento frecuente en la progresión tumoral; en la actualidad se 


Figura 20-31 Seis caminos por los cuales se 
puede perder la copia correcta conservada 
de un gen supresor de tumores mediante 
cambios en la secuencia del DNA. Una célula 
defectuosa en una sola de las dos copias de 
un gen supresor de tumores, se comporta 
como una célula normal sana; los diagramas 
muestran cómo podría perderse la función 
de la otra copia del gen, haciendose así 
propicia a desarrollar cáncer. Una séptima 
posibilidad, encontrada con frecuencia en 
algunos supresores tumorales, es que el 

gen puede ser silenciado mediante 

un cambio epigénetico sin que se presente 
ninguna alteración de la secuencia de DNA, 
como se ¡lustra en la Figura 20-32. (Según 
W.K Cavenee et al., Nature 305: 779-784, 
1983. Con la autorización de Macmillan 
Publishers Ltd.) 
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considera que, en la mayoría de cánceres humanos, los mecanismos epigenéticos permiten 
la inactivación de algunos genes supresores de tumores (Pigura 20-32). 


Los genes mutados en el cáncer se pueden convertir 
en hiperactivos de muchas formas distintas 


En el caso de los protooncogenes, lo que conduce al cáncer es la activación del gen. La 
Figura 26-33 resume los tipos de accidentes que pueden convertir un protooncogén en un 
oncogén. (1) Un pequeño cambio en la secuencia del DNA, como una mutación puntual o 
una deleción, pueden producir una proteína hiperactiva cuando esto tiene hugar dentro de 
una secuencia que la codifica, o comportar la sobreproducción de la proteína cuando el 
cambio se produce dentro de la región reguladora de este gen. (2) Los sucesos de amplifica- 
ción génica, como por ejemplo los causados por errores en la replicación del DNA, pueden 
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Figura 20-32 Las vías que implican la 
pérdida de función de un gen supresor 

de tumores en el cáncer incluyen tanto 
cambios genéticos como epigenéticos. 
Como se ha explicado en el Capítulo 4, el 
empaquetamiento de un gen en la cromatina 
condensada puede impedir su expresión y 
esta característica puede heredarse cuando la 
célula se divide (véase Figura 4-52), Como ya 
se ha indicado, los cambios que silencian un 
gen supresor de tumores pueden producirse 
en cualquier orden, 


Figura 20-33 Tres tipos de accidente 
mediante los que un protooncogén 
se puede transformar a oncogén. 
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producir copias extra de un gen; este hecho puede implicar la sobreproducción de la pro- 
tema (Figura 20-34). (3) Una reorganización de los cromosomas, que incluya la rotura y 
nueva unión de la hélice de DNA, puede cambiar la región que codifica una proteína, pro- 
duciendo una proteína de fusión hiperactiva o alterando las regiones de control para un gen, 
de forma que se produce en grandes cantidades una proteína normal. 

Varios tipos específicos de anormalidades son características de determinados genes y 
de respuestas a determinados carcinógenos. Por ejemplo, el 90% de los tumores de piel in- 
ducidos en ratones al tratarles la piel con el iniciador tumoral dimetilbenzo lalantraceno 
(OMBA), tienen un cambio de una A por una T exactamente en el mismo punto que el gen 
Ras mutado; seguramente de todas las mutaciones provocadas por el DMBA, sólo las de este 
punto activan de forma eficiente a las células de la piel a formar un tumor. 

Por el contrano, el receptor para la proteína señalizadora extracelular conocida como 
factor de crecimiento epidérmico (EGF: epidermal growth factor) puede ser activado por una 


delscidr 


deleción rnina una parte de su dominio extracelular. Estos receptores routantes for- 
: EGE de forma que inducen una señal estrmala- 
dora inapropiada, como un timbre que suena incluso cuando nadie presiona el botón. Las 
inutaciones de este tipo son comunes en muchos tumnore 
como glioblastoraas. 

Por otro lado, la proteína Myc contribuye generalmente al cáncer por una sobrepro- 
ducción de su forma pormal. La proteína Myc actúa en el núcleo estimulando el crecirien- 
to y la división celular coro se describió en el Capítulo 17; asípues, cantidades excesivas de 
Myc pueden provocar la proliferación celular en circunstancias en las cuales una célula nor- 


cerebrales humanos conocidos 


malo se dividiría. La sobreproducción de Myc puede producirse de distintas maneras. En 
algunos casos, el gen está amplificado, es decir, errores en la replicación del DNA comportan 
la aparición de muchas copias del gen en uma misma cétula (véase Figura 20-34). Sin ern- 
bargo, habituslmente la sobreproducción parece ser debida a un cambio en un elernento 


regulador que actía sobre el gen. Por ejemplo, una translocación cromosóm 
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Figura 20-34 Cambios cromosómicos 

en células cancerosas resultado de una 
amplificación génica. En estos ejemplos, 

se ha amplificado el número de copias del 
protooncogén Myc. La amplificación de . 
oncogenes es habitual en los carcinomas 

y a menudo puede observarse en forma de 
un cambio curioso en el cariotipo: se observa 
que la célula posee pares adicionales de 
cromosomas en mintatura denominados, 
por ello, cromosomas diminutos dobles— 

o presenta una región de marcaje homogéneo 
interpolada en los patrones de banda 
normales de uno de sus cromosomas 
regulares. Arabas aberraciones consisten 

en amplificaciones masivas de las copias 

de segmentos pequeños del genoma. En la 
figura, los cromosomas se han marcado con 
un colorante rojo fuorescente, mientras que, 
las múltiples copias del gen Myc se detectan 
por hibridación ín situ con una sonda amarilla 
fuorescente. (A) Cariotipo de tuna célula en 
que las copias del gen Myc se presentan como % 
cromosornas dobles diminutos manchas 
amarillas apareadas). (8) Cariotipo de una 
célula en la que las múltiples copias del gen 
Myc aparecen como regiones de marcaje 
homogéneo lamoarillo) interpoladas en tuno de 


los crormosemas regulares. ¿Por lo general 58 


pueden detectar copias de genes Myc, como 
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ferar en exceso y forman un humor. Translocaciones cromosómicas específicas similares a 
ésta son habituales en muchos linfomas y leucemias. 


La búsqueda de los genes críticos del cáncer continúa 


La secuenciación del genoma humano ha abierto nuevas vías para el descubrimiento siste- 
| mático de los genes críticos del cáncer. Ahora es posible exarninar cada uno de los aproxirma- 
damente 25.000 genes que existen en una línea celular tumoral determinada, o en muestras 
de tejidos de un conjunto de tumores del mismo tipo, a la búsqueda de anormalidades po- 
tencialmente significativas, mediante análisis automatizado ya sea del miNA que producen 
las células o de su DNA genóxmico. Analizando un número importante de tumores distintos, 
debería ser posible identificar todos los genes que por lo general están alterados enlos cán- 
ceres humanos. A pesar de su enorme coste, los esfuerzos realizados en la secuenciación a 
gran escala del DNA han empezado a identíficar nuevos oncogenes humanos. Un ejemplo 
de ello es el descubrimiento que una forma hiperactiva de la proteina quinasa Raf (descrito 
en el Capítulo 15) está presente en un elevado porcentaje de melanomas y con menor Íre- 
i cuencia en otros tipos de cáncer. 

De todas formas, la simple secuenciación del DNA no es la única manera de abordar el 
problema y existen otros nuevos métodos muy potentes, que parecen ser más eficientes para 
identificar nuevos oncogenes y genes supresores de tumores. Tres tipos de aproximaciones 
distintas parecen particularmente prometedoras. 


1. La hibridación genómica comparativa (CGH: comparative genomic hybridization) vú- 

liza el marcaje fluorescente de bragmentos de DNA extraídos de células normales y de 

células tumorales para identificar regiones del genoma que están amplificadas o dele- 

cionadas en un tipo particular de cáncer (Figura 20-35). Los fragrnentos marcados se 

hibridan en los microchips de DNA de forma que cada mancha corresponde a una lo- 

calización conocida en el genoma humano. Las diferentes manchas se iluminan con 

colores fluorescentes distintos, según la proporción entre las uniones de los fragmen- 

tos normales y cancerosos marcados. De esta forma, se pueden localizar regiones del 

genoma de la célula cancerosa que han sido arnplificadas o delecionadas. Se busca 

así, de una forma más restringida, los genes candidatos en estas regiones que pueden 

contribuir al desarrollo del cáncer. Figura 20-35 Hibridación genómica 
comparativa que permite detectar los 
cambios del DIVA en las células tumorales. 
(A) Fragmentos de DNA de células tumorales 
y de células normales 5e marcan con dos 
moléculas Nuorescentes lrojo para las 
tumorales, verde para el control normal) 
y se bibridan con un microchip de DNA en el 
cual cada mancha se corresponde con una 
posición definida en el genoma normal. 
(8) Las proporciones entre la fuorescencia 
verde y roja de cada mancha se representan 
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2. Los microchips de DNA se utilizan también para revelar cambios específicos en la ex- 
presión génica asociados con el cáncer. En este caso, se utiliza una población de 
mRNA celular para preparar la sonda para hibridación en lugar de su DNA cromosó- 
mico (véase Figura 8-76). 


3. Finalmente, grandes búsquedas genéticas basadas en la tecnología del RNA de inter- 
ferencia (RNAD (descrito en el Capítulo 8) proporcionan una novedosa y potente apro- 
ximación funcional para identificar genes supresores de tumores. La expresión de 
pequeños RNA de interferencia (siRNA: small interfering) ea una célula puede inacti- 
var las dos copias de un gen, ya sea destruyendo su TaRNA o inhibiendo su traducción 
(véase p. 571). Este método proporciona una forma eficiente, en principio, de idenúfi- 
car cualquier gen supresor tumoral cuya pérdida facilite la transformación cancerosa 
en un animal concreto o en la línea celular donde se ba ensayado. 


Cualquiera que sea la aproximación utilizada para identificar los nuevos candidatos 
a genes críticos para el cáncer, todavía quedará la duda de si el gen realmente contribuye a 
producir el cáncer. Los ensayos en cultivos celulares en los que se analizan los efectos de 
una sobreproducción de un candidato a oncogén o la inhibición de un candidato a gen su- 
presor tumoral pueden servir de ayuda. Sin embaxgo, los ensayos más convincentes proce- 
den del uso de ratones transgénicos que sobreexpresan los oncogenes candidatos o de los 
ratones “knockout” que han perdido algún candidato a gen supresor tumoral. En ambos 
tipos de ratón, el desarrollo del cáncer debería estar acelerado sí los genes son realmente 
culpables. 

En principio, para la búsqueda de nuevos genes críticos del cáncer mediante las estra- 
tegias descritas, no es necesario conocer las funciones normales delos genes ni comprender el 
mecanismo mediante el que sus mutaciones provocan cáncer. De todas formas, a medida 
que se incrementa el conocimiento de la biología celular, resulta mucho más fácil adivinar 
cuáles son los genes sospechosos y analizar su grado de culpabilidad determinando directa- 
mente si están alterados con frecuencia en los cánceres específicos. El trabajo de encontrar 
los genes está totalmente relacionado con la problemática de descubrirlo que hacen y cámo, 
cuando se modifican, contribuyen al desarrollo del cáncer. Este es el objetivo del siguiente 
apartado. 


Resumen 


Los genes críticos del cáncer pueden clasificarse en dos grupos en función de si el desarrollo 
del cáncer se produce por in incremento o por una pérdida de su función. Las mutaciones que 
suponen una ganancia en la función y que convierten protooncogenes en oncogenes estimu- 
lan a las células a proliferar cuando no deberían hacerlo; las mutaciones que inducen una 
pérdida de función de los genes sispresores de tumores liberan a las células de los controles que 
normalmente permiten mantener un número determinado de células. Los oncogenes tienen 
un efecto genético dominante; la mayoría de ellos fueron. descubiertos porque provocan cáncer 
en animales cuando son introducidos en ellos mediante un retrovirus que originalmente era 
portador de una forma normal del gen (un protooncogén) de una célula huésped previa. Los 
oncogenes también pueden ser identificados mediante aberraciones cromosómicas caracterís. 
ticas que pueden activar un+protooncogén. 

Las mutaciones en genes supresores de turnores por lo general son recesivas; las células 
tienden a comportarse normalmente hasta que las dos copias del gen son delecionadas, 
inactivadas o silenciadas epigenéticamente. Algunos de estos genes fueron identificados en 
síndromes tumorales hereditarios poco frecuentes, aunque su pérdida o inactivación es una 
característica común de muchos de los cánceres esporádicos, Los individuos que heredan 
una copia defeciuosa y una copia funcional del gen supresor tienen una elevada predisposi- 
ción al desarroilo del cáncer puesto que in simple cambio, en cualquier lugar del organismo, 
queelimine o inactive la copia correcta remanente, es suficiente para producir que ina célula 
pierda la función supresora tumoral, 

La búsqueda de genes críticos para el cáncer continúa con herramientas cada vez más 
potentes disponibles para rastrear de forma sistemática el DNA o el aRNA de las células car 
cerosas, buscando mutaciones significativas o una expresión génica alterada. Cuando ha sido 
reconocido in gen candidato, s14 importancia en el desarrollo del cáncer se preede estudiar en 
ratones mediante la sobreexpresión del gen en caso de un candidato a oncogén a i 


nactivándo- 
lo en el caso de un gen candidato a supresor tumoral, 
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BASES MOLECULARES DEL COMPORTAMIENTO 
DELAS CELULAS TUMORALES 

Los “cazadores” de genes tumorales ven de forma distinta a los oncogenes y a los genes su- 
presores de tumores y también a las mutaciones y a los cambios epigenéticos que las pro- 
vocan. Pero desde el punto de vista de la célula cancerosa son las dos caras de uma misma 
moneda. El resultado final de algunas mutaciones en ambos tipos de genes puede ser un 
cornportarmiento celular parecido, puesto que la mayoría de mecanismos de control de la 
célula incluyen tanto componentes inhibidores (supresores de tumores), como estírmulado- 
res (protooncogenes). Si el objetivo es comprender cómo funciona la célula cancerosa, y ha- 
cerlo en términos de genética molecular, lo importante no es distinguir entre ua gen 
: supresor de tumores y un oncogén, sino entre genes críticos para el cáncer que actúan en 
| distintas vías reguladoras y bioquímicas. 

Algunas de las vías más importantes relacionadas con el cáncer transportan señales 
desde un ambiente celular (ya descrito en el Capítulo 15); otras son responsables de los pro- 
gramas internos celulares, como los que controlan el ciclo celular (tratado en el Capítulo 17) 
o la muerte celular (descrito en el Capitulo 18); otras, incluso, controlan los movimientos ce- 
Julares (véase el Capítulo 16) o las interacciones mecánicas entre las células vecinas (véase el 
Capítulo 19). Las distintas vías esián interrelacionadas de formas muy complejas. Buena 
parte de la información que tenemos sobre ellas ha sido obtenida gracias a la investigación 
sobre el cáncer; recíprocamente, los estudios sobre los aspectos básicos de la biología celu- 
lar han cambiado la comprensión actual del cáncer. 

En el primer apartado de este capítulo, se resumen en términos generales las propieda- 
des que convierten a las células en cancerosas y se expone una lista de los tipos de cormpor- 
tamientos aberrantes que presenta una célula tumoral También consideraremos cómo 
: aparecen estas propiedades características a partir de las mutaciones que se han identifi- 
cado en los genes críticos del cáncer y cómo se pueden determinar las funciones de estos 
genes dentro del contexto del cáncer. Finalizaremos este apartado con la descripción del cán- 
cer de colon como ejemplo detallado, mostrando cómo una sucesión de cambios en genes 


críticos del cáncer permite evolucionar al tumor desde un patrón de comportamiento malo 
auno peor. 


Los estudios en embriones en desarrollo y en animales transgénicos 
permiten descubrir las funciones de los genes críticos del cáncer 


Dado un gen mutado en un cáncer, necesitamos conocer tanto su funcionamiento en las cé- 

lulas normales, como la forma en que las mutaciones del gen contribuyen al comporta- 
miento anormal caracterisuco de la célula cancerosa. Por ejemplo, cuando se clonó por 
primera vez el gen Rb, todo lo que se conocía era que estaba mutado en el retinoblastoma. 

En el caso de Ras, se sabía que el gen mutado permitía a las células proliferar de forma exce- 

siva e indefinida en cultivo, pero era un músterio cómo funcionaba la proteína Ras en las Ñ 
células normales o en las namorales. El estadio del cáneer fne el punto de partida de los es- 

tudios que revelaron el papel importante que desempeñan los productos génicos, tanto pa- 

ra Rb corno para Ras, en las células normales —-Rb, como inhibidor del ciclo celular y Ras 

como componente central de las vías intracelulares de señalización. 

Actualmente disponemos de mucha más información sobre las células, de forma que 
cuando se identifica un nuevo gen como etico del cáncer, por lo general se nos hace famni- 
llar a partir de estudios realizados en otro contexto. Por ejernplo, muchos oncogenes y genes 
supresores de tumores se conocen a partir de su función durante el desarrollo embrienario, 
Los ejeraplos incluyen componentes de casi todas las vías de señalización importantes en el 

* desarrollo a través de las cuales las células se comunican (descrito en los Capítmles 15 y 22): 
Vat, Hedgehog, TGFB, Notch y las vías de señalización con receptores tírosina quinasa, que 
incluyen cormponentes codificados por genes críticos del cáncer, con Ras como elemento f- 
nal de todas estas vías, 

Ahora, retrospectivamente, podemos entender que este hallazgo no es una sorpresa. En 
el Capítulo 23 veremos que algunos mecanismos que controlan el desarrollo embrionario 
actúan en el organismo adulto normal controlando el recambio celular y manteniendo la 
homeostasis. Tanto el desarrollo de un animal pharicelular como su mantenimiento como 
adulto, dependen del crecimiento celular, la división celular, la diferenciación celular, la 
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muerte celular, el desplazamiento de las células y la adhesión celular; en otras palabras, de 
todos los aspectos del comportamiento celular cuya desorganización provoca cáncer. A me- 
nudo la biología del desarrollo, utilizando modelos animales como Drosophila y C. elegans, 
proporciona datos que revelan las funciones normales de los genes críticos del cáncer. 

Sin embargo, en última instancia, urge conocer de qué forma las mutaciones en estos 
genes transforman a las células de los tejidos en cancerosas. Se ha podido obtener una cier- 
ta cantidad de información estudiando las células en cultivo o analizando muestras de los 
Pacientes de cáncer. Pero los ratones transgénicos y “knockout” han resultado muy útiles 
para investigar cómo las mutaciones en varios genes críticos del cáncer afectan a los tejidos 
de un organismo. 

Mediante métodos ya descritos en el Capítulo £ se pueden obtener ratones transgéni- 
cos portadores de un oncogén en todas sus células. Los oncogenes introducidos de esta for- 
ma pueden ser expresados en la mayoría de tejidos o sólo en algunos de ellos, en función de 
la especificidad de su secuencia reguladora de DNA asociada. Los estudios de estos ratones 
revelan que un solo oncogén no es suficiente para transformar una célda normal en una 
célula cancerosa. Normalmente, en un ratón transgénico para los oncogenes Myc o Ras, al- 
gunos de los tejidos que expresan el oncogén presentan un incremento en la proliferación 
celular y, con el tiempo, algunas células ocasionales pueden sufrir cambios adicionales que 
originan un cáncer. Sin embargo, la gran mayoría de las células que expresan estos oncoge- 
nes en el ratón no producen cáncer. De todas formas, desde el punto de vista del animal 
completo, el oncogén heredado supone una amenaza muy sería porque conlleva un riesgo 
elevado de que aparezca un cáncer en algún lugar de su organismo. Los ratones que expre- 
san ambos oncogenes Myc y Ras (obtenidos mediante apareamiento de un ratón portador 
del oncogén Mye y de un ratón portador del oncogén Ras) desarrollan cáncer mucho antes 
y con mucha mayor frecuencia que los ratones de las cepas paternas (Figura 20-36); sin 
embargo, de nuevo el cáncer se origina corgo tumores aislados entre células no canezrosas. 
Por tanto, incluso expresando dos oncogenes, las células tienen que sufrir cambios poste- 
riores al azar para convertirse en cancerosas, lo que sugiere que para la tumorogénesis se 
necesitan varias mutaciones, como se ha demostrado por otras evidencias expuestas ante- 
rormente. 

Muchos genes supresores de tumores, como el Rb, han sido inactivados en el ratón. 
Como se ha cormentado, las generaciones que han perdido una copia de un gen supresor de 
tumores presentan una elevada predisposición para el cáncer; los tumores que se forman 
presentan habitualmente una pérdida de heterozigosis, es decir, que han perdido la segun- 
da copia del gen o la tienen inactivada. La desaparición de las dos copias de un gen supresor 
de tumores implica a menudo la muerte del organismo en una etapa aún embrionaria, lo 
que refleja el papel esencial que tienen estos genes durante el desarrollo. Para superar este 
problerna y poder estudiar el efecto de las mutaciones homocigotas en los tejidos adultos, se 
pueden generar ratones portadores de mutaciones condicionales (véase Figura 5-79) de for- 
ma que un solo tejido u órgano presente el gen defectuoso, por ejemplo, el hígado. Otra op- 
ción es diseñar el ratón para que el defecto aparezca como respuesta a una señal 
experimental (un fármaco) que se administra en el momento adecuado. Mediante la utiliza- 
ción de estas técnicas, los ratones no sólo proporcionan informar 
mos de formación de tumores sino que también son modelos en los que analizar y 
desarrollar nuevas terapias para el cáncer. 
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Muchos genes críticos del cáncer regulan la proliferación celular 


Muchos penes críticos del cáncer codifican componentes de las vías que regulan el com- 
E É 

portamiento social de las células en un animal, en particular, componentes de las vías de 
señalización a través de las cuales las influencias procedentes de las células vecinas con- 


trolan si una célula crece, se divide, se diferencia o muere (Figura 20-37), De hecho, mu- * 


chos de los componentes de estas vías de señalización celular fueron identificados a través 
de la búsqueda de los genes que provocan cáncer. El listado completo de los productos de 
los protooncogenes y de los genes supresores de tumores contiene ejemplos de casi todos 
los tipos de moléculas implicados en la señalización cehilar: proteínas señalizadoras secre- 
receptores transmembrana, proteínas intracelulares que unen GTE quinasas, pra- 
ínas reguladoras de genes y muchos otros pos de proteínas. Muchas mutaciones que 
oraponentes, de lonma que inducen señales de prolifera- 


provocan cáncer alteran estos 
ción incluso cuando las células no lo necesitan y favorecen el crecimiento celular, la repli- 


porcentaje de ratones sin tumores 
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Figura 20-36 Colaboración entre oncogenes 
en ratones transgénicos. Las gráficas 
muestran la incidencia de tumores en tres 
cepas de ratanes transgénicos, una portadora 
del oncogén Myc, otra del ancagén Ras y una 
tercera portadora de ambos oncogenes. Para 
estos experimentos primera se generaron 
dos líneas de ratones transgénicos. Una de 
ellas lleva insertada una copia de un oncogén 
generado fusionando el protooncogén Myc 
con el DNA regulador del virus tumoral para 
el tumor mamario de ratón (que produce 

la sobreexpresión de Myc en la glándula 
marnaria). La otra línea lleva insertada una 
copia del oncogén Ras bajo control del 
mismo elemento regulador. Los ratones 

de ambas cepas desarrollan tumores mucho 
más frecuentemente de lo normal, a menudo 
en la glándula marnaría o en las glándulas 
salivares. Por cruzarmiento de las dos cepas 
se obtuvieron ratones que tenían de forma 
simultánea arnmbos oncogenes. Estos híbridos 
desarrollan tumores aún con mayor 
frecuencia, muy superior a la suma de las 
frecuencias para los dos oncogenes por 
separado. Sin embargo, los tumores se 
producen sólo después de un lapso de 
tiempo y sólo en ina pequeña proporción 

de las células delos tejidos donde se 
expresan ambos genes. Aparentemente, 

para que se desarrolle el cáncer es necesario 
que, además de la presencia de los dos 
oncogenes, ocurran algunos cambios 
accidentales adicionales. (Según E. Sinn et al, 
Celi 49:465-475, 1987. Con la autorización 

de Elsevier.) 
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cación del DNA y una división celular anormal. Estos ejemplos incluyen las mutaciones de 
ganancia de función que activan de forma inapropiada el receptor de EGF y la proteína Ras, 
explicado anteriormente. 

Los componentes de las vías de señalización que actúan inhibiendo la división celular 
son a menudo supresores tumorales. Un ejemplo muy bien estudiado es la vía de señaliza- 
ción del TGFP (descrito en el Capítulo 15). Las rruraciones con pérdida de función en esta vía 
contribuyen al desarrollo de algunos tipos de cáncer humanos. El receptor de tipo Il del 
TGFB, por ejemplo, está rautado en algunos tipos de cáncer de colon y Simad 4—una protel- 
na señalizadora intracelular de la vía- está nactivado en los cánceres de páncreas y de algu- 
nos otros tejidos. Estos descubrimientos reflejan la función normal de la vía de TGFP 
restringiendo la proliferación celular (véase Figura 23-28). 

No es sorprendente que las mutaciones que afectan de forma directa el sistema de con- 
trol central del ciclo celular sean características de la mayoría de cánceres. La proteína su- 
presora de tumores Kb, mencionada anteriormente, controla un punto clave en el cual las 
células deciden entrar en el cicio celular y replicar su DNA. Rb actúa de freno que restringe la 
entrada en la fase 5 mediante su unión a una proteína reguladora inhibidora de la familia de 
EZE necesaria para que se transcriban los genes que codifican las proteínas necesarias para 
la entrada en la fase 5. Normalmente, la inhibición de Rb desaparece en el momento opor- 
tuno a través de una fosforilación de la proteína mediada por diversas quinasas dependien- 
tes de ciclinas (Cdi cyclin-dependent kinase), que inducen la liberación de Rb de su lugar de 
unión en las proteínas E2F (descrito en el Capítulo 17). 

Como ya se ha indicado, muchas células cancerosas proliferan de forma anormal debi- 
do a que no disponen de Rb. Otras consiguen el mismo efecto adquiriendo mutaciones en 
otros componentes de la vía regulada por Rb (Figura 20-38). Así pues, en las células norma- 
les ua complejo de ciclina D y la quinasa dependiente de ciclina, Cdk4 (G¡-Cdk) estisaulan la 
progresión a través del ciclo celular fosforilando a Rb (véase Figura 17-62 y Tabla 17--1, 
p. 1063). La proteína p1i6 (INK4) -producida en condiciones de estrés- inhibe la progresión a 
través del ciclo impidierido la formación de un complejo activo ciclina D-Cdk4; es un conm- 
ponente rmnuy importante de la parada del ciclo celular producido en condiciones normales 
como respuesta al estrés. Algunos glioblastomas y tumores pulmonares presentan amplil- 
caciones de los genes que codifican Cdk 4 o ciclina D, favoreciendo la proliferación celular. 
En los humores en los que las mutaciones po inactivan al gen p16, a menudo la mutilación 
del DNA en su región reguladora silencia el gen; este fenómeno es un ejemplo de un cambio 
epigenético que contribuye al desarrollo del cáncer La mutación en un solo coraponente de 
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Figura 20-37 Diagrama de las vías de 
señalización más importantes relacionadas 
con el cáncer en las células humanas, 

que indica las localizaciones celulares de 
algunas de las proteínas modificadas por 
mutación en los cánceres. A menudo, en 
una misma vía actúan tanto oncogenes como 
genes supresores de turnores. Las proteínas 
señalizadoras individuales se indican en rojo; 
los componentes críticos del cáncer y los 
mecanismos de control descritos en este 
capítulo, en verde. Las interacciones 
estimuladoras e inhibidoras entre estas 
proteínas se designan como se indica. 
(Adaptado de D. Hanahan y RA Weinberg, 
Cell 100:57-70, 2900, Con la autorización de 
Elsevier) 
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una determinada vía es suficiente para inactivar la vía y favorecer el cáncer. Como se espe- 
raba, un cáncer raramente inaciiva más de un componente de ua vía: este hecho no pro- 
porcionaría ningún beneficio adicional para la evolución del cáncer. 


Diferentes vías pueden mediar la desregulación 
de la progresión a través del ciclo celular y del crecimiento 
celular en las células cancerosas 


Como se describe en el Capítulo 17, un sisteraa de contral especial del ciclo celular asegura 
que las células eucariotas fabriquen una copia de cada uno de sus cromosomas y segreguen 
exactamente una copia de cada uno de ellos en cada una de las dos células hijas que se ge- 
neran durante la división celular. La iniciación de este proceso requiere señales de progreso 
del cicio celular que están cuidadosamente reguladas, de forma que el estado por defecto de 
cada célula en un organismo plaricelular es permanecer en el estado quiescente Gp (véase 
p. 1103). Pero la proliferación celular necesita algo 10ás que la progresión a través del ciclo; 
tembién necesita un crecimiento celular, que implica procesos anabólicos complejos a través 
de los cuales la célula sintetiza todas las macromoléculas necesarias a partir de precursores 
moleculares más pequeños. Si una célula se divide de forina anormal sin crecer primero, se- 
rá cada vez raás pequeña y finalmente morirá. El crecimiento continuado de ua cáncer ne- 
cesita cambios hereditarios que no sólo alteren la progresión a través del ciclo celular sino 
que también induzcan el crecimiento de la célula (Figura 20-39). 

La vía de señalización intracelular de la fosfotuositol 3-quinasa (P1 3-quinase) ¡Akt es 
crítica para el control del crecimiento celular. Como describimos en el Capítulo 15, diversas 
proteínas señalizadoras extracelulares, lucluyendo la insulina y los factores de crecimiento 
semejantes a la insulina, estirmaan esta vía. En las células tumorales, sin embargo, la vía 
está activada mediante una mutación, de lorma que la célula puede crecer en ausencia de 
estas señales. La activación anormal de la proteína ouinasa Alt es crucial para la desregu- 
lación del proceso de crecimiento, puesto que esta activación no sólo estirmala la síntesis de 
proteinas (véase Figura 17-65) sino que también aumenta la capteción de glucosa la través 
de una activación de mTOR) y la producción de acetil CoAÁ en el cltosol necesario para la 
síntesis de Vpidos celulares (a través de la activación de ACI), coro se pone de relieve en la 
Figura 20-39, Así pues, una mutación en un gen supresor de tumores que es habitual en 
muchos tipos distintos de cáncer es la pérdida de la fosfatasa PTEMN, cuya función nonnal 
es liroitar la activación de Alá mediante desfostorilación de las moléculas que fosforila la 
PI3-quinasa 

La activación anormal de la vía de Pl 2-quinasaj Ada, que se produce por lo general de 
forma temprana en el proceso de progresión bumnoral, explica la velocidad excesiva de glu- 
cólisis que se observa en las células humorales, conocido coro efecto Warburg. La captación 
excesiva de glucosa por las células tumorales, acompeñada de la excreción del exceso de pi- 
ruvato en forma de lactato, se utiliza para localizar los turcores grecias a las técnicas moder- 
pas de imagen del cuerpo entero (véase Figura 201) 
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Figura 20-38 La vía por la que Rb controla 
la entrada en el ciclo celular presenta tanto 
protooncogenes como genes supresores 
de tumores, En los cánceres humanos se 
han encontrado mutaciones en todos los 
componentes de esta vía (los productos de 
los protooncogenes, en verde; las productos 
de los genes supresores de tumores, en rojo; 
E2F se muestra en azul puesto que tiene 
acciones estimuladoras o inbibidoras, en 
función de fas proteínas a las que se une). 

En la mayoria de los casos sólo está alterado 
uno de los componentes en un tarmnor 
individual (A) Visión simplificada de las 
relaciones de dependencia en esta vía; para 
más detalles véase la Figura 17-62. 

(B) Cuando no está fosforilada, la proteína Rb 
inhibe la entrada en el ciclo de división 
celular. El complejo Cdx4 y ciclina O fosforilan 
Rb, acúvando así la proliferación celular. 
Cuendo una célula se encuentra en estado 
de estrés la proteína p16 impide la formación 
de un complejo Cdk 4-ciclina D activo e 
impide la proliferación. La inactivación de 
Rb o de p16 mediante mutación activa la 
división celular (de forma que cada uno 

de ellos puede ser considerado corno un 
supresor de tumores) mientras que la 
sobreactiádad de Cdk 4 0 de cíclina D 
activan da división celular £por lo que pueden 
ser considerados corno protooncogenes). 
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dos tipos de señales para proliferar. 

(A) Para multiplicarse con éxito, 5e sospecha 
que la mayoría de células normales necesitan 
tanto señales extracelulares que conduzcan 
a la célula hacia la progresión en el ciclo 
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a las células tumorales sobrevivir cuando no deberían hacerlo 


El control del número de células depende del mantentbmiento del equilibrio entre la prolife- 
ración celular y la muerte celular. En los centros germúnales de los nódulos linfáticos, las cé- 


lulas B proliferan muy rápidamente, pero la mayoría de la progenie es eliminada por celular (se muestra un mitógeno en rojo) 
apoptosis. La regulación correcta de la apoptosis es esencial para mantener el balance nor- como señales celulares que induzcan el 

mal entre los nacimientos y las muertes celulares en los tejidos que presentan un recambio crecirniento celular (se muestra un factor de 
| continuo. También tiene un papel muy importante en la eliminación de las células dañadas A E 0 AS de 


sisterna de señalización formado por Akt que 
induce el crecirniento celular estirmulanda la 
captación de glucosa y su utilización, que 
incluye la transformación del exceso de ácido 


o sometidas a estrés. Ya describimos en el Capítulo 18 que en los organismos plunicelulares 
las células raueren por apoptosis cuando advierten que algo no está funcionando de forma 
adecuada cuando su DMA ha sido seriamente dañado o cuando desaparecen las señales de 


supervivencia que les indican que no se encuentran en el lugar adecuado. Como se ha men- cítrico producido en la mitocondia a partir 
cionado (véase Figura 20-14), las células tamorales son relativamente resistentes a la apop- de los intermediarios del azúcar, en acetil 
tosis y esto les permite crecer cuando no deberían hacerlo. CoA, que es necesario en el citosol para la 


síntesis de lípidos y la producción de nueva 


Las mutaciones en los genes de control de la apoptosis son responsables de esta resis- it A 
: mernbrana. Lomo se indicó, la síntesis 


tencia. Una proteína que normalmente inhibe la apoptosis, lamada Bcl2, fue descubierta proteica también está incrementada. 
porque su expresión se activa mediante una translocación cromosómica en un línfoma de Este sisterna se activa de forma anormal 
células B. La translocación sitúa al gen Bel2 bajo el control de una secuencia reguladora en una etapa temprana de la progresión 
de DNA que permite uña sobreexpresión de la proteína. Este hecho permite sobrevivir alos - “tumoral “+ 
linfocitos B cuando deberían morir por apoptosis, incrementa en gran medida el número de 
células B y contribuye al desarrollo de este tipo de cáncer. 

Uno de los genes implicados en el control de la apoptosis está mutado de forma excep- 
cional en va número muy amplio de cánceres. Este gen supresor tumoral codifica una pro- 
teína que forma parte de un punto de intersección crucial en la red de vías de control 
intracelular que gobiernan las respuestas celulares al daño en el DNA y a otros tipos de estrés 
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celular, ente los que se cuentan la hipoxia (niveles bajos de oxígeno) y la falta de factores de 
crecimiento. Esta proteína es la proteína tumoral p53, producida por el gen Tp53, conocido 
normalmente como p53, Corao se explicará a continuación, cuando p53 es defectuoso, las 
células dañadas genéticamente en división no mueren sino que continúan dividiéndose y 
acumulan más alteraciones genéticas que pueden aumentar su malignidad. 


Algunas mutaciones en el gen p53 permiten a las células tumorales 
sobrevivir y proliferar aunque presenten alteraciones en su DNA 


El gen p53 denominado así por el peso molecular de su producto proteico puede ser el 
gen más importante para prevenir el cáncer humano. En casi todos los tumores humanos, el 
propío gen supresor tumoral o alguno de los componentes de la vía de p53 están mutados. 
¿Qué hace que p53 sea un gen tan crítico? La respuesta se encuentra en sus múltiples fun- 
ciones en el control del ciclo celular, en la apoptosis y en el mantenimiento de la estabilidad 
genética -todos ellos aspectos fundamentales de la función de p53 que protegen al organis- 
mo de las consecuencias del daño celular y del nesgo de cráneer 

Al contrario que Rb, la mayoría de las células del organismo tienen muy poca cantidad 
de p53: aunque se produce síntesis de proteína, esta se degrada rápidamente. De hecho, la 
proteína p53 no es necesaria para el desarrollo normal, Los ratones que presentan mutadas 
o delecionadas ambas copias del gen, se desarrollan de forma normal en todos los aspectos 
excepto en uno: porlo general desarrollan cáncer antes de los 10 meses de edad. Estas obser- 
vaciones sugieren que p53 debe tener una función que sólo es necesaria en circunstancias 
especiales. De hecho, cuando a las células normales se les priva de oxígeno o están expues- 
tas a tratamientos que dañan el DNA, como la huz ultravioleta o los rayos garmuona, incremen- 
tan la cantidad de p53 que presentan reduciendo la tasa de eliminación de la molécula. La 
acumulación de p53 también se ha observado en células en las que los oncogenes Ras y Myc 


están actívos de forma extraordinaria y provocan un estímulo anormal para el proceso de 


división celular 

En todos estos casos, los niveles elevados de p53 actúan Mmitando el daño producido. 
En función de las circunstancias y del grado de la alteración, la proteína p53 puede inducir el 
suicidio por apoptosis —un acontecimiento relativamente inocuo para un organismo pluzi- 
celular— de una célula que está dañada o que está proliferando de forma anormal. También 
activa un mecanismo que impide que la célula se divida mientras el daño no sea reparado. 
De forma parecida, cuando los telómeros son dernasiado cortos, p53 se activa y se inhiben 
las divisiones celulares posteriores, produciéndose el fenómeno de senescencia celular 
replicativa (Figura 20-40). La protección que proporciona p53 es una de las razones por las 
cuales las mutaciones que activan oncogenes como Res y Mycno son suficientes por sí solas 
para generar un turaor. 

La proteína p53 realiza su trabajo actuando como una proteína reguladora de genes, 
<TGAA> De hecho, las mutaciones más comunes de p53 ebservadas en los tumores huma- 
nos se encuentran en su dominio de unión al DNA, donde eliminan la capacidad de p53 para 
unirse a sus secuencias diana. Como se describió en el Capítulo 17, la proteína pS3 ejerce 
sus efectos inhibidores en el ciclo celular, al menos en parte, uniéndose al DNA e inducien- 
do la transcripción de p21, que codifica uma proteína que se une a los complejos Cdk nece- 
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Figura 20-40 Modos de actuación del 
supresor de tumores p53. La proteína p53 es 
un sensor de estrés celular Corno respuesta 
a les señales de hiperproliferación, el daño 
en el DNA, la hipoxia y acortamiento de los 
telórneros, los niveles de p$3 aurnentan 

y provocan la parada del ciclo celdas, la 
apoptosis o la senescencia celular replicativa, 
¿Como se describió en el Capítulo 17, ina 
célula senescente pierde progresivamente 
spacidad para dividirse) Todos estos 

sos mandenen bajo contral el 

imiento de un tumor 
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y replica su cromosoma que la fase S hermanas que fusionadas se cromosoma | 
DNA a pesar carece de telómero y replica carecen de separan en la con genes duplicados 

de que la rotura su DNA telómeros, mitosis y generan pero que también 

de la hebra se fusionan un nuevo punto carecen de telómero 

no ha sido de rotura 

reparada 


CICLO DE ROTURA-FUSIÓN-PUENTE 


sarios para la progresión a través del ciclo celular. Al bloquear la actividad quinasa de estos 
cornplejos Cdk, la proteína p21 impide que la célula entre en la fase S y, en consecuencia, in- 
hibe la replicación de su DNA. 

Los mecanismos mediante los cuales p53 induce apoptosis son mucho más complejos; 
puede estimular la expresión de muchos genes proapoptóticos, pero también puede unirse e 
inactivar a las proteínas antiapoptóticas Bel2 en la superlicie de la mitocondria, facilitando 
así la apoptosis (descrito en el Capítulo 18). 

Las células que tienen alteraciones en la proteína p53 no presentan estas respuestas 
a p53 dependientes del estrés. Escapan a la apoptosis y aunque su DNA esté dañado, conti- 
núan dividiéndose y replicando el DNA de forma ininterrumpida sin que se pueda reparar ni 
el daño inicial, ni las lesiones posteriores que van apareciendo. Corno resultado de todo ello 
pueden morir o, lo que es aún peor, pueden sobrevivir y proliferar con el genoma alterado 
(Figura 20-41). Estas mutilaciones genéticas pueden comportar tanto la pérdida de genes 
supresores de tumores como la activación de oncogenes. Las células sin pS3 son meros sen- 
sibles a las irradiaciones y a muchos fármacos antitunorales, que provocarían su muerte O 
immpedirían su proliferación. 

Resumiendo, la protefua p53 ayuda alos organismos pluricelulares a reparar el daño en 
el DNA y otros desórdenes celulares, actuando como controlador de la proliferación celular 
en circunstancias que podrían ser peligrosas para las células. Así pues, la pérdida de activi- 
dad de la proteína p53 es peligrosa porque puede producir cáncer por cuatro razones dis- 
tintas. Primero, porque permite a las células imutadas continuar dividiéndose. Segundo, 
porque les permite escapar a la apoptosis. Tercero, porque conduce a la inestabilidad gené- 
tica característica de las cébulas tumorales, permitiendo que las rautaciones que favorecen el 
cáncer se acunuden a medida que las células se van dividiendo Y cuarto, hace que las célti- 
las tumorales de algunos pos e tumores sean resistentes a los fármacos antítumorales y a 
las irradiaciones, Muchas otras mutaciones pueden contubuir a uno u otro de estos cora- 
portamiento alterados, pero las mutaciones en p33 conbibuyen a todos ellos. 


Los virus tumorales de DNA bloquean la actividad del os genes 
clave supresores de tumores 


Los virms tumorales de DINA pueden producir cáncer ioterfiriendo en dos contules celula 
res de ciclo celular y apoptosis, incluyendo los que dependen de la proteína p53. Para com- 
prender esta carcinogénesis vírica es importante entender la historia vital de los virus, La 
mayoría de virus de DNA utilizan la maguinaria de replicación de la célula huésped para 
replicar sus propios genomas. Para producir muchas partículas infecciosas a partir de una 
sola célula huésped, el DMA del vinas tiene que controlar esta máquinaria y activarla supe- 
rado las restúcciones normales de la replicación del DMA y por lo general rnatendo ala cé- 

lula huésped en el proceso. Muchos virus de DNA sólo se reproducen de esta forma. Sin 
embargo, algunos virus tacobién denen otra opción: propagar su genoma de forma tran- 
quíla, como un pasajero bien educado dentro de la célula huésped, replicándose en para- 
lelo al DINA celular durante los cicios normales de división de la cébula. Estos virus, de 


Figura 20-41 La replicación del DNA 
dañado puede conducir a anormalidades 
cromosómicas, como la amplificación 
génica y la pérdida de genes. El esquema 
muestra uno de los varios mecanismos 
posibles. El proceso empleza con el daño 
accidental del DNA en una célula que 

carece de proteína p53 funcional. En lugar 
de detenerse en el punto de control 
dependiente de p53 de la fase Gy del ciclo 
de división celular, corno haría una célula 
normal con el DMA dañado mientras su 

DNA no estuviera reparado, la célula que no 
tiene proteína p53 entra en la fase S con las 
consecuencias que $e muestran. Cuando se 
ha generado un cromosorna que contiene 
una duplicación y carece de telórmnero, 
rondas repetidas de replicación, fusión de 
cromátidas y roturas desiguales (el llamado 
ciclo de rotura-fusión-puente) pueden 
incrernentar aún más el número de copias de 
la región duplicada. Por lo tanto, la selección 
a favor de las células, que presentan un 
número aumentado de copias de un gen en 
la región afectada del cromosoma, dará lugar 
a mutantes en los que el gen se armplífica, 
obteniéndose un elevado número de copias. 
Lás copias pueden llegar a ser visibles 


faro através de tan acantoed 
a trav un acontedmiento de 


recombinación corno de una rotura no 
reparada de una hebra de DNA- corno una 
región teñida homogéneamente en el 
Cromosoma, o pueden delecionarse de su 
locus original y aparecer como crornosomias 
dobles diminutos individuales (véase Figura 
20-39). El desorden cromosómico también 
puede comportar la pérdida de genes, de 
forma que la selección favorece a las cólulas 
que han perdido los supresores tumorales, 
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acuerdo con sus circunstancias, pueden escoger entre estos dos modos de existencia, per- 
maneciendo latentes e inofensivos durante mucho tienpo o proliferando en células oca- 
sionales en un proceso que mata a la célula huésped y genera un gran número de partículas 
infecciosas. 

Estos DNA víricos, que presentan la capacidad de replicar su DNA en forma de pasaje- 
ros quiescentes en una fase latente de replicación vírica, pueden integrar su genoma vírico 
en uno o más de los cromosomas del huésped, o pueden tener la capacidad para formar 
plásmidos extracromosórmicos que se replican con los cromosomas del huésped durante la 
fase latente. 

independientemente del tipo de “vida” que siguen los virus de DNA, su intención no es 
matar al organismo huésped. Pero en los vimos con fase de latencia, se pueden producir 
accidentes que activen de froma prematura algimas de las proteínas víricas que los virus uti- 
lzaríao en su fase replicabiva pare perraitir que el DNA vírico se replique de forma indepen- 

“diente del ciclo celular. Este tipo de accidente puede inducir una proliferación persistente de 
la célula huésped que provocará cáncer; alos virus de DINA susceptibles de sufrir estos acci- 
dentes se les ha llamado virus tumorales de DNA. 

Los papilomavirus, por ejemplo, son los responsables de las verrugas humanas y son 
especialmente importantes como factor causal clave en los carcinomas de cuello uterino 
(cerca de un 5% de los tumores humanos). Los papilomnavinms infectan el epitelio cervical y 
se mentienen en una fase latente en las células basales de la epidermis en forma de plásmi- 
dos extracromosómicos que se replican a la vez que los cromosomas. Las partículas víricas 
infecciosas se generan a través de 11m cambio replicativo en las capas epiteliales más externas, 
en las que las células empiezan a diferenciarse antes de ser eliminadas en la superficie. En 
este punto, la división celular tiene que pararse, pero los virus interfieren con este mmecanis- 
mo de parada permitiendo la replicación rápida de su propio genoma. Por lo general, este fe- 
nómeno está restringido a las capas epiteliales exteriores por lo que resulta relativamente 
inofensivo, como ocurre en Una veruga. Sín embargo, a veces, un accidente genético provo- 
ca que los genes víricos que codifican las proteinas que impiden la parada del ciclo celular, 
se integren en el cromosoma huésped y se transformen en activos en las láminas basales, 
donde se encuentran las células progenitoras. Este hecho puede provocar un cáncer en el 
que los genes víricos actúan como oncogenes (Figura 20-42), 

En los papilomavirus, los genes responsables de este proceso se llaman ES y E7. Los pro- 
ductos proteicas de estos oncogenes víricos interactúan con muchas proteínas de las células 
huésped, pero particularmente se unen a los productos proteicos de dos genes supresores 
de tumores clave en la célula huésped, inactivándolos y permitiendo a la célula replicar su 
DNA y dividirse de forma descontrolada. Una de estas proteínas huésped es Rb: raediante su 
unión aRb, la proteína vírica E7 impide que Rb se una a las proteínas inhibidoras E2F men- 
cionadas, que permiten una entrada incontrolada en la fase S. La otra proteína huésped 
inactivada por los virus es pS3; mediante la unión a p53, la proteína vírica ES destruye la pro- 


Figura 20-42 De qué manera ciertos 
papilomavirus podrían desencadenar 

el cáncer del cuello de Útero, 

Los papilomavirus tienen cromosomas de 
DNA circulares de doble cadena con unos 
3000 pares de nucleótidos. Normalmente, 
estos cromosomas se mantienen estables en 
las células basales del epitelio corno 
olásmidos cuya replicación está controlada, 
manteniéndose en el mismo estadio que los 


cromosomas de la célula huésped (izquierda). 


Accidentes poco frecuentes causan la 
integración de un fragmento del plásmido 
en el cromosoma del huésped y alteran el 
entomo de los genes virales en las celulas 
basales. Este fenórneno lo posiblemente 
algunas otras causas) desorganizan el control 
de la expresión del gen vírico. La producción 
descontrolada de proteínas de replicación 
víricas interfiere con el contro! de la división 
celular y facilita asi la génesis de un cáncer 
íderechad. 
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teína p53 (Figura 20-43), permitiendo que la céhia anormal sobreviva, se divida, y así acu- 
mule de forma progresiva un número mayor de anormalidades. Otros virus de DNA tumo- 
rales utilizan mecanismos parecidos para inbibir Rb y p53, lo que subraya la importancia de 
la inactivación de estas dos vías supresoras de tumores liberando las restricciones normales 
de la proliferación celular. Es sorprendente que casi todos los cánceres humanos tengan 
también inactivadas ambas vías, habitualmente con sólo un componente afectado en cada 
una de ellas. 


Las mutaciones que permiten las metástasis todavía constituyen 
un misterio 


Quizá la falta de información más significativa que todavía tenemos en el conocimiento so- 
bre el cáncer está relacionado con la capacidad de invasión y la metástasis. Es necesario 
identificar claramente las mutaciones que permiten a las células, de forma específica, invadir 
los tejidos circundantes y expandirse por el organismo para formar metástasis. De hecho, 
incluso se desconoce cuáles son las propiedades que tiene que adquirir una célula cancero- 
sa para convertirse en metastásica. Un punto de vista extremo es que las células tumorales 
del organismo para producir metástasis no necesitan más cambios genéticos que los nece- 
sarios para debilitar los controles normales de crecimiento celular, división celular y muerte 
celular. Algunos experimentos que utilizan los microchips de DNA, para comparar los 
MRNA expresados en las metástasis y en los tumores primarios, confirman este punto de 
vista. El punto de vista opuesto a éste, defendido más habitualmente, sostiene que la 
tnetástasis consttuye una característica muy difícil y compleja para las células, por lo que re- 
quieren una gran cantidad de nuevas mutaciones tantas y tan variadas A A de las 
circunstancias, que es muy difícil descubrirlas de forma individual. 

Un cambio molecular en las células hanorales metastásicas de una gran variedad de tu- 
mores incluyendo melanomas y carcinomas de mana, estómago e hígado— es una sobre- 
expresión de la GTPasa de la familia de Rho, RhoC, que colabora en la motilidad celular 
mediada por la actina. En algunos casos, la inhibición de la actividad de RhoC en estas células 
es suficiente para bloquear su capacidad metastásica. Sin embargo, todavía no se conoce 
con exactitud cómo RhoC contribuye a favorecer la metástasis, 

Las metástasis presentan problemas distintos en los distintos tipos celulares. Para una 


. £ébala de la línea blanca sanguínea, que por lo general viaja por el organismo a través de la 


circulación, la rnetástasis debería ser más fácil que para la célula de um carcinoma que fiene 
que escapar del epitelio. Coro se indicó anteriormente, es útil diferenciar dos fases en la 
progresión del tumor necesarias para que un carcinoma produzca metástasis. Primero, las 
células tumorales tienen que escapar de los confines habituales del epitelio donde se han 
producido e invadir los tejidos circundantes En la segunda etapa, tienen que viajar a lugares 
lejanos a través de la sangre o la linfa y establecer metástasis. 
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Figura 20-43 Activación de la proliferación 
celular por un virus bimoral de DNA. 

El papilomavirus produce dos proteínas 
víricas, ES y E7, que secuestran las proteínas 
del huésped Rb y p33, respectivamente. 

La unión de la proteína E6 comporta la 
ubiguitinación de su pareja p53 e induce la 
proteolisis de p53 (no se muestra). El virus 
SV40 (un virus relacionado que infecta a los 
monos) utiliza una sola proteina, lamada 
antigenoT, para secuestrar las misraas 
protelnas. 
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La primera etapa, la invasión local, requiere la desaparición de los mecanismos que ha- 
bitualmente mantienen juntas las células en un epitelio. Como hemos mencionado, esta 
etapa se parece al proceso conocido como transición epitelio-mesénquima (EMT) que se 
produce durante el desarrollo normal, en el cuallas células epiteliales sufren unos cambios 
morfológicos que las convierten en menos adhesivas y más migratorias (descrito en el 
Capiítido 19). En el corazón de estas transiciones encontramos cambios en la expresión del 
gen de la cadherina-E. La función más importante de la proteína cadherina-E es la adhesión 
célula-célula y es especialmente importante en la unión de las células epiteliales a través de 
las uniones adherentes (véase Figura 19-15), En algunos carcinomas de estómago y de mama, 
el gen de la cadherina-E ha sido identificado como un gen supresor de tumores. El compor- 
tamiento anormal de las células tumorales que han perdido la proteína puede revertirse par- 
cialmente, al menos en cultivo: si se introduce un gen funcional de cadherina-E en estas 
células tumorales, pierden algunas de las propiedades invasoras y empiezan a unirse de for- 
ma más parecida a como lo hacen las células normales. Así pues, la pérdida de cadherina-E 
puede favorecer el cáncer contribuyendo especialmente a la invasión local. 

La entrada de las células tumorales en la cireulación se ve facilitada por la presencia de 
un conjunto de vasos sanguíneos muy densos y algunas veces de vasos linfáticos, que los tu- 
mores atraen hacía síimediante la secreción de factores angiogéaicos como el VEGE corno ya 
se ha descrito; la fragilidad y debilidad anormales de estos nuevos vasos ayuda a las células 
a transformarse en invasoras, de forma que entran y se desplazan con facilidad por la circu- 
lación sanguínea y linfática. Las últimas etapas de la metástasis, que incluyen la salida de los 
vasos sanguíneos o linfáticos y la colonización eficiente de los hagares remotos por estas cé- 
lulas, son mucho más difíciles de estudiar. Para descubrir cuáles son las últimas etapas en las 
metástasis de las células tumorales que tienen grandes dificultades, se pueden marcar las 
células con un marcador Huorescente o con la proteína Huorescente verde (GFP), inyectarlas 
en el torrente sanguíneo de un ratón y observar qué sucede, En estos experimentos, se ob- 
serva que la mayoría de las células sobreviven en la circulación, se introducen en los vasos de 
pequeño calibre y salen de ellos hacia los tejidos circundantes con independencia de si pro- 
cedían de lun tumor metastático O no metastático. Mgunos células mueren iornediatamente 
al entrar en el tejido ajeno, otras sobreviven a la entrada en el tejido ajeno pero no pueden 
proliferar, otras se dividen unas cuantas veces y luego se detienen lormando micrometásta- 
sis, formadas porua número de células que va de diez a algunos rules. En este punto, las cé- 
lulas metastásicas superan alas no metastásicas y forman los tumores, indicando que la 
capacidad para continuar proliferando en un tejido ajeno (proceso Harmado colonización) es 
una propiedad clave que las células tumorales tienen que adquirir para transformarse en 
metastásicas (Figura 20-44). 

El reto está en usar ensayos similares para descubrir a nivel molecular qué diferencia a 
una céhula que coloniza de otra que no puede hacerlo. Una posibilidad, analizada anterior- 
mente, es que las células capaces de colonizar son miembros poco habiniales de la pobla- 
ción tumoral parental que poseen las caracteristicas de células progenitoras tumorales. 
Parece que esto sería parte de la historia, como ya hemos explicado. Pera, aunque conoce- 
mos los marcadores que permiten identificar a las células progenátoras tamorales, al renos 
en algunos cánceres, todavía no Comprendernos qué es lo queles proporciona las propieda- 
tora. Esta cuestión forma parte de un gran probleraa en el 


ogenitoras en ger 


des especiales de célula pre 


conocimiento de las cébulas q tratado extensamente en el Capítudo 23, 
En cualquier caso, resulta muy dificil determinar qué carabios genéticos o epigenéticos son 
necesarios vara permitir que las células madre cancerosas colonicen los tejidos. 


Figura 20-44 Las barreras a la metástasis, 
Estudios de células tumorales marcadas 
-que abandonan el lugar del humor, entran 
en la circulación y establecen metástasis 
muestran que etapas del proceso metastático 
resaltadas en la Figura 20-17- son difíciles o 
“neficientes” en el sentido de que son etapas 
en las que se plerde Un gran púmero de 
células, En estas etapas difíciles, las células 
altamente metastáticas son seleccionadas 
por su posibilidad de sobrevivir con éxita 
respecto de las células no metastáticas. 
Parece que la capacidad de escapar del tejido 
en el que se originaron y de sobrevivir y 
crecer en un tejido ajeno son propiedades 
clave que las células tienen que adquirir 

para convertirse en metastáticas. (Adaptado 
de AE. Chambers et al, Breast Cancer Res. 
2:400-407, 2000, Con la autorización de 
BioMed Central Ltd.) 


e 


BASES MOLECULARES DEL COMPORTAMIENTO DE LAS CÉLULAS TUMORALES 


Los tumores colono+rectales evolucionan lentamente 
a través de una sucesión de cambios visibles 


Al comienzo del capítulo se expuso que la mayoría de tumores se desarrollan gradualmente 
desde una sola célula anormal y progresan de benignos a rmalígnos mediante la acurmula- 
ción de un número independiente de accidentes genéticos. Después de describir cuáles son 
estos accidentes y cambios desde un punto de vista molecular y cómo contribuyen al com- 
portamiento canceroso, se examinará ahora con más detalle uno de los cánceres humanos 
roás comunes, para ilustrar y ahondar en algunos de los principios generales y de los meca- 
nismos moleculares de los que hemos tratado, y para ver córno podemos darle un sentido a 
la historia natural de la enfermedad desde este punto de vista. Tomamos como ejemplo el 
cáncer colono-rectal, en el cual se han podido seguir in vivo las etapas de la progresión 
tumoral mediante colonoscopía (dispositivo de fibra Óptica para visualizar el interior del colon 
y del recto) y se ha estudiado cuidadosamente a nivel molecular. Este modelo, basado en es- 
tudios tanto de las formas esporádicas como de las hereditarias de la enfermedad, sirve 
como paradigma para llustrar la naturaleza progresiva del desarrollo de un tumor y permite 
asociar estadios morfológicos específicos con cambios hereditarios en la función de algunos 
genes concretos. 

Los tumores colono-rectales aparecen en el epitelio que bordea el colon (intestino grueso) 
y el recto (la parte más baja del intestino). La organización de este tejido es muy parecida a 
la del intestino delgado, descrita con detalle en el Capítulo 23 (pp. 1436-1442). Ambas regio- 
nes del epitelio del intestino se renuevan a una velocidad extraordinariamente rápida, tar- 
dando una semana para sustituir por completo toda la capa epitelial En ambas zonas, la 
renovación depende de células progenitoras que yacen en profundos surcos del epitelzo, lla- 
mados criptas intestinales. Las señales que mantienen las células progenitoras y controlan la 
organización normal y la renovación del epitelio están empezando a ser comprendidas, 
como explicamos en el Capítulo 23. Este hecho es en su mayor parte gracias a los descubri- 
mientos proporcionados por la investigación del cáncer. Las mutaciones que intermamnpen 
las señales organizadoras normales inician el proceso de progresión tumoral en la mayoría 
de cánceres colono-rectales. 

Los cánceres colono-rectales son muy comunes, por lo general provocan más de 60.000 
muertes al año en Estados Unidos y representan cerca del 10% del total de muertes por cán- 
cer. Como la mayoría de los cánceres, no son diagnosticados hasta edades avanzadas (el 90% 
después de los 55 años). Sin embargo, el examen rutinario de los individuos adultos me- 
diante colonoscopia a menudo revela pequeños tumores benignos, o adenomas, del epitelio 
intestinal que forman unas probrusiones de tejido conocidas como pólipos (Figura 20-454; 
véase también Figura 23-23). Se cree que estos pólipos adenormnatosos son los precursores de 
una gran proporción de los tumores colono-rectales. Puesto que habitualmente la progre- 
sión de la enfermedad es muy lenta, existe un periodo de entre 10 y 35 años en los cuales el 


tumor, de lento crecimiento, puede ser detectado sin que todavía se haya transformado en: 


maligno. Así, cuando se examina a las personas mediante colonoscopia a los 50 años y se 
les extirpan los pólipos -un proceso quinrgico rápido y fácil la incidencia posterior de cán- 
cer colono-rectal es muy baja. —de acuerdo con algunos estudios, menos de una cuarta par- 
te lo desarrolla. 

El cáncer de colon constituye un buen ejemplo del fenómeno de la progresión tunmoral 
que hemos descrito. En los pólipos de menos de 1 cm de diámetro, las células y su disposición 
en el epitelio parecen casi normales. En los pólipos más grandes se encuentran células anor- 
malmente indiferenciadas y que forman estructuras de organización alterada. Algunas veces 
pueden diferenciarse dos o más partes dentro de un mismo pólipo, una de ellas de apariencia 
normal y la otra totalmente cancerosa, como sise hubieran producido a partir de un subclon 
mutado dentro del cion original de células adenomatosas. En los estadios finales de la en- 
fermedad, las células tumorales se transforman en invasoras, rompen la lámina basal y se dis- 
persan a través de la capa nauscular que rodea el intestino [véase Figura 20-45B); por Último, 
forman metástasis hacia los nódulos linfáticos, el hígado, el pulmón y otros tejidos. 


Algunas lesiones genéticas clave son comunes a una gran cantidad 
de cánceres colono-rectales 


¿Cuáles son las rotaciones que se acumulan con el dempo y que producen toda esta cade- 
na de aconmtecinientos? De todos los genes implicados en el cáncer colono-rectal, frecuen- 
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Figura 20-45 Sección transversal que 
muestra los estadios en el desarrollo 

de un cáncer de colon típico. (A) Pólipo 
adenomatoso del colon. El púlipo sobresale 
en el lumen del colon -el espacio del interior 
del colon. El resto de la pared del colon está 
recubierta con epitelio de colon normal; en 
el pólipo el epitelio aparece algo anormal. 
(B) Carcinoma que ha empezado a invadir 
la capa muscular subyacente. (Cortesía 

de Paul Edwards.) 


pedúnculo 


(A) músculo epitelio normal 


a 


adenoma 


invadiendo, 
Ho 


epitelio 
normal 


temente tres se encuentran mutados, el protooncogén K-Ras (un miembro de la familia 
génica de Ras) y los genes supresores de tumores p53 y Ape (descrito más adelante). En wa 
número menor de tumores de colon participan otros genes (Tabla 20-2). Y aún quedan otros 
por identificar. 

Una aproximación paxa descubrir las mutaciones responsables del cáncer colono-rectal 
consiste en rastrear las células en búsqueda de anormalidades en los genes que ya se cono- 
cen o se sospecha que pueden estar implicados en los tumores. Este tipo de análisis genérico 
ha permitido descubrir que cerca del 40% delos tumores colono-rectales presentan una Imu- 
tación puntual específica del gen X-Ras, que lo transforma en un oncogén, y cerca del 60% 
presenta mutaciones o deleciones que inactivan p£3. 


Tabla 20-2 Algunas anormalidades genéticas detectadas en células de cáncer colono-rectal 


KRas ancogén señalización receptores irosina quinasa 40 


catenina- 2 oncogén j señalización Wnt 5-10 
Apo supresor de tumores señalización Wnt >80 
p53 supresor de tumores respuesta al estrés y al dañoenel DNA ..... .60. Ñ 
receptor | del TGFP? supresor de tumores señalización del TGFP 10 
Smada? supresor de tumores señalización del TGFB 30 
MLH]1 y otros genes supresor de tumores reparación del DNA. 15 
de reparación del DNA (estabilidad genética) , ] (a menudo silenciados por metilación:) 


Los genes con el mismo superíndice actúan en la misma vía y, por lo tanto, en cada cáncer sólo se encuentra mutado uno de los componentes, 


neg 
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Como se ha explicado anteriormente, otra aproximación para encontrar los genes crti- 
cos del cáncer consiste en analizar las alteraciones genéticas en aquellas raras familias que 
muestran una predisposición hereditaria al cáncer colono-rectal El primero de estos síndro- 
mes colono-rectales hereditarios por estudiar se conoce como poliposis coli adenonamotosa 
familiar (FAP: familiar adenormatous polyposis), en el que aparecen cientos o miles de 
pólipos a lo largo de todo el colon (Figura 20-46). Aparecen de forma temprana en la vida 
adulta, y sí no son extirpados, es casi inevitable que uno o más de ellos progrese y se convier- 
ta en maligno; por término medio pasan 12 años desde la primera derección de los pólipos 
hasta el diagnóstico del cáncer. La enfermedad es debida a una deleción o inactivación del 
gen supresor de tumores Apc, llarnado así por el síndrome al que da lugar. Los individuos que 
padecen FAP presentan mutaciones inactivadoras o deleciones de una copia del gen Apc en 
todas las células de su organismo y presentan pérdida de heterozigosis en los tumores, inclu- 
soenlos pólipos benignos. La mayoría de pacientes con cáncer colono-rectal no presentan la 
forma hereditaria. Pero más del 80% de estos tumores fleungue no en las células normales) 
tenen inactivadas ambas copias del gen Apc mediante mutaciones adquiridas a lo largo de la 
vida. Así pues, por 1 camino parecido al comentado en el caso del retinobiastoma, la muta- 
ción de Apc representa uno de los factores centrales en el cáncer colono-rectal. 

Como hemos indicado, incluso cuando no existe síndrome hereditario, los genes su- 
presores de tumores también pueden ser identificados buscando cambios genéticos adqui- 
ridos durante la evolución de las células tumorales. Un análisis sistemático de los tumores 
colono-rectales revela que regiones determinadas de ciertos cromosomas presentan fre- 
cuentemente las mismas secuencias de DINA en los cromosomas heredados tanto paternos 
coro maternos. Esta pérdida de heterozigosis sugiere que estas regiones presentan genes 
supresores de tumores. Una de estas regiones es la del gen Apc. Otra región de este tipo es la 
del gen Smad4, que se encuentra mutado en cerca del 30% de los cánceres de colon; su elí- 
minación bloquea el efecto inhibidor del crecimiento de la vía de TGFB. En los tumores de 
colon se pierden o se ganan fragmentos específicos de otros cromosomas que serán dianas 
donde buscar genes críticos para el cáncer adicionales. 

Á medida que se amplía el conocimiento sobre los genes y sus funciones, se ba podido 
diseñar otra aproximación fructífera que se centra en la búsqueda de genes que codifican 
proteínas que interactúan con proteínas codificadas por genes conocidos críticos para cán- 
cer, esperando que estos genes también puedan ser dianas para les mutaciones. 
Actualmente sabemos que la proteína Apc es un componente inhibidor de la vía de señali- 
zación de Wit (tratado en el Capítulo 15). Actúa uniéndose a la catenina-f?, obro componen- 
te de la vía y ayuda a inducir su degradación. Inhibiendo la catenina-f, Ape impide que la 
catenina-fA migre hacia el núcleo donde actúa como regulador transcripcional para mante- 
ner el estado de célula progenitora, como describimos en el Capítido 23. La pérdida de Ape 
comporta un exceso de catenina-f libre y, en consecuencia, una expansión incontrolada de 
la población de células progenitoras y un incremento masivo del número y el tamaño de las 
criptas intestinales (véase Figura 23-23). 

Cuando se secuenció el gen de la catenina-B en un conjunto de tumores colono-rectales, 
una elevada proporción de los escasos tumores que no presentaban mutaciones en 4pe tenían 
mutaciones activadoras en el gen de la catenina- 8. Por tanto, más que un solo oncogén o un so- 
lo gen supresor de tumores de la vía, lo que es crítico para el inicio de este cáncer es una activi- 
dad excesiva de la vía de señalización de Wnt Este dato está de acuerdo con el principio general 
de que en un cáncer determinado raramente se producen mutaciones en más de un compo- 
nente en una vía crítica para la tunnorogénesis, ya que no supone ninguna ventaja compeñíiva. 

Sin embargo ¿por qué el gen Ape en particular es el responsable más común en el cáncer 
colono-rectal? La proteína Ape es grande e interactúa no sólo con la catenina-—f sino también 
con otros componentes celulares incluyendo a los miícromibulos. Parece que la pérdida de 
Ape aumenta la frecuencia de defectos en el huso rmitótico que comportan anormalidades 
en los cromosomas cuando la célula se divide. Este efecto promotor del cáncer, adicional e 
independiente, podría explicar por qué les mutaciones de Apc aparecen tan frecuentemen- 
te como la causa del cáncer colono-rectal 


Algunos cánceres colono-rectales presentan errores 
en el apareamiento del DNA durante su reparación 


Además de la enfermedad hereditaria (FAP) asociada con les mutaciones de Ape, existe un 
seguado tipo, rás común, de predisposición hereditaria al carcainoraa de colon, en la que el 


Figura 20-46 Colon de un paciente con 
poliposis adenormatosa familiar comparado 
con in colon normal (A) El colon normal 
está Higeramente ondulado pero con una 
superficie sa. (8) El colon polipósico está 
cubierto por completo por cientos de pólipos 
(un de ellos se muestra en la Figura 20-45), 
cada uno de los cuales parece una diminuta 
coliflor cuando se observa a simple vista, 
Cortesía de Andrew Wyilie y Mark Arends.) 
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curso de los acontecimientos es muy distinto al descrito para el caso de la FAP En esta con- 
dición, conocida como cáncer colono-rectal no polipósico hereditario o ENPCC [hereditary 
nonpolyposis colorectal cancer), la probabilidad de desarrollar el tumor se incrementa sia 
que aumente el número de pólipos colono-rectales (adenomas). Además, las células cance- 
rosas del tumor que se desarrollan son poco habituales, puesto que presentan un cariotipo 
normal (o casi normal); al contrario, la inmensa mayoría de tumores colono-rectales en pa- 
cientes que no presentan HNPCC tienen grandes anormalidades cromosómicas, con múlti- 
ples translocaciones, deleciones y más cromosomas de lo normal (Figura 20-47). 

Las mutaciones que predisponen a los individuos con HINPEC al cáncer colono-rectal se 
encuentran en algunos genes que codifican componentes clave en los sistemas de reparación 
de la doble cadena de DNA en humanos, homólogos en cuanto a estructura y fuución a MutL y 
MuisS de las bacterias y de las levaduras (véase Figura 5-20). Sólo es defectuosa una de las dos 
copias del gen, de forma que los errores de replicación son eliminados de forma ebciente en la 
mayoría de las células del paciente. Sin ernbargo, como ya se ba indicado para otros genes su- 
presores de tumores, los individuos tienen un riesgo elevado, ya que una pérdida o alteración 


de forma accidental de la copia correcta del gen, elevará inmediatamente la velocidad de mu- 


tación espontánea cientos de veces O más (descrito en el Capítulo 5). Estas células genética- 
mente inestables continuarán avanzando en los procesos de mutación y selección natural que 
permite que algunos clones se transiormen en malignos. 

Este tipo partícular de inestabilidad genética produce cambios invisible en los cromo- 
sormmas-los más notorios son en nucleótidos individuales o en repeticiones de uno o dos mu- 
cleótidos como ABAA... o CACACA... Una vez reconocido el fenómeno, se ha encontrado que 
cerca del 15% de los tuunores colono-rectales que padecen los individuos normales, sin nia- 
guna mutación hereditaria, son de este tipo. 

Así pues la inestabilidad genética encontrada en la mayoría de tumnores colono-rectales 
se puede adquirir de dos formas distintas. La mayoría de cánceres presentan una forma de 
inestabilidad cromosómica que comporta alteraciones visibles en los cromosornas, mien- 
tras que en otros la inestabilidad se produce a una escala mucho menor y refleja un defecto 
en el sisterna de reparación del DNA. Muchos carcinornas presentan inestabilidad genética 
o una reparación defectuosa pero en pocas ocasiones ambas cosas a la vez. Este hecho de- 
muestra clar abilidad genética no es un producto accidental del conpor- 
tarniento maligno, sino una causa que contribuye a él y que las células cancerosas pueden 


ente aue la in 
paca E EE 


adquirir de formas muy distintas, 


Las etapas de la progresión tumoral se correlacionan 
con determinadas mutaciones 


¿Cuál es la secuencia en que K-Ras, p53, Apc y otros genes identificados en el cáncer colono- 
rectal sufren sus mutaciones, y cuál es la conbibución de cada uno de ellos al comporta- 
miento incontrolado de una célula cancerosa? No existe una respuesta sencilla para esta 
pregunta porque el cáncer coloro-rectal puede aparecer por más de una vía: en algunos Ca- 
sos, la primera mutación que conducirá al cáncer puede encontrarse en el sistema de 
reparación del DNA; en otros casos, radica enn gen que controla el crecimiento. De todas 
formas, como hernos señalado anteriormente, una característica general es que la inestabi- 
tidad genética o la tendencia a proliferar de forma anormal pueden aparece: de formas dis- 
tintas por mutaciones en genes diferentes 


o 


Sin embargo, algunos de le 


s acontecimientos son conkmes en el cáncer colono-rectal y 


aparecen ena orden característico, En la mayoría de casos, las mmurtaciones que inactivan el 


Figura 20-47 Conjuntos de cromosomas 
(cariotipos) de cánceres de colon que 
muestran distintos tipos de inestabilidades 
genéticas. (A) Cañotipo de un cáncer típico 
con grandes anonmalidades en el número 
de cromosomas y en su estructura. También 
puede existir una variación considerable 


de una célula a otra (no se muestra). 


(5) Cariotipo de un tumer que presenta un 
conjunto cromosómico estable con pocas 
anomallas. Sus defectos son casi invisibles 
puesto que se han generado en la reparación 
del DNA dañado. Todos los cromosornas 
de la figura fueron marcados como en la 
Figura 20-13, que marca el DNA de cada 
cromosoma humane mediante una 
combinación de marcadores Huorescentes. 
(Cortesía de Wael Abdel-Rahman y Paul 
Edwards, 
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pérdida de Smad4 
alteración pérdida activación y Otros supresores pérdida otras alteraciones 
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normal hiperptástico temprano intermedio tardía y metástasis 


adquisición creciente de inestabilidac 


gen Apc aparecen primero o al menos en una fase temprana del desarrollo del tumor puesto 
que se pueden detectar en los pólipos benignos de pequeño tamaño con la misma frecuen- 
cia que en los grandes tumores malignos. Los carabios hereditarios que implican una ines- 
tabilidad genética o epigenética también aparecen de manera temprana en la progresión 
tumoral, ya que son necesarios para dirigir las etapas posteriores. z 

Parece que las mutaciones que activan el oncogén K-Ras se producen más tarde que las 
de Apc, ya que son poco frecuentes en los pólipos pequeños pero muy habituales en los pó- 
lipos de gran tamaño que presentan patrones histológicos y de diferenciación anormales. 
Cuando estas células tumorales malignas que presentan la mutación de Ras crecen en culti- 
vo, presentan las características típicas de las células transformadas, como la capacidad de 
proliferar sin anclaje a un sustrato. La pérdida del gen supresor tumoral Smade y las muta- 
ciones inactivadoras de p53 se producirían más adelante, dado que son muy raras en los pó- 
lipos y muy conmmmes en los carcinomas (Figura 29-48). Corno se ha explicado, la pérdida de 
la función de p53 permite a las células cancerosas aciomular mutaciones adicionales y evitar la 
apoptosis y la parada del ciclo celular. 

En resumen, aunque el número exacto de mutaciones variará de un cáncer colono-rec- 
tal a otro, la carcinogénesis colono-rectal requiere ciertas alteraciones genéticas que alteran 
los mecanismos de control particulares y el orden en el que se producen estas alteraciones 
no es al azar (Figura 20-48). 
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Figura 20-48 Secuencia tipica sugerida para 
los cambios genéticos que marcan el 
desarrollo de un carcinoma colona-rectal, 
Este esquema simplificado proporciona 
una idea general de la forma en la que las 
mutaciones y los tumores se desarrollan 
conjuntamente. Sin embargo existen. Otros 
genes mutantes que no se muestran y 
además el cáncer de colon puede progresar 
a través de secuencias de mutaciones 
diferentes, 


Figura 20-49 La naturaleza general de 

la progresión tumoral a nivel molecular. 
Cada ña de este diagrarna representa una 
vía bioquímica, de forma que, a menudo, el 
cambio de una proteina [caja rectangular) 
por alteración de su gen es suficiente para 
generar un efecto completo. Las tres vías 
(líneas verticales coloreadas) se han dibujado 
para indicar las rnutaciones que un clon de 
células tumorales acumula mientras progresa 
hacia el cáncer. Este diagrarna se ha 
representado a partir de algunos de las 
acontecimientos conocidos en el desarrollo 
del cáncer colono-rectal, pero no debe 
considerarse de forma literal. Los puntos más 
importantes serán aquellos en los que, en 
los tumores de colon individuales mientras 
desarrollan las rnetástasis, muchos genes 
diferentes estarán alterados, de forma que 
dos tumores no serán exactamente iguales, 
pero existen algunos patrones comunes En 
particular, tanto las vías de señalización que 


corno el orden general en el 
cambios, a menu 
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Cada cáncer se caracteriza por su propia colección 
de lesiones genéticas 


Como se ilustró para el cáncer colono-rectal, la clasificación tradicional de los tumores es 
simplista. incluso en un solo tipo de cáncer existe una colección heterogénea de alteracio- 
nes, con algunas características comunes, pero presentando cada una de ellas su propia 
colección de lesiones genéticas. Por ejemplo, en el cáncer de pulmón conocido como cáncer 
de pulmón de células pequeñas, se encuentran mutaciones en p53, Rb y Myc y en al menos 
otros cinco oncogenes o genes supresores de tumores conocidos. En pacientes diferentes se 
han encontrado combinaciones distintas de mutaciones y corresponden e tumores que 
reaccionan de forma distinta al tratamiento. 

En principio, la biología molecular proporciona las herrarnientas para encontrar de for- 
ma precisa los genes que han sido amplificados, delecionados, mutados y desregulados en 
las células tumorales de un paciente determinado. Como veremos en la próxima sección, 
muy pronto esta información puede ser muy importante para el diagmóstico y el tratamiento 
igual que lo es para la identificación de los microorganismos en pacientes con enfermedades 
infecciosas. 


Resumen 


Los estudios en embriones en desarrollo y en animales transgénicos han resultado de gran ayuda 
para identificar las funciones de muchos genes críticos del cáncer. La mayoría de oncogenes y genes 
supresores de rumores mutados en el cáncer codifican componentes de las vías de control social que 
regulan cuándo la célula crece, se divide, se diferencia o muere. Otros genes denominados de forma 
general “genes de mantenirniento del DNA” mantienen la integridad del genoma. Los cambios mo- 
leculares que permiten a las células producir metástasis todavía son desconocidos. 

Los virus de DNA corno los papilomavirus pueden favorecer el desarrollo de cáncer codificando 
proirínas que inhiben los productos de algunos genes supresores de tumores. Las proteínas víricas se 
unen e inhiben la proteína Rb, que normalmente actúa de freno en la división celular, y la proteína 
p53, que por lo general induce la parada del ciclo celular o la apoprosis cuando se produce un dajio 
enel DNA u otro tipo de estrés celular. La pérdida o la inactivación de la vía de p53, que se produce en 
casi todos los cánceres humanos espontáneos, es en especial peligrosa, porque permite a las células 
con daños genéticos escapar a la apoptosis y continuar su proliferación. La.inactivación de la via de 
Rb tarnbién se produce en la mayoría de cánceres humanos, lo que ilustra lo fundamentales que son 
estas vias en la protección contra el cáncer 

Amenudo es posible correlacionar las etapas de la progresión tumoral con mutaciones que ac- 
tivan or.cogenes específicos o inactivan genes específicos supresores de tumores; el cáncer colono-rectal 
proporciona uno de los ejemplos que conocemos. más a fondo. Sin embargo, en tipos distintos de 
cáncer e incluso en pacientes diferentes con el mismo tipo de cáncer, se encuentran diferentes com- 
binaciones de mutaciones y de carnbios epigenéticos, lo que refleja que el azar es el conductor de los 
¿cambios hereditarios que se producen. De todas formas, la mayoría de los cambios se han encontra- 
do repetidamente; este hallazgo sugiere que existen un número limitado de maneras de romper 
nuestras defensas contra el cáncer. 


o 


EL TRATAMIENTO DEL CÁNCER: PRESENTE Y FUTURO 


Los crecientes conocimientos sobre la biología del cáncer se pueden aplicar para hacer fren- 
te ala enfermedad en tres niveles: prevención, diagnóstico y tratamiento. Es mejor prevenir 
que curar y, como hernos explicado, la mayoría de tumores pueden prevenirse, especial- 
mente evitando el consumo de tabaco. Además, a menudo, los tumores pueden ser detecta- 
dos en su fase inicial de desarrollo mediante exploraciones y pueden ser extirpados antes de 
que se produzcan las metástasis, como en los tumores uterinos, por ejemplo, Los actuales 
ensayos moleculares de gran sensibilidad prometen crear nuevas oportunidades para una 
mejor prevención y tratamiento mediante un diagnóstico más termprano y más preciso. Los 
avances en los métodos de diagnóstico junto con cambios en el estilo de vida, ofrecen las 


mejores e inmediatas perspectivas para reducir la tasa de anuerte por cáncer, pero no existe la 
certeza de que sean totalmente efectivas alguna vez. Asf pues, en los próximos años, conti- 
nuará existiendo esta enfermedad maligna y seguirán siendo necesarios los tratamientos pa- 


rael cánoer. 
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EL TRATAMIENTO DEL CÁNCER: PRESENTE Y FUTURO 


La búsqueda de tratamientos para el cáncer es difícil 
pero no desesperada 


La dificultad para curar el cáncer es parecida a la de erradicar las malas hierbas. Las células 
cancerosas pueden ser eliminadas quirúrgicamente o destruidas con agentes químicos O ra- 
diaciones, pero es muy difícil eliminarlas todas. La cirugía difícilmente elicaina todas y cada 
una de las metástasis y, por lo general, los tratamientos que matan a las células cancerosas 
también son tóxicos para las células normales. Adernás, corno se ha señalado, mientras que a 
menudo la inmensa mayoría de las células cancerosas pueden ser eliminadas mediante irra- 
diación o quimioterapia, la pequeña población de células cancerosas progenitoras de divi- 
sión lenta pueden ser mucho más difíciles de eliminar de esta manera; aunque sólo queden 
unas cuantas células cancerosas progenitoras, pueden regenerar el tumor. Además, a dife- 
rencia de las células normales, las céhalas tumorales routan rápidamente y a menudo desa- 
rrollan resistencia alos fármacos y a las radiaciones que se utilizan para cornbatiras. 

A pesar de estas dificultades, existen algunos tratamientos a base de fármacos antican- 
cerosos [solos o combinados con otros tratamientos) que resultan eficaces para algunos de 
los turnores que antes eran más letales, como, por ejemplo, el linfoma de Hodgkin, el cáncer 
testicular, los coriocarcinormas y algunas leucemías y otros tumores infantiles. Para los tipos 
de tumores en los que parece que su cura está muy lejos de nuestro alcance, existen trata- 
rmiientos que prolongan la vida o al menos alivian el dolor. Pero, ¿qué perspectivas tenemos 
de mejorar y encontrar curas para la mayoría de tumores más habituales que todavía provo- 
can grandes sufrimientos y muchas muertes trágicas? 


Las terapias tradicionales aprovechan la inestabilidad genética 
y la pérdida del control del ciclo celular de las células cancerosas 


Las terapias antitumorales necesitan aprovechar algunas de las anormalidades moleculares 
de las células tumorales que las distinguen de las células normales. Una de estas caracte- 
rísticas es la inestabilidad genética, provocada por una anormalidad en el mantenimiento 
de los cromosomas, en los controles del ciclo celular o en la reparación del DINA. Es Íntere- 
sante destacar que la mayoría de terapias que funcionan para el tratamiento del cáncer se 
basan en estos defectos moleculares, aunque no eran conocidos por los investigadores que 
desarrollaron los tratamientos. La mayoría de fármacos antitumorales y de radiaciones lo- 
nizantes dañan el DNA. Estos tratamientos matan sobre todo algunos tipos de células can- 
cerosas puesto que estas células mutadas presentan menos capacidad de sobrevivir si son 
dañadas. Por ejemplo cuando a unas células normales se las somete a radiaciones, subirán 
daños en su DNA, pero se podrán mantener sin dividirse hasta que el daño sea reparado. 
Esta parada del ciclo celular es un ejemplo de respuesta celular a un control de ciclo descri- 
to en el Capítulo 17. Las células cancerosas presentan alteraciones en distintas fases del 
control del ciclo celular y continúan dividiéndose después de la irradiación; casi iodas estas 
células morirán unos cuantos días después como consecuencia de los graves daños genéti- 
cos que han experimentado. 

No obstante mientras que algunos defectos moleculares presentes en las células turno- 
rales incrementan su sensibilidad hacia los agentes citotóxicos, otros aumentan su resisten- 
cia. Por ejemplo, una parte de las muertes celulares inducidas por el daño en el DNA, se 
producen por apoptosis, y las células cancerosas adquieren a menudo defectos en los siste- 
mas de control que activan la apoptosis. Como se ha explicado anteriormente, por ejemplo, 
el daño en el DNA inducido por los fármacos anticancerosos o por la inradiación, por la ge- 
neral activa a p53 que puede inducir apoptosis. Así pues, la inactivación de la vía de p53 que 
se produce en muchos tumores hace que ciertos tipos de células cancerosas sean menos 
sensibles a estos agentes. La respuesta de las células tumorales a los tratamientos es mruy va- 
riada y probablemente relleja los distintos tipos de defectos que presentan en la reparación 
de su DNA, en los controles del ciclo cetulaz y en el control de la apoptosis. ; 


Los nuevos fármacos aprovechan las causas específicas 
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Puesto que somos capaces de establecer cada vez con más exacútud las alteraciones especi- 
ficas de las células cancerosas que las disnguen de sus vecinas nonmales, es factible utilizar 
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este conocimiento para diseñar terapias que eliminen alas células del cáncer sin afectar a las 
células normales. Una de las características de las células tumorales, como hemos explicado, 
es su inestabilidad genética; esta es una de las características que les permite progresar y 
proliferar peligrosarnente. Pero al mismo tiernpo es un defecto — una vulnerabilidad que po- 
demos utilizar para eliminarlas. 

Las células tumorales necesitan realizar un largo y difícil camino para producir metás- 
tasis: deben presentar alteraciones en los procesos de mantenimiento de su DNA lo bas- 
tante graves como para permitirles acumular nuevas mutaciones a una gran velocidad, 
pero no tan graves como para que mueran por la pérdida frecuente de los genes necesarios 
para su supervivencia, Puesto que existen cientos de genes necesarios para mantener las 
secuencias de DNA y las estructuras cromosómicas con una fidelidad elevada (descrito en 
los Capítulos 4 y 5), sería previsible que hubiera docenas de rutas distintas para que una 
célula tumoral particular adquiriera su inestabilidad genética. Además, estos caminos de- 
berían ser mutuamente excluyentes: cuando una célula fuera genéticamente inestable a un 
nivel moderado, es probable que aumentara su riesgo de muerte si inactivara genes de 
mantenimiento del DNA adicionales. Si estas células hicieran esto, morirían y se perderían 
de la población tumoral. 

Estudios detallados de los mecanismos de mantenimiento del DNA analizados en el 
Capítulo 5 revelan una cantidad sorprendente de redundancias aparentes, con varias vías 
para reparar cada tipo de daño en el DNA. Así pues, la eliminación de una vía en particular 
de reparación del DNA es, por lo general, menos desastrosa de lo que se podría esperar, 
puesto que existen vías alternativas de reparación. Hemos visto, por ejemplo, cómo se paran 
las horquillas de replicación de DNA cuando encuentran una rotura de una cadena sencilla 
en una cadena patrón y cómo las células evitan el desastre que se hubiera producido en caso 
contrario. Primero, disponen de la maquinaría necesaria para escapar del problema repa- 
zando de forma directa las roturas de las cadenas sencillas; si este mecanismo fracasa, pue- 
den reparar Jas horquillas paradas mediante recombinación homóloga (véase Figura 5-53), 
Supongamos que las células de un determinado cáncer se han convertido en genéticamen- 
te inestables adquiriendo una mutación que reduce su capacidad de reparar las hebras me- 
diante recombinación homóloga. ¿Sería posible erradicar este cáncer tratándolo con un 
fármaco que inhibiera la reparación de las roturas de las cadenas sencillas e incremerntara el 
número de horquillas paradas? Las consecuencias no serían malas para las células normales 
que pueden reparar las horquillas mientras que serían letales para las células cancerosas que 
no pueden hacerlo. 

Aunque esta posibilidad sería demasiada buena para ser verdad, precisamente parece 
que es la estrategia que funciona para eliminar las células de los cánceres que tienen inacti- 
vados los genes supresores tumorales Brcal y Brca2. Como se describió en el Capítulo 5, 
Brea2 es una proteína accesoria que interactúa con la proteína RadS1 (el análogo de RecA en 
humanos) al principio de los acontecimientos de recombinación general. Brea es otra pro- 
teína necesaria para este proceso de reparación. Rb, Breal y Brea? fueron descubiertos coro 
mutaciones que predisponían a los humanos a padecer cáncer; en este caso, a los cánceres 
de mama y ovarios (aunque a diferencia de Rb, parece que están implicados en tuna propor- 
ción pequeña de estos tumores). Los individuos que heredan ima copia mutada de Breal o 
Brca2 desarrollan tumores que han inactivado la segunda copia del mismo gen, posible- 
mente porque este cambio hace que las células sean inestables en términos genéticos y 
avancen hacia la progresión del tumor. 

Los fármacos que inhíben una enzima lamada PARP (poly ADP-ribose polymerase) tie- 
nen un efecto importante en las células de estos tumores y las eliminan con una gran selecti- 
vidad. Esto se atribuye al hecho de que PARP es necesaria para la reparación de las roturas de 
las cadenas sencillas de DINA. Ouizás sorprendenternente, la inhibición de PARP parece tener 
muy poco efecto en las células normales; así el ratón transgénico que no tiene PARP1 —el 
miembro más importante de la faroilía implicado en la reparación del DNA-se mandene sa- 
ludable en las condiciones del laboratorio. Este resultado sugiere que, mientras que la vía de 
reparación que necesita PARP proporciona una perrera línea de defensa contra las roturas en 
la cadena de DNA, estas roturas pueden ser fácilmente reparadas mediante una vía de re- 
combinación genética en las células normales (Figura 20-50). Por el contrario, las células tu- 
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bargo, es un ejemplo del tipo de terapia racional y con una aproximación altarnente selectiva 
que empieza a ser posible, ofreciendo así esperanza para muchos otros tipos de cáncer Para 
axapliar este tipo de aproximación necesitarermos nuevas herramientas que permitan deter- 
minar la causa precisa de la inestabilidad genética de los tumores individuales y también el 
desarrollo de muchos más fármacos que ataquen las vías de reparación del DNA alternativas. 


La inestabilidad genética permite a los cánceres 
ser progresivamente más resistentes a las terapias 


La inestabilidad genética en sí misma puede ser buena y puede ser mala para la terapía an- 
titumoral. Aunque parece proporcionar el talón de Aquiles que las terapias pueden utilizar, 
también puede hacer más dificil la erradicación de un cáncer. Una tasa demasiado elevada 
de mutación tiende a convertr la población de células cancerosas en heterogénea; este hecho 
puede dificultar la eliminación de toda la población con un soló tipo de tratamiento. 
Además, perraíte a rmuichos cánceres desarrollar resistencia a las drogas terapéuticas a una 
velocidad alarmante. 

Para dificultar la situación, a menudo las células que han sido expuestas a un fármaco 
antitumoral desarrollan resistencia no sólo a este fármaco sino a otros fármacos a los que no 
han sido expuestas, Este fenómeno de resistencia a multifármacos se correlaciona con 
frecuencia con la acoplifcación de una parte del genoma que contiene din gen Llamado 
Márl. Este gen codifica uma AlPasa transportadora unida a la membrana plasmática de la 
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Figura 20-50 La terapia antitumoral 

puede aprovechar la inestabilidad genética 
del tumor, Como se explicó en el Capítulo 5, 
el mantenimiento de las secuencias de DNA 
es tan crítico para la vida, que las células han 
desarrollado muchas vías para reparar el 
DNA dañado y evitar errores en la replicación. 
Una horquilla de replicación se para cuando 
encuentra una rotura en la cadena patrón de 
ONA. En este ejemplo, las células normales 
tienen dos vías de reparación diferentes que 
pueden solucionar el problerna y prevenir 
una mutación a partir de las nuevas 
secuencias de síntesis de DNA. Por tanto, no 
se ven afectadas cuando son tratadas con un 
fárrnaco que bloquea la vía de reparación 1. 
Por el contrario, la inactivación de la vía de 
reparación 2 fue seleccionada durante la 
evolución de las células tumorales (puesto 
que las transforma en genéticamente 
inestables). En consecuenda, mediante el 
tratamiento con un fármaco que bloquea 

la via de reparación 1 sólo serán elirninadas 
las células tumorales. Situna célula tratada 
no muere por apoptosis, lo harán sus hijas 
porque heredarán los cromosomas 
fragmentados e incompletos. 

En este caso, que ilustra un ejemplo 
esquemático rnás general, la función de la vía 
de reparación 1 (que necesita de la proteína 
PARP descrita en el texto) es eliminar las 
roturas accidentales que se producen en 
una cadena sencilla de DNA antes de que 
las encuentre alguna horquilla de replicación 
en desplazamiento; la vía 2 es el proceso 
dependiente de recombinación para reparar 
las horquillas de replicación ilustrado en la 
Figura 5-53 (que necesita de las proteínas 
8rcad y Brca2; para detalles, véase H.E, Bryant 
etal, Nature 434:913-916, 2005 y H. Farmer 
etal, Nature 434:917-921, 2005.) 
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superfarallia de transportadores ABC (descrito en el Capítulo 11), que bombea fármacos H- 
pofílicos hacia el exterior de la cébula. La sobreproducción de esta proteína (o de algún otro 
miembro de la familia) por una célula cancerosa puede impedir la acumulación intracelular 
de la mayoría de fármacos citotóxicos e insensibilizar a la célula a estos fármacos. La ampl- 
ficación de otros tipos de genes tembién puede proporcionar a la célula cancerosa una ven- 
taja selectiva. Por ejermplo, el gen que codifica la enzima dibidrofolato reductasa (DHER: 
dikydroxifolate reductose) puede armplificarse en las células cancerosas tratadas con el fár- 
maco antitumoral metorexato, El metotrexato se une e inhibe la capacidad de DHFR de 
unirse al ácido fólico; la amplificación aumenta exageradamente la cantidad de enzima y re- 
duce la sensibilidad de las células al fármaco. 


A partir del conocimiento de la biología del cáncer 
pueden desarrollarse nuevas terapias 


Los conocimientos actuales, en constante incremento, sobre la biología de la célula tumoral 
y de la progresión tumoral, conducirán gradualmente a mejores tratamientos para combatir 
la enfermedad, que no sólo irán dirigidos a los defectos en el ciclo celular y a los procesos de 
reparación del DNA. Por ejemplo, en la actualidad se están utilizando ampliamente en hu- 
manos los antagonistas de estrógenos (como p. ej., el tamoxifeno) y fármacos que bloquean 
la síntesis de estrógenos para prevenir o impedir la recurrencia del cáncer de mama en 
aquellos tumores que han sido analizados y se ha encontrado que expresan receptores de es- 
trógenos. Estos componentes antestrogénicos no matan de forma directa a las células tu- 
morales, pero impiden que el estrógeno favorezca la proliferación celular. 

Sín embargo, las mayores esperanzas se depositan en la posibilidad de encontrar mane- 
ras más selectivas y potentes para eliminar directamente las células cancerosas. Una gran va- 
riedad de nuevas y aventureras maneras para atacar las células tumorales ban demostrado 
su capacidad de funcionamiento en modelos concretos —normalmente reduciendo o impi- 
diendo el crecimiento de tumores humanos transplantados en ratones inmunosuprimidos. 
Muchas de estas estrategias han sido excluidas de uso médico, porque no funcionan en hu- 
manos, tienen muchos efectos secundarios o simplemente san difíciles de aplicar. Sin ern- 
bargo, parece que algunos de ellos tienen éxito en la clínica. Por ejemplo, algunas células 
tumorales son muy dependientes de un dpo particular de proteína que producen en exceso, 
fenómeno conocido como adicción oncogénica. El bloqueo de la actividad de esta proteína 
puede ser una forma eficiente de tratar el cáncer, si ello no afecta a los tejidos normales. Por 
ejemplo, cerca del 25% de los tumores de mama expresan grandes cantidades de la proteína 
Her2, un receptor tirosina quinasa relacionado con el receptor de EGE que por lo general par- 
ficipa en el desarrollo del epitelio mamario. Anticuerpos monoclonales que inhiben la fun- 
ción de Her2 y disminuyen el crecimiento de los tumores de mara que sobreexpresan Her2 
actualmente han sido aprobados como terapia para tratar este tipo de cáncer. 

Otra aproximación para destruir dianas tumorales consiste en diigiriun compuesto tóxi- 
co alas cétulas tumorales. Anticuerpos contra proteinas como Her2, que son abundantes en la 
superficie de las células tumorales, pueden levar uma toxina o transportar una enzina que: 
transforme un “profármaco” inocuo en una molécula tóxica. En este último caso, una sola 
molécula de enzima puede generar un gran número de toxinas en la superficie de la célula 
tumoral estas moléculas también pueden difundir hacia las células tumorales vecinas, elimí- 
nándolas, aunque el anticuerpo no se haya reido directamente a ellas. 

Es dificil fabricar grandes cantidades de antícuerpos, son muy caros de producir y com- 
prar y fenen que administrarse mediante inyecciones. El objetivo final en la terapia contra el 
cáncer es desarrollar pequeñas moléculas que eliminen de forma específica a las células 
cancerosas. Los inhibidores de PARP mencionados son un ejemplo de ello; pero para atacar 
ala mayoría de tumores con tratamientos sencillos a base de fármacos necesitaremos una 
gran colección de moléculas pequeñas diferentes, diseñadas contra los distintos tipos de 
CÁNceL 


Se pueden diseñar pequeñas moléculas dirigidas especificamente 
a proteínas oncogénicas 


A medida que el conocimiento sobre las moléculas específicas implicadas en la génesis de 
un cáncer particular aumenta, existe un esfuerzo elevado para desarrollar terapias dirigidas 
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contra las proteínas oncogénicas que son esenciales para que la célula cancerosa sobreviva 
y prolifere —-aprovechando el fenómeno de adicción oncogénica mencionado previamente. 
El gran éxito de este tipo de terapia dirigida, ha generado grandes esperanzas para su uso en 
el futuro. 

La leucemia mieloide crónica (CML) está asociada con una translocación croraosómica 
visible como el cromosoma Filadelfñia (véase Figura 20-5). Este hecho es consecuencia de la 
rotura de un cromosoma y su posterior unión en los lugares de dos genes determinados, lla- 
mados Abl y Bcr. La fusión de ambos genes da lugar a una proteína quimera formada por el 
extremo N-terminal del fragmento de Ber fusionado con el fragmento C-terminal de Abi 
(Figura 20-51). Abl es una tirosina quinasa implicada en la señalización celular. La sustitu- 
ción de Bcr en la parte N-terminal la hace biperactiva, con lo cual estimula de forma inade- 
cuada la proliferación de los precursores hermopoyéticos e impide su muerte por apoptosis, 
que debería producirse en condiciones normales. Entonces se genera un número excesivo 
de células blancas que se liberan al torrente sanguíneo y producen la CML. 

La proteína quimera Abl-Ber es una diana obvia para el ataque terapéutico. La búsque- 
da de fármacos sintéticos que puedan imhibir la actividad de las proteínas quinasa ha per- 
mitido descubrir un fáxmaco, llamado Gleevec, que bloquea Bcr-Abl (Figura 20-52). Cuando 
se administró este fármaco a pacientes con CML, casi todos presentaron una respuesta ex- 
celente, con una eliminación aparente de las células que presentaban el cromosoma 
Filadelfia en alrededor del 80% de los pacientes. La respuesta parece perdurar en el dempo: 
después de años de tratamiento continuado, la mayoría de pacientes no han progresado ha- 
cia las etapas finales de la enfermedad; aunque aparecen algunos tumores resistentes a 
Gleevec cou wa probabilidad de al menos un 5% por año. 

Los resultados no fueron tan buenos para aquellos pacientes que ya habíán progresado 
hacia una fase aguda de la leucemia mieloide, conocida como crisis blástica, en la que ya se 
ha establecido una inestabilidad genética, por lo que la evolución de la enfermedad es mucho 
más rápida. Estos pacientes respondieron inicialmente pero después presentaron recurren- 
cia puesto que las células tumorales desarrollaron resistencia al Gleevec. Está resistencia está 
porlo general asociada con mutaciones secundarias en la parte del gen Bcr-Abl que codifica 
el dominio quinasa, impidiendo la capacidad del Gleevec para unir la quinasa Bcr-Abl. 
Actualmente se ha desarrollado una segunda generación de inhibidores que funcionan de 
forma eficiente en estos mutantes resistentes al Gleevec. Por último, un cóctel de agentes 
múltiples que bloquean la acción de Bcr-Ab] de forma cooperativa puede proporcionar la 
clave para un tratamiento con éxito, impidiendo la selección de células cancerosas resisten- 
tes alos fármacos en todas las etapas de la enfermedad. 

A pesar de las complicaciones con la resistencia a los fármacos, el éxito extraordinario 
del Gleevec para los pacientes de la fase crónica (temprana) de la enfermedad es suficiente 
para apoyar el principio siguiente: cuando comprendarnos con precisión cuáles son las le- 
siones genéticas que se producen en el cáncer, podremos empezar a diseñar métodos racio- 
nales y efectivos para combatirlo. Esta historia de éxitos ha estimulado los esfuerzos para 
identificar pequeñas moléculas inhibidoras para otras proteínas quinasa oncogénicas que 
podrían ser dianas efectivas para nuevos fármacos antitumorales. Un segundo ejemplo de 
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Figura 20-51 La conversión del 
protooncogén Abi en un oncogén, en 
pacientes con jeucemia mieloide crónica. 
La translocación cromosómica responsable 
une el gen Bcr del cromosoma 22 con el 
gen Ad] del cromosoma 9 y genera así un 
cromosoma Filadelfia (véase Figura 205). 
La proteína de fusión resultante tiene el 
extremo amino terminal de la proteína Ber 
unido al extrerno cerboxilo terminal de la 
proteína tirosina quinasa Abk porlo tanto, 
el dorninio quinasa Abi resulta activo de una 
forma no apropiada, produciendo una 
proliferación excesiva de un clon de células 
hematopoyéticas en la médula ósea, 
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este tipo de terapias es el proporcionado por las pequeñas moléculas inhibidoras del recep- 
tor de EGÉ aprobadas recienternente para el tratamiento de algunos cánceres de pulmón, 
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Los vasos sanguíneos tumorales son dianas lógicas para 
la terapia antitumoral 


Otra aproximación para destruir los tumores, no actúa de forma directa sobre las células tu- 
morales sino sobre los vasos sanguíneos de los cuales dependen los grandes tumores. Coro 
hernos descrito, el crecimiento de estos vasos sanguíneos necesita señales angiogénicas co- 
mo el VEGE el cual, al menos en modelos animales, puede ser bloqueado para impedir el 
posterior crecimiento del tunor. Además, las células endoteliales que se encuentren en el 
proceso de formación de muevos vasos, expresan marcadores diferenciales en la superficie 
celalar, que podrían proporcionar una oportunidad para atacar los vasos tuwnorales en de- 
sarrollo de forma específica, sin afectar los vasos ya existentes en los tejidos normales. 
Actualmente se están levando a cabo ensayos clínicos con diversos inhibidores de señales 

igiogénicas y se han ensayado algunos fármacos que inhiben el receptor de VEGE para tra- 
ter el cáncer de riñón. De forma parecida, se ha probado 1 anticuerpo monoclonal contra 
el VEGE para el tratamiento del cáncer de colon en combinación con quimioterapia, aunque 
el beneficio añadido es sólo modesto. 


Muchos cánceres pueden ser tratados incrementando la respuesta 
inmune contra un tumor específico 
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inmune tienen niveles elevados de algunos iipos de cá 


nas inmunosuprmidas tienen una probabilidad de « 


el 


Figura 20-52 Gleevec bloquea la actividad 
de la proteína Bcr-Abi e interrumpe la 
leucemia mieloide crónica. (A) Estructura 
química de Gleevec (imatinib). El fármaco 

se puede tomar por vía oral; tiene efectos 
secundarios aunque a menudo son bastante 
tolerables. (8) La estructura del complejo de 
Gleevec (dibujado en verde) con el dorninio 
trosina quinasa de la proteína Abi (diagrama se 
de cintas), determinada por cristalografía de 
rayos X (0) Gleevec se sitúa en el bolsillo 

de unión del ATP en el dominio tirosina 
quinasa de la protelna Bcr-Abil e impide la 
transferencia de un residuo fosfato desde 

el AF a un residuo tirosina en a proteína 
sustrato. Este proceso bloquea la transmisión 
dela señal de proliferación y de 
supervivencia. (8, de T. Schindler et al, 
Science 2891938-1042, 2000. Con la 
autorización de AAAS,) 


EL TRATAMIENTO DEL CÁNCER: PRESENTE Y FUTURO 


pueden atraer la atención del sistema inmune puesto que se expresan en cantidades inu- 
sualmente grandes en las células tumorales particulares. Otra posibilidad es que estas pro- 
teínas provoquen una respuesta autoinmune porque se expresan de forma normal en el 
embrión y en otras áreas inmunológicamente privilegiadas como es el caso del cerebro, de 
forma que el sistema inmune nunca ha tenido la oportonidad de desarrollar tolerancia ha- 
cia ellas. 

Variantes de las células tumorales con una exposición reducida al ataque inmune pue- 
den derrotar la innunovigilancia del tumor, y se considera que el proceso de progresión tu- 
moral incluye cambios hereditarios para reducir la antigenicidad del tumor. De todas 
formas, a través de nuestra creciente comprensión de los complejos mecanismos tanto de la 
inmunidad innata como de la adaptativa (véase Capítulos 24 y 25), los oncólogos están 
aprendiendo a manipular la respuesta inmune para intensificar el ataque hacia tumores es- 
pecíficos. La esperanza es que esto permitirá eliminar a las células tumorales como si de ua 
tejido foráneo se tratara. 


El tratamiento de los pacientes con diversos fármacos 
simultáneamente presenta ventajas potenciales 
para la terapia antitumoral 


Como se ha señalado, se puede reducir de forma importante el tamaño de algunos cánceres 
mediante un tratamiento inicial con un fármaco, de forma que desaparecen todas las células 
detectables del tumor. Pero algunos meses o años más tarde el cáncer reaparece en una for- 
ma alterada, resistente al fármaco que funcionó con éxito inicialmente. Dada la naturaleza 
hipeomutable de las células tumorales, este hecho no es sorprendente. El tratamiento inicial 
probablemente fracasó en la eliminación de una minúscula fracción de células mutantes en 
el tumor original (algunas de las células progenitoras del tumor, de acuerdo con nuestro co- 
nocimiento de los tumores) y estas células han regenerado el tumor puesto que han conú- 
nuado su proliferación. 

En algunos casos, este problema puede impedirse tratando a los pacientes con dos O 
más fármacos de forma simultánea. La lógica es la misma que la utilizada en el tratamiento 
actual del sida con un cóctel de tres inhibidores de proteasas distintos: es posible que algu- 
nas células de la población inicial sean resistentes a uno de los fármacos del tratamiento, 
pero no debería haber células resistentes a dos fármacos distintos. Porel contrario, los brata- 
mientos con fármacos secuenciales pueden permitir que las pocas células resistentes al pri- 
mer fármaco se multipliquen en grandes cantidades, con la posibilidad de que aparezcan 
células con resistencia doble (Figura 20-53). 

A medida que nuestro armamento de nuevos fármacos contra el cáncer crece, es pro- 
bable que puedan diseñarse tratamientos con varios fármacos que sean eficientes para la 
mayoría de cánceres. 


TRATADO CON 
EL FÁRMACO A, 


TRATADO CON 
EL FÁRMACO B 


TRATAMIENTO SIMULTÁNEO 
CON AMBOS FÁRMACOS A y B 


cédula mutante . 
rara, resistente 
al fármaco A, 
(4) forma el tumor 


níngune cóbida 


célula mutante 
rara, resistente 
al fármaco B, 

forma el tumor 


CÁNCER CURADO 
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Figura 20-53 Por qué enla terapia 
antitumoral los tratarnientos con 
varios fármacos simultáneos pueden 
ser más efectivos que los tratamientos 
secuenciales. Dado el carácter 
hipermutable que presentan las células 
tumorales, a menudo los tratamientos 
con dos fármacos adroinistrados 
secuencdialmente permiten la selección 
de dones de células mutantes que son 
resistentes a ambos fármacos, 
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El patrón de expresión génica ayuda a clasificar los cánceres 
en subgrupos con significado clínico 


Actualmente es posible caracterizar cada cáncer individual a nivel molecular con uma preci- 
sión sia precedentes. Por ejemplo, la tecnología de los microchips de DNA (descrita en el 
Capítulo 8) se puede utilizar para determinar de forma simultánea el patrón de expresión 
de miles de genes en una sola muestra de cáncer y comparada con el patrón de expresión de es- 
tos rnismos genes en el tejido control normal. Cada caso de un tipo dado de cáncer, corno 
por ejemplo el cáncer de mama, tendrá su propio patrón de expresión génica. De todas for- 
mas, cormparando los patrones de muchos pacientes, se observa que pueden agruparse en 
un conjunto pequeño de clases diferentes, cuyos miembros comparten patrones comunes 
característicos. 

¿Cómo se podrían aprovechar estos patrones moleculares? Todos los avances médicos 
dependen de un diagnóstico preciso. Si no podemos identificar la enfermedad correcta- 
mente, no podremos descubrir sus causas, predecir su resultado, seleccionar el tratamiento 
apropiado para un determinado paciente o realizar ensayos clínicos efectivos en una pobla- 
ción de pacientes para juzgar si el tratamiento es eficiente. Los cánceres son un conjunto 
muy heterogéneo de enfermedades. Los patrones de expresión génica representan una he- 
rramienta para realizar el diagnóstico de forma más precisa mediante una mejor clasifica- 
ción de los tumores. Los esquemas de clasificación clásicos se apoyaban sobre todo en los 
análisis histológicos y ahora sabemos que pueden agrupar cánceres que se comporten de 
forma diferente. Así pues, el patrón de expresión génica facilita no sólo la identificación del 
tumor en algunos casos, sino la clasificación de los tumores de forma más precisa, con irm- 
portantes consecuencias para el paciente. Por ejemplo, el análisis de un conjunto de linfomas 
difusos de grandes células B dernostró que existen dos clases diferenciadas basándonos en 
su patrón de expresión génica, aunque ambas clases no se diferenciaban desde un punto de 
vista histológico. Una clase está asociada con un pronóstico pobre y la otra con un mejor 
pronóstico; esta clasificación es údl y proporciona una explicación a observaciones previas 
en las que algunos pacientes con la enfermedad responden eficientemente a la terapia y so- 
breviven mientras que otros mueren. El patrón de expresión génica se está desarrollando to- 
davía para muchos cánceres, pero es probable que sea ampliamente utilizado en el futuro 
para guiar los tratamientos. 


Todavía queda mucho por hacer 


El análisis molecular del cáncer promete transformar el tratamiento del cáncer al permitir 
diseñar terapias mucho más adaptadas a los pacientes individuales. Con el descubrimiento 
de un gran número de genes críticos para el cáncer, Énalizó la era de caminar en la oscuri- 
dad, para pasar a identificarlas pistas que conducen a las bases moleculares del cáncer. Ha si- 
do esperanzador encontrar que, después de todo, existen algunos principios generales y que 
algunas formas de la enfermedad comparten algunas anormalidades genéticas clave. Dado 
que conocemos la identidad de muchos genes críticos para el cáncer y sus funciones nor- 
males, es posible empezar a diseñar tratamientos racionales y dirigidos. De todas formas, 
estamos lejos aún de comprender totalmente la mayoría de los cánceres humanos más fre- 
cuentes y todavía es necesaria una mejor comprensión de casitodos los procesos descritos 
en este capítulo antes de poder derrotar esta enfermedad letal. Entre otras cosas, necesita- 
mos mejores formas para definir a las células progenitoras del cáncer y aisiarlas, de manera 
que podamos determinar sus características especiales y las bases de su carácter progenitor, 
y lo que todavía es más importante, debemos encontrar maveras de eliminarlas, ya que en 
caso contrario, las terapias fracasarán. 

Los supervivientes del cáncer y sus familias han sido importantes abogados defensores 
para la implementación de una investigación biomédica básica y pública. Estos grupos ex- 
presan ocasionalmente frustraciones comprensibles por la forma lenta en la que los cada 
vez mayores conocimientos sobre el cáncer se traducen en terapias efectivas contra la en- 
fermedad. Pero la acumulación de conocimiento proporciona una mejora acelerada de la 
comprensión y en la actualidad existe una creencia real en la comunidad científica que in- 
vestiga el cáncer de que los progresos importantes en el tratamiento de este grupo diverso de 
enfermedades son inminentes. Para poner un ejeraplo, en los últimos años ha aumentado 
profundamente la comprensión sobre los detallados procesos moleculares que conducen a 
la decisión de todo o nada que toman las células para suicidarse por apoptosis. ¿Cuánto 
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Hempo pasará antes de que podamos analizar la señalización anormal en un tumor imdivi- 
dual lo suficientemente bien para seleccionar un cóctel de fánmacos diseñado a medida y 
factores de crecimiento que provoquen de forma específica que todas las células de ese tu- 
raor imnueran? 

Mirando retrospectivamente la histaria de la biología celular y contemplando la veloci- 
dad de los progresos recientes, podemos tener esperanzas. El deseo de comprender en el 
que se basa la investigación básica, revelará seguramente nuevas formas de utilizar nuestro 
conocimiento sobre la célula para finalidades humanitarias, no sólo en relación al cáncer, sino 
también respecto a enfermedades infecciosas, mentales, en la agricultura y en otras áreas 
queno podemos prever. 


Resumen 


El creciente conocimiento de la biología molecular del cáncer ha empezado a conducirnos hacia 
mejores sisternas para prevenir, diagnosticar y tratar la enfermedad. Se pueden diseñar terapias an- 
tirumorales para destruir preferentemente las células tumorales aprovechando las propiedades que 
las distinguen de las células normales, entre ellas los defectos que presentan en los mecanismos de re- 
paración del DNA, los controles de ciclo celular y las vías de apoptosis, Los tumores también pueden 
atacarse por su necesidad de aporte sanguíneo. La comprensión de los mecanismos normales de 
control y cómo se alteran en los cánceres específicos permite diseñar fármacos dirigidos contra el 
cáncer de forma más precisa. Conociendo mejor qué genes son amplificados, cuáles son deleciona- 
dos y cuáles mutados en las células de un tumor determinado, es posible empezar e diseñar trata- 
mientos más precisos y específicos para cada paciente de forma individual. 


PROB LE M AS 20-5 En las vías reguladoras celulares que controlan el creci- 
miento celular y la proliferación, los productos de los oncogenes 
son componentes estimuladores y los productos de los genes su- 


¿Qué afirmaciones son ciertas? Explicar por qué sío por qué no presores tusnorales son inhibidores, 


20-1 La inestabilidad genética en forma de mutaciones pun- 
tuales, reorganizaciones cromosómicas y cambios epigeneticos, 
necesita ser máxima para permitir el desarrollo del cáncer. 


Resolver los siguientes problemas 


20-6 Al contrario que el cáncer de colon, cuya incidencia au- 


20-2 Las terapias anti orales dirigidas sólo a las células de menta en gran medida con la edad, el osteosarcorna —un tumor 
división rápida que forman la gran masa oral probablemente que afecta por lo general a los huesos largos- alcanza su máximo 
or . A 1 : z A 
208l arán el cáncer en muchos pacientes. durante la ado escencia. Los osteosarcomas son relativamente ra. 
ros en los niños (menores de 9 años) y en los adultos (mayores de 
20-3 Los principales factores ambientales responsables del 20 años). ¿Por qué la incidencia del osteosarcoma no muestra 
cáncer son los productos de nuestra forma de vida industrializada el mismo patrón de dependencia con la edad que el cáncer de 
como la polución o los aditivos alimentarios. colon? 
204 El dimetilbenzoleJantraceno (DMBA) debe ser un mutá- 20-7 Como se muestra en la Figura P20-1, las representaciones 
geno muy específico, puesto que el 90% de los tumores de piel de las muertes debidas a cáncer de mama y a cáncer cervical en 
que provoca tienen una alteración A-T en el mismo punto exacto las mujeres difieren totalmente del mismo tipo de representación 
del gen Ras mutante. para las muertes por cáncer de colon. Alrededor de los 50 años, la 
£ 
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Figura P20-1 Probabilidad de muerte por cáncer en función de la adad (Problema 20-7). (A) Probabilidad de muerte por cáncer de colon en mujeres: 

(8) Probabilidad de muerte por cáncer de mema en mujeres. (€) Probabilidad de muerte por cáncer cervical. En todos los casos, los datos están representados 
como el logaritrno de la probabilidad de rnuerte en relación a la edad del paciente (en una escala logarítmica) a su muerte. Las lineas rectas en B y Cse han 
dibujado a partir de los datos de los grupos más jóvenes, mientras que la línea en Á se ha dibujado con los datos de todos los puntos. (Datos de P. Armitage 

y R.Doll, Br. J. Cancer 91:1983-1989, 2004. Con la autorización de Macmillan Publishers Ltd.) 
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Figura P20-2 Rlesgo acumulado de mortalidad por cáncer de pulmón 
para no fumadores, fumadores y ex fumadores (Problema 20-9). El riesgo 
acumulado es el número total de muertes, en porcentaje, para cada grupo. 
AsÍ pues, para los furnadores continuos, el 1% murió de cáncer de pulmón 
entre los 45 y los 55 años de edad; un 4% más murió entre los 55 y los 

65 (lo que suma un riesgo acumulado del 5%), y un 11% murió entre 

los 65 y los 75 (con un riesgo acumulado del 16%). 


probabilidad de muerte dependiente de la edad en el cáncer de 
mama y cervical disminuye de forma marcada, mientras que Jas 
muertes debidas al cáncer de colon continúan incrementándose. 
¿Por qué el aumento de la probabilidad de muerte para el cáncer 
de mama y cervical en función de la edad disminuye después de 
los 50 años? 


20-8 Por analogía con los automóviles, los defectos en los ge- 
nes críticos para el cáncer están asociados a frenos deficientes 
y a aceleradores hiperactivos, provocados en algunos casos 
por fallos en los servicios debidos a mecánicos incompetentes. 
Utilizando esta analogía, decidir cómo los oncogenes, los genes 
supresores de tumores y los genes de mantenimiento de DNA se 
relacionan con renos rotos, aceleradores hiperactivos y mecá- 
nicos malos. Explicar los fundamentos de cada una de estas 
elecciones. 


20-929 — Larnortalidad debida al cáncer de pulmón se estudió en 
grupos de hombres en el Reino Unido durante un periodo de 50 
años. La Figuera P20-2 muestra el riesgo acusativo de muerte 
debido al cáncez de pulmón en función de la edad y de los hábitos 
de fumar, en cuatro grupos diferentes de hombres: los que nunca 
fumaron, los que pararon de fumar a los 30, los que dejaron de fiu- 
mar alos 50 y los que continuaron fumando. A partir de estos da- 
tos se constata claramente que lun individuo puede reducir 
sustancialmente el riesgo de morir a causa de cáncer de pulmón 
sí deja de fumar. ¿Cuál puede ser la base biológica para esta ob- 
servación? 


20-10 El diablo de Tasmania, un marsuplal carnívoro australia 
no, se ve amenazado con la extinción por la expansión de ina en- 
fermedad fatal en la que un tumor maligno oral-facial interfiere 
con la capacidad del animal para alímentarse. Parece claro que el 
cáncer pasa de alguna manera de un individuo a otro por las fre- 
cuentes luchas entre estos animales, en las cuales se muerden la 
cara y la boca. Para descubrir el origen del cáncer, se aíslan y se 
analizan tumores procedentes de 11 diablos capturados en regio— 
nes muy separadas. Como podría esperarse, los cariotipos de las 


células tumorales están muy relacionados con los del diablo sal- 
vaje (Figura P20-3). Sorprendentemente, los cariotipos de las 11 
muestras de tumor son muy parecidos. Además, uno de los día- 
blos de Tasmania tiene una inversión en el cromosoma 5 que no 
se encuentra en su tumor facial. ¿Por qué se supone que el cáncer 
se ha transmitido de un individuo a otro? ¿Es probable que apa- 
rezca corno consecuencia de una infección por un virus o un mi- 
croorganismo? Explicar de forma detallada el razonamiento 
efectuado. 


20-11 Ahora que la secuenciación del DNA es tan barata, fácil y 
rápida es posible rastrear todas las mutaciones en un conjunto de 
tumores humanos. Un proyecto de investigación se centra en el 
cáncer de mama y el cáncer colono-rectal puesto que son respon- 
sables del 14% de las muertes por cáncer. Para cada uno de los 11 
tumores de mama y de los 11 cánceres colono-rectales, se dise- 
ñan cebadores para amplificar 120.839 exones en 14.661 transcri- 
tos de 13.023 genes. Corno controles, se armplifican las mismas 
regiones a partir de muestras de DNA tomadas de dos individuos 
normales. Después de secuenciar los productos de PCR y utilizar 
un software analítico para comparar las 456 Mb de la secuencia 
tumoral con la secuencia del genoma humano publicada, se en- 
cuentran 816.988 mutaciones puntuales. Este dato representa 
más de 37.000 rnutaciones por tumar. Seguramente no puede ser 
cierto. 

Como el ordenador produce errores al nombrar las bases, se 
inspecciona visualmente cada lectura secuenciada y se excluyen 
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Figura P20-3 Cariotipos de las células de diablos de Tasrnania 

(Problema 20-10). (A) Diablo de Tasmania. (B) Cariotipo normal de un 
diablo de Tasmania. El cariotipo tiene 34 cromosomas, incluyendo XY,. 

(0) Cariotipo de células turnorales encontrado en cada uno de los 

12 tumores faciales estudiados. El cariotipo tiene 13 cromosomas, no dene 
cromoscornas sexuales, no tiene el par correspondiente al crornosorna 2, 
sólo tiene un crornosoma 6, tiene dos cromosomas 1 con deleciones en los 
brazos largos y cuatro cromosomas más con elevadas reorganizadio 
(PAIIAD. [De ADA. Pearse y E Sienft, Mature 439 
autorización de Macmillan Publishers Led) 
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353.378 cambios, lo que deja ima cantidad de 463.248 mutacio- 
nes o cerca de 21.000 mutaciones por tumor. Todavía demasiadas. 


A. ¿Es popsible sugerir al menos otras tres fuentes de mutacio- 
nes aparentes que no contribuirían al tumor? 


8. Después de aplicar diferentes criterios para filtrar cambios de 
secuencia irrelevantes, se observan un total de 1307 mutaciones 
en 22 cánceres colono-rectales y de mama, o aproximadamente 
59 mutaciones por tumor. ¿Cómo decidir cuáles de estos cambios 
de secuencia están relacionados con mutaciones de los tumores y 
cuáles son probablemente mutaciones “pasajeras” que se han. 
producido en los genes sin estar relacionadas con el cáncer (pero 
encontradas en los tumores porque se han producido en las rmis- 
mas células con mutaciones verdaderamente cancerosas)? 

C.  ¿Detectará la estrategia de secuenciación todos los posibles 


cambios genéticos que afectan a los genes diana en las células tu- 
morales? 
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20-12 La mayoría de los tratamientos antiturnorales están di- 
señados para eliminar a las células tumorales, normalmente 
provocando su apoptosis. Sia embargo, un cáncer específico la 
leucemia promielocítica aguda (APL)— ha sido tratada con éxito 
con el ácido todo-trans-retinoico, que induce la diferenciación de 
los promielocitos a neutrófilos, ¿Córmao ayudaría al paciente un 
cambio en el estado de diferenciación de las células numorales 
APL? 


20-13 Un objetivo importante de las terapias modernas antitu- 
morales es la identificación de moléculas pequeñas -fármacos 
anticancerosos- que puedan ser utilizadas para inhibir los pro- 
ductos de genes críticos para el cáncer. Siel objetivo es la búsqueda 
de tales moléculas, ¿la mejor opción es diseñar inhibidores de los 
productos de oncogenes, de los genes supresores tumorales o de 
los genes de mantenimiento del DNA? Explicar por qué se selec- 
cionaría (o no) cada tipo de gen. 
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La reproducción sexual: 
meiosis, células germinales 
y fecundación 


El sexo no es imprescindible para la reproducción. Los organismos unicelulares pueden re- 
producirse mediante una simple división mitótica y la mayoría de las plantas se propagan 
vegetativamente formando agregados pluricelulares que después se separan de la planta ma- 
dre. De manera semejante, en el mundo animal un solo individuo pluricelular de Hydra pue- 
de producir descendientes por gemación (Figura 21--1) y las anémonas y los gusanos marinos 
se dividen en dos mitades, cada una de las cuales regenera la mitad que falta. Así mismo, exis- 
ten algunas especies de lagartos, constituidas exclusivamente por hembras, que se reprodu- 
cen sin apareamiento. Esta reproducción asexual, que es sencilla y directa, da hugar auna 
descendencia que es idéntica en términos genéticos al organismo progenitor. Por el contra- 
rio, la reproducción sexual implica la mezcla de los genomas procedentes de dos individuos 
distintos produciendo descendientes que se diferencian genéticamente entre sí y también 
de los padres. Parece que la reproducción sexual presenta grandes ventajas, ya que ha 
sido adoptada por la gran mayoría de plantas y animales. Incluso muchos procariotas 
y eucariotas que por lo general se reproducen de manera asexual, de vez en cuando adoptan 
el intercambio genético, dando lugar así a descendencia con nuevas combinaciones de ge- 
nes, En este capítulo se describe la maquinaria celular de la reproducción sexual. Antes de 
estudiar con detalle córno funciona esta maauinaria, consideraremos lo que implica la re- 
procucción sexual y las ventajas que aporta, 


LA REPRODUCCIÓN SEXUAL 


La reproducción sexual tiene lugar en organismos diploides, en los que cada célula contie- 
ne dos juegos de cromosomas, heredados, respectivamente, de cada uno de los progenito- 
res. Sin embargo, las células especializadas que llevan a cabo la reproducción sexual, son 
haploides; cada una de ellas contiene tina sola dotación cromosómica. En la etapa final de la 
reproducción sexual, se fusionan dos céhulas haploides procedentes de dos individuos dis- 
tintos, se mezclan los dos genomas y se restablece el estado diploide. La reproducción sexual 
requiere, por lo tanto, un tipo especial de división celular denominado melosís, mediante 
el cual, a partir de células precursoras diploides se producen células germinales haploides, a 
diferencia de lo que ocuuxe en la mitosis normal de las células diploides. 

En la reproducción sexual de los organismos pluricelulares, las céhulas haploides pro- 
ducidas por meiosis se diferencian en garnetos ray especializados: oocito (1 óvulo), esper- 
matozoide, polen o esporas. En general, las hembras producen oocitos grandes e inmóviles, 
rilentras que los machos producen espermatozoides pequeños y móviles (Figuera 21--2). La 
fecundación consiste en la fusión de un espermatozoide y un oocito, ambos haploídes, para 
formar una cébula diploide (ua oocito maduro fecundado o zigoto) que contiene una nueva 
combinación de cromosomas. A partir del zigoto se forma un nuevo organismo pluricelular, 
mediante sucesivas mitosis seguidas por procesos de especialización celular, entre los que se 
inchuye la producción de los gametos (Figura 21-34). 


En los eucariotas superiores, la fase haploide es breve 


En la mayor parte de los organismos que se reproducen sexualmente, las células diploides 
proliferan por divisiones roltóticas, y las células haploides, formadas ruediante melosis, e pro- 
líferan. Algunos de los organisroos más sencillos, como las levaduras de sión, son ex- 
cepcionales en el sentido que son las cébulas haploides las que prollferan por mitosis y las 
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La reproducción sexual: 
meiosis, células germinales 
y fecundación 


El sexo no es imprescindible para la reproducción. Los organismos unicelulares pueden re- 
producirse mediante una simple división mitótica y la mayoría de las plantas se propagan 
vegetativamente formando agregados pluricelulares que después se separan de la planta ma- 
dre. De manera semejante, en el mundo animal un solo individuo pluricelular de Hydra pue- 
de producir descendientes por gemación (Figura 21--1) y las anémonas y los gusanos marinos 
se dividen en dos mitades, cada una de las cuales regenera la mitad que falta. Así mismo, exis- 
ten algunas especies de lagartos, constituidas exclusivamente por hembras, que se reprodu- 
cen sin apareamiento. Esta reproducción asexual, que es sencilla y directa, da hugar auna 
descendencia que es idéntica en términos genéticos al organismo progenitor. Por el contra- 
rio, la reproducción sexual implica la mezcla de los genomas procedentes de dos individuos 
distintos produciendo descendientes que se diferencian genéticamente entre sí y también 
de los padres. Parece que la reproducción sexual presenta grandes ventajas, ya que ha 
sido adoptada por la gran mayoría de plantas y animales. Incluso muchos procariotas 
y eucariotas que por lo general se reproducen de manera asexual, de vez en cuando adoptan 
el intercambio genético, dando lugar así a descendencia con nuevas combinaciones de ge- 
nes, En este capítulo se describe la maquinaria celular de la reproducción sexual. Antes de 
estudiar con detalle córno funciona esta maauinaria, consideraremos lo que implica la re- 
procucción sexual y las ventajas que aporta, 


LA REPRODUCCIÓN SEXUAL 


La reproducción sexual tiene lugar en organismos diploides, en los que cada célula contie- 
ne dos juegos de cromosomas, heredados, respectivamente, de cada uno de los progenito- 
res. Sin embargo, las células especializadas que llevan a cabo la reproducción sexual, son 
haploides; cada una de ellas contiene tina sola dotación cromosómica. En la etapa final de la 
reproducción sexual, se fusionan dos céhulas haploides procedentes de dos individuos dis- 
tintos, se mezclan los dos genomas y se restablece el estado diploide. La reproducción sexual 
requiere, por lo tanto, un tipo especial de división celular denominado melosís, mediante 
el cual, a partir de células precursoras diploides se producen células germinales haploides, a 
diferencia de lo que ocuuxe en la mitosis normal de las células diploides. 

En la reproducción sexual de los organismos pluricelulares, las céhulas haploides pro- 
ducidas por meiosis se diferencian en garnetos ray especializados: oocito (1 óvulo), esper- 
matozoide, polen o esporas. En general, las hembras producen oocitos grandes e inmóviles, 
rilentras que los machos producen espermatozoides pequeños y móviles (Figuera 21--2). La 
fecundación consiste en la fusión de un espermatozoide y un oocito, ambos haploídes, para 
formar una cébula diploide (ua oocito maduro fecundado o zigoto) que contiene una nueva 
combinación de cromosomas. A partir del zigoto se forma un nuevo organismo pluricelular, 
mediante sucesivas mitosis seguidas por procesos de especialización celular, entre los que se 
inchuye la producción de los gametos (Figura 21-34). 


En los eucariotas superiores, la fase haploide es breve 


En la mayor parte de los organismos que se reproducen sexualmente, las células diploides 
proliferan por divisiones roltóticas, y las células haploides, formadas ruediante melosis, e pro- 
líferan. Algunos de los organisroos más sencillos, como las levaduras de sión, son ex- 
cepcionales en el sentido que son las cébulas haploides las que prollferan por mitosis y las 
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células diploides formadas por la fusión de células haploides entran de forma directa en 
meiosis dando lugar a nuevas células haploides (Figura 21-3B). En. las plantas se da una si- 
tuación menos extrema, debido a que se producen divisiones mitóticas tanto en la fase ha- 
ploide como en la diploide. Sin embargo en la mayor parte de las plantas primitivas, como 
musgos y helechos, la fase haploide es muy breve y sencilla, mientras que la fase diploide 
abarca un periodo largo del desarrollo y de la proliferación celular. 

En la mayoría de los animales pluricelulares, incluidos los vertebrados, sólo proliferan 
las células diploides: los gametos haploides tienen una existencia corta, no se dividen y están 
completamente especializados para realizar la fusión sexual. En estos organismos se esta- 


(A) organismos diploides (B) organismos haploides 
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Figura 2 1-2 Electromicrografía de 

barrido de un oocito con numerosos 
espermatozoides humanos adheridos 

asu superficie, El vocita está inmóvil, pero 
los espermatozoides presentan tuna gran 
movilidad. Como se describirá más adelante, 
a pesar de que se hayan adherido muchos 
espermatozoides al vocito, sólo una lo 
fecundará. (Cortesía de D. Phillips/ Biblioteca 
de Photo Science.) 


Figura 21-3 Células haploidés y diploides 
en el ciclo vital de algunos eucariotas 
sencillas y eucariotas complejos. 

(4) Las células haploides se representan en 
rojo y Sas diploides en azul. Normalmente, las 
células de la mayoría de animales y plantas 
proliferan durante la fase diploide, formando 
un organismo pluricelulas; sólo los gametos 
(oocitos y espermatozoides en los animales) 
son haploides, los cuales se fusionan en la 
fecundación dando lugar a un zigoto 
diploide, a partir del cual se desarrolla un 
nuevo individuo Los gametos se forman en 
las gónadas a partír de las células diploides 
de la línea germinal (gris); todas las demás 
células son células sornáticas. (8) En cambia, 
en algunos organismos eucariotas sencillos, 
como las levaduras de fisión y el alga verde 
Chlamydomornas, son las células haploides 
las que proliferan, de forma que la única 
céiula diploide es el zigoto que subsiste 
tvansitonamente después de la fecundación, 


y 
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blece una clara distinción entre las células de la Hínea germinal (o células germinales) que 
incluyen los gametos y sus células precursoras específicas diploides y las células somáticas, 
que forman el resto del organismo y que mueren sin dejar descendencia. (Figura 21-34) En 
cierto sentido, las células sornáticas solamente existen para ayudar a las-células de la línea 
geraúnal a sobrevivir, desarrollarse y transmitiz su DNA a la generación siguiente. 


La melosis genera diversidad genética 


Los organismos que se reproducen sexualmente heredan dos juegos de cromosomas, uno 
de cada progenitor. Cada juego contiene los autosomas, que son comunes para 1odos los 
miembros de la especie, y los cromosomas sexuales, que se encuentran disuibuidos de forma 
distinta según el sexo del individuo. Por consiguiente, cada núcleo diploide contiene dos ver- 
siones muy similares de cada autosorna, más un juego de cromosomas sexuales propios del 
sexo del individuo. Las dos copias de cada autosorma, una procedente de la madre la otra del 
padre, se denominan cromosomas homólogos, o simplemente homólogos, y en la mayoría 
de células se mantienen de forma separada como cromosomas independientes. Sin embargo, 
durante la meiosis cada cromosoma puede comunicarse con su par homólogo mediante 
apareamiento físico y experimentar la recombinación genética. Esta comunicación es esen- 
cial para que los homólogos se segreguen correctamente a cada una de las dos células hijas, 
durante la meiosis. 

La principal característica de la meiosís es que a partir de dos células haploides forma- 
das en el organismo, se generan células haploides genéticamente diferentes unas de otras. 
Las diferencias genéticas se producen por dos mecanismos. En primer hugar, cada uno de 
los gametos contiene la versión materna o paterna de cada cromosoma; debido a que la 
elección materna o paterna tiene lugar de forma independiente y al azar para cada par de 
homólogos, los cromosomas originales maternos y paternos se reorganizan formando nue- 
vas combinaciones en las células haploides. En segundo lugar, aunque las versiones mater- 
na y paterna de cada cromosoma tienen secuencias de DNA similares, pero no idénticas, y 
han experimentado recombinación genética durante la meiosis -proceso denorninado en- 
trecruzamiento (descrito en el Capítulo 5)-, se producen versiones nuevas híbridas de cada 
cromosoma; de modo que cada cromosoma de un gameto contiene una única mezcla de 
información genética procedente de ambos progenitores. Estos dos mecanismos serán es- 
tudiados en profundidad más adelante (Figura 21-13). 


La reproducción sexual proporciona a los organismos 
una ventaja competitiva 


La maquinaría de la reproducción sexual es complicada y los recursos que se le dedican son 
importantes (Figura 21-4) ¿Por qué se desarrolló y qué beneficios aporta? Los individuos 
que se reproducen sexualmente presentan una descendencia variada, cuyos genotipos llenen 
tantas probabilidades de representar un cambio para mejorar como para empeorar. Por 


lo tanto, ¿por qué estos individuos deben tener ima ventaja competitiva frente a los que | 


nornelmente se reproducen por un proceso asexmal? Este problema continúa dejando per- 
plejos a los biólogos evolucionistas. 

Una ventaja de la reproducción sexual parece ser la reorganización de los genes, que 
ayuda a las especies a sobrevivir en un medio ambiente que cambia de modo inoprevisible. 
Siumnos progenitores producen muchos descendientes con una amplia variedad de combi- 
naciones genéticas, aumenta la probabilidad de que como mínimo uno de sus descendien- 
tes tenga la combinación de caracteres necesarios para sobrevivir a los carnbios del medio. 
En efecto, una población de levaduras de germación manipuladas genéticamente de mane- 
ra que no se produzcan recombinaciones durante la meiosis y, porlo tanto, no se pueden re- 
producir sexualmente, se adapta mucho menos en un mismo periodo de tiempo a las 
condiciones adversas del medio que una población salvaje que se reproduce sexualmente. 

Otra ventaja de la reproducción sexual parece ser que permite eliminar genes perjudi- 
ciales de una población: por lo general las hernbras se aparean con el macho más adecuado, 
de modo que el macho menos conveniente no engendra descendencia y sólo es uma especie de 
contenedor de basura genética. Esta rigurosa selección de los machos significa que los genes 
“buenos” se transoviten mientras que los genes “malos” se pierden. El resultado es que los in- 
dividuos de la poblac 
mejores competene 
de formaa asexual 
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Figura 21-4 Un pavo real desplegando 
su vistosa cola. El exagerado plumaje 
tiene la finalidad de atraer a las hernbras para 


la reproducr 


y sexual, Este pkemaje se 

ha desarrollado para que sólo los machos 
rrás adecuados y más atracú a 
descendenda. (Cortesia de Cyril Laubscher) 


LA 
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Cualquiera que sean las ventajas de la reproducción sexual, sorprende que casi todos 
los organismos complejos actuales han evolucionado tras generaciones de reproducción se- 
xual y no de reproducción asexual Los organismos asexuados, aunque muy abundantes, 
han permanecido comparativamente sencillos y primitivos. 

Vamos a examinar ahora con detalle los mecanismos de la reproducción sexual, co- 
menzando con los procesos de la mejosis. Centrarernos nuestro estudio en los marniferos. 
De qué forma las células diploides de la línea germinal dan lugar a los gametos y cómo se 
determina el sexo en un mamífero. Más adelante se considerarán los gametos en sí mismos. 
Por último describiremos cómo es el proceso de la fecundación, en el que los dos gametos se 
fusionan formando un nuevo organismo diploide. 


Resumen 


El cielo de la reproducción sexual comprende una alternancia de estados haploide y diploide: las 
células diploides se dividen por meiosis formando células haploides, y las células haploides proce- 
dentes de dos individuos distintos, se fusionan de dos en dos formando un zigoto diploide. En este 
proceso, los genomas se mezclan y se recombinan dando lugar a individuos con nuevas combina- 
ciones genéticas, En la mayoría de los eucariotas superiores, las células diploides proliferan median- 
te mitosis y sólo una pequeña proporción de ellas (las células de la línea germinal) experimentan 
meiosis produciendo células haploides; las células haploides se transforman en gametos —células es- 
pecializadas para la reproducción sexual- de coria existencia y que no se dividen. La reproducción 
sexual es ventajosa porque aderiás de prodiscir individuos cor combinaciones genéticas nuevas, 
algunas de las cuales podrán sobrevivir y procrear en condiciones ambiensales imprevisibles, pro- 
porciona una vía eficaz para eliminar mutaciones perjudiciales para la población. 
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La constatación de que los gametos son células haploides se obtuvo a partir de una obser- 
vación que también fue la primera en sugerir que los cromosomas son los portadores de la 
información genética. En 1883, se descubrió, estudiando gusanos, que tanto el núcleo de un 
cocito no fecundado como el de un espermatozoide tienen dos cromosomas, mientras que 
el huevo fecundado (zigoto) tiene cuatro. Esto llevó a la teoría cromosómica de la herencia la 
cual permite explicar la antigua paradoja de que las contribuciones materna y paterna a la 
naturaleza de la progenie son aparentemente iguales, a pesar de la enorme diferencia de ta- 
maño entre el oocito y el espermatozoide (véase Figura 21-2). 

Este descubrimiento implica también que las células germinales se forman según un tipo 
especial de división nuclear en la cual los cromosomas se dividen exactamente por la mitad. 
En los anirnales, este tipo de división llamada meiosis-palabra de origen griego que signifi- 
ca disminución o reducción se inicia en las células diploides de la línea germinal dentro de 
los ovarios o delos testículos. Podría parecer como si la meiosis se tratase de una simple mo- 
dificación de la mitosis en la que se omitiese la síntesis de DNA (fase S), de forma que una 
sola división celular produjera dos células haploides. La meiosis es mucho más compleja 
que esto e implica dos divisiones celulares, pero sólo una ronda de síntesis de DINA. No fue 
hasta el inicio de la década de 1230 que, gracias a minuciosos trabajos citológicos y genét- 
cos, se pudieron establecer las características básicas de la meiosis. Estudios más recientes 
en el campo de la biología molecular y de la genética, han permitido identificar varias pro- 
teínas específicas de la meiosis, responsables del distinto cormportamiento de los cromoso- 
mas en comparación con los cromosomas mitóticos y de la recombinación genética, dos de 
los procesos que tienen lugar durante la meiosis. Veremos que los pasos de la recombinación 
son importantes, no sólo por la mezcla genética sino también para la correcta segregación 
cromosómica durante la rmejosis. 


Los gametos son el resultado de dos divisiones meilóticas 


Los mecarúsmmos moleculares y los sistemas de control de la meiosis son, en su mayor parte, los 
mismos que achían en la mitosis normal. No obstante, este capítulo se centrará en las ca- 
racterísticas especiales de la meiosis que la distinguen de la mitosis. Al iniciarse la meiosis, lo 
mismo que en la mitosis, los cromosomas han replicado su DNA (en la fase S de la meiosis) 
y las dos copias están estrechamente unidas entre ellas por los complejos de cohesinas a lo 
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largo de toda su longitud (véase Figura 17-24) constituyendo las Harmadas cxromátidas her- 
ianas. Sin embargo, a diferencia de la mitosis, la meiosis da lugar a gametos con 
la mitad de cromosomas que sus células precursoras diploides. Este hecho se consigue me- 
diante la modificación del prograraa roltótico, ya que a una Única ronda de replicación de 
DNA le siguen dos rondas sucesivas de segregación cromosómica (Figura 21-54). Cabe re- 
cordar que en la mitosis (tratada en el Capítulo 17), los crormosoraas duplicados se alinean al 
azar enel ecuador del huso mitótico y que las crorátidas hermanas son arrastradas y SegIre- 
gadas a las dos células hijas, de manera que cada célula bija heredan juego diploide com- 
pleto de cromosomas y es genéticamente idéntica a la célula madre (Figura 21-5B). Por el 
contrario, enla primera división de la relosis (retosis D, los homólogos duplicados pater- 
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Figura 21-5 Comparación 
entre la mitosis y la mejosis 
celular. Para una mejor 
comprensión, solamente 

se representa un par de 
cromosomas homólogos 

íu homólogos). (A) Durante 
la metosis, después de la 
replicación del DMA, son 
necesarias dos divisiones 
nucleares (y celulares) 

para producir gametos 
haploides. En la melosis l, 
los homólogos duplicados, 
constítuidos por las 
cromátidas hermanas 
estrechamente unidas, 

se aparean y 5e segregan 

a distintas células hijas; 
solamente en la melosis 1 
se separan las cromátidas 
hermanas. Tal coma indica 
la representación de los 
cromosomas, que son 
parcialmente rojos y 
parcialmente grises, el 
apareamiento de los 
homálogos de lugar a la 
recombinación genéñca 
lentrecruzarmento) durante 
la melosis |, como se explica 
més adelante. Cada célula 
diploide que entra en 
meiosis produce cuatro 
células hapioides 
genéticamente distintas, 
<AGTG> (8) En la mitosis en 
cambio, los homólogos no 
se aparean y las cromátidas 
hermanas se separan durante 
una sola división, De esta 
manera, cada célula diploide 
que se divide por mitosis 
da lugar a dos células hijas 
diplaídes idénticas en 
términos genéticos. 


1274 Capitulo 21: La reproducción sexual: melosis, células germinales y fecundación 


no y matemne (incluidos los dos cromosomas sexuales replicados) se sitían uno al lado del Aa cenas 
] ] ei A 3 A E: eno 

otro en toda su longitid e intercambian loformación genética mediante la recombinación ge-  replicado  replicado 

nética. Entonces se alinean en el ecuador del huso meióbico, después de lo cual los hoxaó- Sá 


logos duplicados son arrastrados y segregados a las dos células hijas, en lugar de las cromá- 
tidas hermanas. Sólo en la segunda división de la meiosis (meiosis 1), que tiene hagar sin re- 
plicación de DNA, las cromáridas hermanas son arrastradas y segregadas produciendo 
células hijas haploides. De esta manera, cada célula diploide que entra en melosis produce 
cuatro células haploides, cada una de las cuales hereda una copia materna o una copla pa- 
terna de cada cromosoma, pero no las dos (véase Figura 215 A). 


cromátidas 


Los cromosemas homólogos duplicados (y los 
hermanas 


cromosomas sexuales) se aparean durante 
la profase l temprana 


En la mitosis de la mayoría de organismos, los cromosomas homólogos se comportan de 


E B) 
A e a É do le Ú ' 
forma independiente unos de otros. Sin embargo, durante la meiosis 1, es hindamental que los BNIEDES quiasma 
homólogos se reconozcan uno a otro y se asocien físicamente para que los homólogos pa- 

termo y materno experimenten la recombinación genética y se segreguen a las distintas cé- Figura 21-6 Alineación de los homólogos 


y entrecruzamiento. (A) La estructura 
formada por dos cromosomas homólogos 
estrechamente alineadas se denornina 

un bivajente, igual que en la mitosis, las 


lulas hijas en la anafase l, Mecanismos especiales intervienen en estas íntimas interacciones 
entre los cromosomas homólogos. 
La progresiva yuxtaposición de los homólogos tiene lugar durante una profase meiótica 


muy larga (profase D), que puede durar horas en las levaduras, días en los ratones y semanas cromátidas hermanas de cada homólogo 

en las plantas superiores. Corno en la mitosis, los cromosomas duplicados de la profase están estrechamente conectadas en toda 
melótica aparecen al inicio como estructuras filamentosas, en las que las cromátidas her- su longitud, así como en los centrámeros. 
manas están tan estrechamente unidas entre sí que parecen una sola, Es durante la profase En este estadio, por lo general los homólogos 
I temprana que los homólogos empiezan a asociarse longitudinalmente en un proceso que están nidos entre sí por un complejo 

se denomina apareamiento, en algunos organismos se produce, en principio, mediante inte- proteico denominado complejo sinaptinémico 


(no representado; véase Figura 2 1-9), 

(B) Bivalente en un estadio más avanzado en 
el que se ha producido in entrecruzamiento 
entre dos cromátidas no hermanas, Sólo 
cuando el complejo sinaptinémico se 


racciones entre secuencias de DNA complementario (amadas zonas de aparearniento) de 
los homólogos; en la mayoría de Organismos, el apareamiento estable requiere la recora- * 
binación genética entre los dos hornólogos. Durante la progresión de la profase 1, la yuxta- 
posición de los homólogos se vuelve más estrecha y forma una eseuctura de cuatro 


cromátidas o bivalenie (Figura 21-64). Como se verá más adelante, la recombinación ge- desorganiza y los pares de homólogos se 
nética empieza durante el apareamiento en la profase lteraprana, con la rotura programada separan un poco, al final de la profase l, 
de la doble hebra del DNA de las cromátidas; algunos de estos procesos de recornbinación el entrecruzamiento se ve como tuna fina 
se resolverán más tarde en entrecruzamientos, en los que un fragmento de una cromátida conexión entre los hamólogos llamada 
materna se intercambia con un fregrnento correspondiente de la cromárúda paterna homó- quiasia, como aparece en la irmmagen. 


loga (Figura 21-6B; véase también la Figura 5-64). 

El apareamiento de los homélogos requiere movimientos de los cromosomas, pero se 
desconoce qué es lo que guía estos rovimientos. Durante la profase 1, los cromosomas du- 
plicados experimentan una importante redistribución dentro del núcleo. Sus extremos los 
ielómeros) están estrechamente unidos a la superficie interna de la envoltura nuclear 


$ 
ersarse otra vez figura 21D. El mecanismo y la función de estas redistribuciones se 
]9sconocen, aunque se cree que hacen que la profase 1 sea imás rápida y eficiente, Una posi 


Figura 21--7 Reordenación de los telómeros 
durante la profase en pocitos bovines, 
Elnódeo está teñido en azul y los telórneros 
en rojo, Durante la profase l, los telómeros 
se adhieren a la superficie interna de la 
envoltura nuclear Al principio, están 
dispersos portode la eryvoltura nuclear 
ino se observa), Después, $e unen 
eskechamente a una región de la 
envoltura (4d; al legar al final de 
fa profase |, se dispersan de nuevo (BL. 

> Dev. Biol, 255: 206-215, 
on la sinorizadión de Elsevier) 
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bilidad es evitar que durante la profase 1 los cromosomas se enreden entre sí, En las 
levaduras de Bisión es necesario que los telómeros estén estrechamente adheridos para que 
los homólogos se apareen y se entrecrucen, En otros organismos este hecho ocurre después 
de que se haya producido el apareamiento. 

Heros descrito el apareamiento de los autosomas hornólogos durante la profase I, pero 
¿qué sucede con los cromosomas sexuales? El hecho es que este proceso varía según los or- 
ganismos. Las hernbras de los mamiferos tienen dos cromosomas X, los cuales se aparean y 
segregan igual que los demás homólogos. Pero los machos tienen un cromosoma X y un cro- 
mosoma Y Áunque estos cromosomas no son homólogos, también tienen que aparearse y 
experimentar entrecruzamiento durante la profese para segregarse con normalidad en la 
anafase 1, Aparearniento, entrecruzamiento y segregación son posibles porque existe una pe- 
queña región de homología entre uno o ambos extremos de los cromosomas X e Y Los dos 
cromosomas se aparean y se entrecruzan en esta región durante la profase 1, asegurando 
que cada espermatozoide recibe un cromosoma Y o un cromosoma X y no los dos o ningu- 
no de los dos. De este modo, normalmente se producen dos tipos de espermatozoides: los 
que contienen un cromosoma Y, los cuales originarán embriones macho, y los que contie- 
nen un cromosorna X, que originarán embriones hembra. 


El apareamiento de los cromosomas homólogos culmina 
con la formación del complejo sinaptinémico 


El apareamiento de los homólogos se produce en una estrecha yuxtaposición de sus ejes 
estructurales (ejes internos) separados unos 400 run, mediante un mecanismo que en la ma- 
yoría de especies depende de la rotura programada de la doble hebra del DNA de las cro- 
mátidas hermanas. ¿Qué es lo que atrae a los dos ejes? Una posibilidad es que la gran 
maquinaria proteica, llamada complejo de la recombinación, se ensamble sobre una rotura 
de la doble hebra de una cromátida, se una a la secuencia de DINA similar del homólogo más 
próximo y facilite su enrollamiento con él, Es el llamado alineamiento presináptico de Jos 
homólogos, seguido por la sinapsis, en la cual el eje interno de un homólogo sewne Íntima- 
mente al eje interno de su pareja médiante un conjunto comprimido y ordenado de filamen- 
tos iransversos formando un complejo sinaptinémico: se trata de puentes que determinan 
ahora una distancia de sólo 100 nm entre los homólogos (Figura 21--8). Aunque el entrecru- 
zamiento empieza antes de que se organice el complejo sinapunémico, el último paso se 
produce mientras el DNA pennanece unido al complejo (véase Capítulo 5). 

Los cambios morfológicos que ocurren durante el apareamiento de los cromosomas 
meilóticos permiten dividir la profase l en cinco estadios consecutivos: leptoteno, zigoteno, 
paquiteno, diploteno y diacinesis. Como se muestra en la Figura 21-49, la profase l empieza 
con el leptoteno, cuando los homálogos se condensan y se aparean y comienza la recombi- 
nación genética. En el zígoteno, el coroplejo sinaptinémico empieza a ensarmblarse en regio- 
nes localizadas a lo largo de los homólogos; se inicia en los lugares donde los homólogos 
están estrechamente asociados y se han producido procesos de recombinación. En el pa- 
quiteno, se completa el ensamblaje y los homólogos se encueritcan en sinapsis en toda su 
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de las cohesidas 
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Figura 21-2 Esquema simplificado 

de un cormplejo sinaptinémico, Antes de 
que se forme el complejo sinaptinémico, 

los cormplejos de recombinación se unen en 
los puntos de rotura dela doble hebra del 
DMA de las cromátidas heemanas y catalizan 
los entrecnazamientos entre los bucles de 

las romátidas no hermanas desde los lados 
opuestos del complejo (no mostrado en el 
dibujo). (Modiicación a partir de K. Masrnyth, 
Anna, Rel Genet 33073745, 2091, 
la autorización de Annual Reviews) 
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longitud, El estadio de paquiteno puede durar varios días o más, hasta que la desinapsis ern- 
pieza en el diploreno con el desensamblaje del complejo sinaptinémico y la consiguiente 
condensación y acortamiento de los cromosornas. Únicarnente en este estadio, después de 
que los complejos se hayan desorganizado, se pueden ver cada uno de los entrecruzamien- 
tos entre cromátidas no hermanas como conexiones interhomólogas que se denominan 
quiasmas, los cuales desempeñan un papel fundamental manteniendo unidos los 
homólogos compactados (Figura 21-10). En este momento, los homólogos están a punto 
para iniciar la segregación. La profase l acaba con la diacinesis, el estado de transición hacia 
la metafase L 

En algunas especies de levaduras, gusanos, mostas y mamiferos se han identificado las 
proteínas que forman los puentes de filamentos transversos entre los ejes internos de los ho- 
mólogos. Se trata de homodímeros que interactúan entre sí a través de la hendidura de 100 nm 
que separa los homólogos, como se muestra en la Figura 21-11. En la mayoría de eucariotas, 
estas proteínas son muy importantes para que se produzcan los entrecruzamientos, de ma- 
nera que no se producen entrecruzamientos en mutantes que no las tienen. Los principales 
componentes del eje interno de cada homólogo son los complejos de cohesinas que en- 
samblan el DNA durante la fase S y unen las cromátidas hermanas entre sí durante la meio- 
sis (Figura 21-48). Algunas subunidades de las cohesinas que actúan en la meiosis son las 
mismas que actúan en la mitosis, mientras que otras son específicas de la meiosis. Ambos 
complejos, los entrecruzadores y las cohesinas, tienen un papel crucial en la segregación 
delos hornólogos durante la primera división meiótica (meiosis 1), como se explicará a con- 
tinmación. 


Figura 21-10 Bivalente con tres quiasmas resultado de tres entrecnizamientos. 
(A) Microfotograña de un bivalente de saltamontes. (B) Dibujo que muestra la 
disposición de los entrecruzamientos en (A). La cromátida 1 ha experimentado un 
intercambio con la cromátida 3, y la cromátida 2 con las cromátidas 3 y 4, Se observa 
cómo la combinadón de los quiasmas y de las uniones estrechas de los brazos de 
las cromátidas hermanas de cada uno [mediadas por los complejos de cohesinas) 
mantienen los dos homólogos juntos después del desensambiaje de los complejos 
sinaptinémicos; si fallan los quiasmas o la adhesión de las cromátidas hermanas, los 
homólogos se separaran en este estadio y no se segregarán correctamente cuando 
la célula se divida al final de la rmetosis 1 (A, cortesía de Bernard John.) 


Figura 21-9 Sinapsis y desinapsis de los 
cromosomas homólogos durante los 
diferentes estadios dae la profase meiótica l. 
(A) Esquema de un sólo bivalente. En el 
leptoteno, las dos crornátidas hermanas están 
condensadas y los bucles de cromatina de 
ambas se extienden a partir de un eje interno 
común. El complejo sinaptinémico empieza 

a ensamblarse en el zigoteneo temprano. 

El ensamblaje continúa durante todo el 
zigoteno y se completa en el paquiteno. 

El complejo se desorganiza en el diploteno. 
(8) Hlectromicrografía de un complejo 
sinaptinémico de una célula meiótica de una 
flor de lirio, en paquiteno. (C y Dj Micrografía 
de inmunofluorescericia de células del hongo 
Sordaria, en profase L En C, se ve la sinapsis 
parcial de los bivalentes en zigoteno y en D, la 
sinapsis completa. Las puntas de flecha rojas 
eníG) indican los puntos donde la sinapsis es 
incompleta. (B, cortesía de Brian Wells; C y D 
de A. Storlazzi et al, Genes Dev,17: 2675-2687, 
2093. Con la autorización de Cold Spring 
Harbor Laboratory Press.) 
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La segregación de los cromosomas homólogos en la melosis 
depende de proteínas asociadas al cinetocoro 


Una de las diferencias fundamentales entre la meiosis ly la mitosis (y la meiosis 1) es queen 
la meiosis 1 los homólogos se separan antes de que se produzca la segregación de las cromá- 
tidas hermanas en las dos células hijas (Figura 21-5). Esta diferencia depende de tres carac- 
terísticas de la meiosis 1 que la distinguen de la mitosis (Figura 21-12). En primer lugaz, los 
cinetocoros (complejos proteicos asociados a los centrómeros; tratado en los Capítulos 4 y 17), 
de las des cromátidas hermanas de un homólogo se unen a los microtúbulos que emergen del 
mismo polo del huso meiótico 1 y, en consecuencia, se segregan juntos a cada célula hija 
durante la anafase 1; por el contrario, en la mitosis (y meiosis ID, los cinetocoros de las dos 
crormmátidas hermanas de un cromosoma se unen a los polos opuestos del huso y se segregan 
en dos células hijas distintas durante la anafase. En segundo lugar, se mantiene una unión 
física ruy estrecha entre los homólogos que resiste las fuerzas de arrastre del huso meió- 
tico I mientras que los bivalentes se alinean en el ecuador del huso y los homólogos se sepa- 
ran en la anafase 1. Los quiasmas formados entre las cromátidas no hermanas y la cohesión 
entre los brazos de las cromátidas hermanas ayudan a mantener los homólogos unidos 
(Figura 21-10). En tercer lugar, los brazos de las cromátidas hermanas se separan en la ana- 
fase 1, finalizando los quiíasmmas y permitiendo la separación de los homólogos en toda su 
longitud, pero las cromátidas hermanas se mantienen unidas en la región de los centróme- 
ros hasta la anafase UU y, por consiguiente, no se separan en la anafase L 

: Los cromosomas de la rneiosis Í, transferidos a un huso meiótico ll mediante experi- 
mentos de micromanipulación, hincionan como si estuvieran en meiosis 1, lo cual indica 
que el comportamiento especial de los cromosornas de la meiosis 1 viene determinado por 
ellos mismos y no por el huso u otros factores citoplasmáticos. Varias proteínas meióticas 
específicas asociadas a los cromosomas de la roeiosis 1 explican este comportamiento espe- 
cia), aunque funcionan juntamente con proteínas no específicas de la meiosis que intervienen 
tanto en la mitosis como en la mejosis. Los complejos proteicos específicos de la meiosis se 
unen alos dos cinetocoros de cada hornólogo replicado y aseguran que las dos cromátidas 
hermanas capturen los microtúbulos que emergen de un sólo polo del huso. Otras proteínas 
(denominadas shugoshinas) asociadas a los cinetocoros determinan que los cinetocoros 


hermanos no se separen en la anafase 1, cuando la eozima proteolítica separasa [véase Ca- 


pítulo 17) ronape los coraplejos de cohesinas que mantienen unidos los brazos de las cromá- 
idas hermanas. Las shugoshinas protegen los complejos de cohesinas en los centrómeros 
mediante el reclutamiento de una proteína fosfatasa específica de éstos; la fosfatasa evita la 
fosforilación de los complejos de cohesinas lo cual es indispensable para que la separasa 
actúe fragmentándolos. De esta manera, en la anafase llos brazos de las cromátidas se 
separan pero los centrómeros no. Las cromátidas hermanas sólo se separan cuando la se- 


V2A77 


Figura 21-11 Modelo molecular 

que representa cómo los hlamentos 
transversales pueden estar formados 

por un solo tipo de proteina, (A) Dibujo 

de una cadena de polipéptidos donde se 
muestran los dominios terminales globulares 
M y €, conectados por una región enrollada. 
(8) En este caso se propone que la proteína 
forma homodimeros que interactúan en 
una hendidura de 100 nm que separa los 
ejes internos de los dos hornólogos. 
(Adaptado de S.L. Page y R.S, Hawley, 
Science 301: 785-789, 2003. Con la 
autorización de AAAS.) 
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Figura 21-12 Comparación del comportamiento de los cromosomas en la meiosis i, la melosis " y la mitosis. Los cromosomas se comportan j 

de manera similar en la mitosis y en la meiosis ll, pero de forma muy diferente en la meiosis 1 (A) En la meiosis l, los dos cinetocoros hermanos se localizan 
uno al lado del otro en los centrómeros hermanos de cada homólogo y sujetan los microtúbulos que emergen del mismo pola del huso. La proteolisis de 
tos complejos de cohesinas a lo largo de los brazos de las cromátidas hermanas despega los brazos y determina los entrecruzamientos, permitiendo 

que los homólogos duplicados se separen en la anafase |, mientras que los complejos residuales de cohesinas mantienen Jos centrómeros hermanos unidos. 
La destrucción proteolítica de los complejos residuales de cohesinas de los centrámeras permite la separación de las cromátidas hermanas en la anafase il. 
(8) Por el contrario, en la mitosis, los dos cinetocoros hermanos sujetan los microtúbulos que emergen de distintos polos del huso; las cromátidas hermanas 
se separan al comenzar la anafase y se segregan hacia las dos células hijas (tratado en el Capítulo 17). 


parasa rompe los complejos de cohesinas remanentes en los centrómeros en la anafase Y 
(Figura 21-32 A), y las shugoshinas han desaparecido, 

A diferencia de la meiosis 1, la meiosis U dura poco tíermpo y se parece mucho a una 
división mitótica, aunque tiene lagar sin la replicación del DINA. La profase ll es corta: se de- 
sorganiza la envoltura nuclear y se forma un huso nuevo, después de lo cual se suceden 
rápidamente, la metafase IL, la añafase 1 y la telofase TL Una vez se ha formado la envoltura 
nuclear alrededor de los cuatro núcleos diploides producidos en la telofase ll, tiene lugar la 
citocinesis y concluye la meiosis. 


Armenudo la meiosis no funciona correctamente 


La clasificación de los cromosomas que tiene higar durante la meiosis significa un gran es- 
fuerzo de contabilidad intracelular. En cada meiosis humana se requiere que la célula con- 
trole 92 cromátidas (46 cromosomas duplicados), distribuyendo un juego completo de cada 
tipo de cromosomas a cada una de las cuatro células hijas resultantes. No sorprende que du- 
rante un proceso tan complejo puedan ocurrir errores en la distibución de los cromosomas. 
Los errores son frecuentes, en general, en la meiosis de los oocitos humanos que se detienen 
después del diploteno y permanecen así durante años, la meiosis 1 acaba con la ovulación y la 
zpeiosis U sólo se completa si el vocito es fecundado. En efecto los exrores enla segregación de 
los cromosomas durante el desarzoilo de los cocitos son las causas más comunes en huma- 
pos tanto de abortos espontáneos como problemas de discapacidades mentales. 


MEIOSIS 


Cuando los homólogos no se separan correctamente un fenómeno denominado no 
disyunción-, el resultado es que alguno de los gametos haploides producido pierde un de- 
terminado cromosoma, mientras que otro tiene más de una copia de éste. (Las células con 
un mámero anormal de cromosornas se laman aneuploides, mientras que las que tienen un 
número correcto son euploides.) Después de la fecundación, los gametos aneuploides forman 
embriones anormales, la mayoría de los cuales mueren. Sin embargo, algunos sobreviven: 
par ejemplo, el síndrome de Down humano, que es la primera causa de discapacidad mental, 
se debe a la presencia de una copia extra del cromosoma 21, consecuencia de la no disyun- 
ción durante la meiosis len el ovario. Los errores en la segregación durante la meiosis l au- 
raentan con la edad de la madre. E 

A pesar de los fallos, la mayoría de los eucariotas utiliza la meiosis, al menos de forma 
intermitente, para mezclar su información genética antes de transmitirla a la generación 
siguiente. Los entrecruzamientos contribuyen en gran manera a este proceso de mezcla ge- 
nética, como vamos a ver a continuación. 


Los entrecruzamientos aumentan la redistribución genética 


A menos que se trate de mellizos idénticos, que se han desarrollado a partir de un único zi- 
goto, los descendientes de unos mismos padres nunca son genéticamente iguales. Como 
hemos indicado, este fenómeno se debe a que mucho antes de la fusión de los dos gametos 
se han producido dos tipos de redistribuciones genéticas en la meiosis 1, durante el proceso 
de la formación de los gametos: la distribución aleatoria de los homólogos maternos y pa- 
ternos y los entrecruzamientos. La distribución al azar de los homólogos maternos y paternos 
(Figura 21-134) podría, en principio, producir 2” gametos genéticamente distintos, siendo n 
el número haploide de cromosomas. Por ejemplo, en la especie humana cada individuo 
puede producir por lo menos 2% = 8,4 x 10% gametos genéticamente diferentes. Sin em- 
bargo el número real de variantes es mucho más elevado debido al entrecruzamiento cro- 
mosómico (o simplemente entrecruzanmaiento), que es el resultado de la recombinación 
(tratado en el Capítulo 5), durante la cual se producen intercambios de segmentos de DNA 
entre los homólogos. En la meiosis, cuando el intercambio ocurre entre cromátidas no her- 
manas, se mezclan componentes genéticos de cada uno de los cromosomas (Figura 21--13B). 
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Figura 21-13 Los dos mecanismos 
príncipales de redistribución del material 
genético que intervienen enla producción 
de los gametos durante la meiosis, 

(A) La distribución independiente de los 
homólogos materno y paterno durante 

la mejosis produce 2” gametos haploides 
diferentes para un organismo con n 
crornosomas. En este caso n= 3, por lo que 
existen B posibles gametos diferentes. 

(8) El entrecruzarniento durante la profase 1 
permite el intercambio de segmentos de DNA 
entra cromosomas homólogos y de ese modo 
la redistribución de los genes en cada tino de 
ellos. Debido a la gran cantidad de pequeñas 
diferendas que presentan las secuencias de 
DNA de cualquier par de homólogos, ambos 
mecanismos sunnentas la oa 
genética de los organismos que se 

reproducen sexualmente. 
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En cada par de homólogos humanos se producen por término medio dos o tres entrecruza- 
mientos (Figura 21-14). 

Los detalles moleculares de los entrecruzamientos se estudian en el Capítulo 5 (véase 
Figura 5-64). Brevemente, el entrecruzamiento lo empieza una proteína muy conservada es- 
pecífica de la melosis amada Spol1, provocando ima rotura de la doble hebra de DNA en la 
cromátida materna o en la paterna. Un gran coraplejo multienzimático, el complejo recom- 
binante, que contiene enzimas reparadoras de la doble hebra de DINA, se ensambla sobre la 
rotura y cataliza la recombinación de los homólogos. En la mayoría de casos, el resultado de 
este proceso no es un entrecruzamiento, Sin embargo, en algunas ocasiones la recombi- 
nación conduce a un entrecruzamiento en el que los segrmentos de DNA se intercambian 
recíprocamente entre dos cromátidas no hermanas. Como se ha descrito, después de la 
desinapsis se puede observar al microscopio cada entrecruzamiento como un quiasma 
(Figura 21-104). La Figura 21-10B muestra cómo cada una de las dos cromáridas hermanas de 
un homólogo puede formar uno o más entrecruzamientos con una de las dos cromátidas 
de su homólogo correspondiente, 


El entrecruzamiento está muy regulado 


El entrecruzamiento tiene dos funciones distintas en la meiosis: ayuda a mantener los ho- 
rmólogos unidos, para que se segreguen correctamente en las dos células hijas resultantes de 
la meiosis I, y contribuye a la diversificación genética de los gametos que se producen. Como 
era de esperar, el entrecruzamiento está rauy regulado: el número y localización de las rotu- 
ras de las dobles hebras a lo largo de cada cromosoma están controlados. Las roturas de la 
doble hebra que tienen lugar en la meiosis 1 pueden localizarse en cualquier parte alo largo del 
cromosoma (Figura 21-14), pero ño presentan una distribución regular están estrechamen- 
te unidas a los “puntos calientes” donde la cromatina es accesible y en pocas ocasiones se 
unen alos "puntos frios”, como las regiones de heterocrormatína situadas alrededor de los 
centrómeros y de los telómeros. * 

Por la menos dos tipos de regulación influyen en la localización y en el número de en- 
trecruzamientos que se forman, aunque todavía no se comprende por corapleto ninguno 
delos dos. Ambos actúan antes de que se ensamble el complejo sinaprinénico, Uno de elos 
asegura que Como míuimo se forme un entrecruzamiento entre los dos miembros de cada 
par de homólogos, necesario para que se produzca la segregación correcta de los hornólogos 
enla meiosis L En el otro, lamado interferencia del entrecruzamiento, la presencia de 110 pro- 
ceso de entrecruzamiento inbibe la formación de otro, quizás mediante la inhibición local 
delas protefnas neceserías para convertir una rotura de la doble hebra de DMA en un entre- 
cruzariento estable, 


La regulación de la melosis es distinta en los machos 
y en las hembras de los mamiferos 


Los mecanismos básicos de la melosis se han conservado a lo largo de la evolución en todos los 
eucariotas que se reproducen sexualmente. Por ejemplo, en todos ellos la mayor parte de la 
mejosis la ocupa la profase l, aunque los detalles de la duración de los diferentes estadios 


Figura 21-14 Entrecoizamientos entre 
homólogos en el testículo humano. En estas 
micrograñes de inmunofluorescencia, se han 
utilizado anticuerpos para teñir los complejos 
sinaptinémicos (rojo), los centrómeros (azul) 
y los puntos de entrecruzamiento (verde). 
Obsérvese que todos los bivalentes tienen 
por lo menos un entrecruzamiento y ninguno 
de ellos ene más de tres. (Modificado 

a partir de A. Lynn et al, Science 296: 
2222-2225, Con la autorización de AAAS.) 
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varían entre las diferentes especies (Figuera 21-15). Sin embargo, existen algunas dife- 
rencias destacables en la regulación de la meiosis tanto de especies distinias como de sexos 
diferentes en una misma especie. La diferencia entre los dos sexos es muy notable en los 
ramíferos. 

En las hembras de los maxniferos, los vcocitos empiezan la metosis en el ovaxio fetal pero 
se paran después del diploteno, cuando se ha desensermblado el coraplejo sinaptinéraico en 
la raeiosis L La meiosis 1 sólo se completa cuando la hembra alcanza la madurez sexual y el 
oocito sale del ovario durante la ovulación; sin erobargo, el cocito liberado corapleta la meio- 
sis U sóla en el caso de que sea fecundado. En las herabras de los mamiferos existen meca- 
nismos especiales de parada y reactivación durante la meiosis. En las mujeres, algunos 
vocitos permanecen parados en melosis 1 durante 40 años o más lo cual podría ser, en parte, 
una de las causas por la que aumentan significativamente las no disyunciones en las raujeres 
de más edad. Por el contrario, en los mamiferos macho la meiosis comienza en las células 
precursoras de los espermatozoides (espermatocitos) dentro de los testículos, al iniciarse la 
pubertad y se mantiene. de forma continua, sin mecanismos de parada y reactivación como 
en la meiosis femenina. Son necesarios alrededor de 24 días para que un espermatocito hu- 
mano complete la meiosis. 

También existe una gran diferencia en la proporción de errores en la mejosis entre las 
hembras y los machos de los mamiferos; este hecho es especialmente notable en la especie 
humana. Alrededor del 20% de los oocitos humanos son aneuploides, comparados con el 3- 
4 % de los espermatozoides, y el resultado es que más de un 25% de todos los fetos humanos 
son aneuploides y la meyoría de ellos son el resultado de la no disyunción en los oocitos du- 
rante la meiosis L La fecundación en los marniíferos comprende la ovulación de un número 
reducido de ovocitos en un extremo del tracto reproductivo de la henabra y la entrada de mi- 
Hones de espermatozoides por el otro extremo. Dada la escasa cantidad de oocitos cabría 
esperar que su desarrollo estuviese sometido aun control de calidad más esbícto que en el 
caso de los espermatozoides, pero ocurre justo lo contrario. Si la meiosis no se desarrolla co- 
nectamente en las células rnasculinas, se activa un mecanismo de control del ciclo celular 
(tratado en el Capítulo 17) que para el proceso y conduce a la muerte celular por apoptosis. 
Aparentemente, este mecanismo de control no actúa en la meiosis de las células femeninas: 
sino se produce la segregación de un homólogo, hecho que se da con recuencia, las células 
continúan la meiosis y producen oocitos aneuploides, Por otro lado, parece que la línea ger- 
minal masculina puede ocasionar otro tipo de errores genéticos. Debido a Que se producen 
omiuuchas más mitosis en el proceso de la producción de un espermatozoide y a que en cada 
ronda de replicación del DNA hay posibilidades de error, los padres contribuyen en mayor 
proporción a la aparición de mutaciones nuevas que las madres. 

La producción de los gametos no sólo comprende la raeiosis y en otros procesos 
también existen diferencias entre oocitos y espermatozoides. Al final de la meiosis un 00- 

cito de maxmifero es completamente maduro, mientras que un espermatozoide está ini- 
ciando su diferenciación. Antes de estudiar los gametos, vamos a considerar cómo 
algunas células del ermbrión de los mamiferos se diferencian inicialmente de manera e5- 
pecifica desarrollándose como células germinales y cómo estas células quedan compro- 


metidas, para badusformarse en un espermatozoide o en un oocita, dependiendo del sexo 
del individuo, 


Resumen 


Los gametos haploides (oocitos, espermatozoides, polen y esporas) se forman mediante la meiosis, 
proceso enel que dos divisiones celulares sscesivas después de ina sola replicación del DNA dan hugar 
a cuatro células haploides a partir de una célula diploide. La meiosis está dominada por una pra 
tongada profasel, que ociapa el 90% 0 más del periodo mesótico total En cuento empieza la profase I 
los eromosomas se han replicado y están constituidos por dos cromáridas hermanas estrechamente 
unidas entre sí Los cromosomas hornólogos se aparéan no al lado del otro y van estrechando pro- 
gresivamente su yuxtaposición a medida que progresa la profase 1 Los cromosomas homólogos 
estrecharnente alineados (bivalentes) experimentan la recombinación genética y forman entrecri4- 
zamientos que más adelante pueden verse corno quiasmas, que mantienen cada par de homólogos 
unidos durante la metafose L El entrecruzamiento y la segregación independiente de las copias ma- 
terna y paterna de cada cromosoma durante la meiosis ] deserapeñan tan papel mir importante en 
la produscción de gametos distintos uno de otro desde in punto de vísta genético y distinios también 
de sus progenitores. Unas proteínas específicas de la rnelosis y proteínas asociadas a los cinetocoros 
aseguran que ambas cronuátidas hermanas estén unidas al mismo polo del huso; otras proteínas 


asociadas a los cinetocoros determinan que los homólogos permanezcan conectados a sus centró 
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Bgura 21-15 Comparación entre los 
fiempos necesarios para cada una 

de las etapas de la mejosiz, (A) Tiempos 
aprodrmnados para un marnifero macho 
(ratón). (B) Tiempos aproximados para el 
tejido masculino de una planta (Bro). 

Los tiempos diferen para los gametos 
masculino y fernenino fespermatozoide 

y cocito, respectivamente) de una misma 
espede, así corno parados mistros gametos 
de especies diferentes. Por ejeraplo, en 

la especie humana la meiosis masculina 
dura 24 días en comparación con los 12 días 
de la del ratón. En las mujeres, pueden pasar 
más de 40 años, ya que la melosis | se para 
después del diploteno, Sin embargo, en 
todas las espedes la profase melótica | 

es mucho más large que el pesto de las 


etapas melóticas juntas. 
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meros durante la anafase l, para que sean segregados en lugar de las cromáridas hermanas al aca- 
bar la meiosis 1. Después de esta larga meiosis l, rápidamente sigue la meiosis E, sin que se produz- 
ca replicación de DNA, en un proceso parecido a la mitosis, en el que las cromátidas hermanas se 
separan en la anafase. 


CÉLULAS GERMINALES PRIMORDIALES 
Y DETERMINACIÓN DEL SEXO EN LOS MAMÍFEROS 


Las estrategias de la reproducción sexual pueden variar muchísimo de unas especies a otras. 
Este apartado se centrará principalmente en las estrategias utilizadas por los mamiferos. 

En todos los embriones de los vertebrados, durante el desarrollo tiene lugar una selec- 
ción temprana de determinadas células como progenitoras de los gametos. Estas células 
germinales primordiales diploides (PGC: primordial germ cells) migran a las gónadas en 
desarrollo, que se convertirán en los ovarios en las hembras y los testículos en los machos. 
Después de un periodo de proliferación mitótica en las gónadas diferenciadas, las PGC ex- 
perimentan la meiosis y se diferencian en gametos maduros haploides: ovocitos o esperma- 
tozoides. Más adelante, la fusión del oocito y del espermatozoide tras el apareamiento 
conduce al inicio de la embriogénesis. Con la posterior producción de nuevas PGC en el erm- 
brión comienza otra vez el ciclo (Figura 21-34). * 

En este apartado se analizará cómo aparecen las PGC en los mamíferos, cómo se de- 
termina el sexo en ellos y de qué manera la determinación sexual establece que las 
PGC se diferencien en espermatozoides o en Oocitos. 


' 


Figura 21-16 Determinantes de la 
segregación de las células germinales 


E is p e ; 
Señales específicas de las células vecinas a las PGC dote ends dd 


en los embriones de los mamiferos de la fila superior muestran el patrón de 
división de las células, en las que el núdeo l 

En la mayoría de animales, incluidos muchos vertebrados, el oocito no fecundado contiene está teñido de color azul; abajo las mismas 

moléculas específicas localizadas en una región concreta del citoplasma que determinan células teñidas con un anticuerpo que marca 


(en verde) pequeños gránulos (llamados 
gránulos P) que actúan como determinantes 
de células germinales. Los gránulos P están 
constituidos por moléculas de RNA y 


qué células se convertirán en las células germinales. Cuando el oocito es fecundado y se di- 
vide de forma repetida produciendo las células del embrión temprano, las que finalmente 
heredan estos determinantes de células germinales se transforman en PGC (Figura 21-16). 


ee . Ñ ] 
Aunque la naturaleza molecular y la función de los determinantes son desconocidas, unas moléculas de proteínas, y están distribuidos 
proteínas de la familia Vasa son un componente presente en todos estos animales. Las pro- al azar, por todo el citoplasma del oocito no 
su función en la determinación de las células germinales constituye todavía un misterio por en las imágenes de la izquierda, después de 
dilucidar. la fecundación, los gránulos se acumulan EN 


en un polo del zigoto. En cada división, los 


Por el contrario, en otros animales y entre ellos los mamiferos, el citoplasma del oocito p 
gránulos se segregan a una de las dos 


-ontiene amuinan ¿Julas germinales localizados. En lugar de elo, unas señales A Lo do , eS 
no contiene dete E ds tes de cél e K pe 5 dl Os cl células hijas. La única célula del embrión 
procedentes de células vecinas determinan qué células se convertirán en PGC. En los ma- que contiene los gránulos P visible en las 
miferos, todas las células resultantes de las primeras tlivisiones del oocito fecundado son imágenes de la derecha, es la precursora de 


capaces de producir cualgu 


| 
! 
E 
| 
| 
tefnas Vasa tienen una estructura similar a la de las RNA helicases dependientes de ATB pero fecundado (no se muestra). Como se observa | 
J 
| 


la ínea germinal (Cortesia de Susan Strormmel ¡ 
cortesia de Susan Strome.) 
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cluidas las germinales y células de los tejidos extraembrionarios así como las de la placenta. 
Únicamente más adelante, un pequeño grupo de células es inducido a convertirse en PGC 
a consecuencia de las señales que reciben de sus células vecinas. En el ratón, por ejemplo, 
6 días después de la fecundación, determinadas señales (incluida la proteína morfogénica 
ósea 4; BMP4: bone morphogenic proteín) secretadas por las células del tejido extraembrio- 
nario situado junto al embrión, inducen a unas 10 células embrionarias adyacentes a trams- 
formarse en precursoras de las PGC. Estas células se dividen y maduran transformándose 
en PGC, inhibiendo la expresión de genes somáticos y activando la expresión de genes im- 
plicados en mantener las características especiales de las células germinales. 

Aunquelos diferentes mecanismos de las PGC son específicos de los distintos grupos de 
animales, algunos de los mecanismos que controlan la proliferación y el desarrollo se han 
conservado a lo largo de la evolución, desde los gusanos hasta el hombre. Por ejemplo, el 
desarrollo de PGC en todos los animales estudiados depende tanto de la supresión del des- 
tino de las células somáticas por represión génica, como de la inhibición de la raducción 
de determinados mENA por proteínas de unión a Nano RNA. 


Las PGC migran a las gónadas en desarrollo 


En los mamiferos, después de su desarrollo, las PGC proliferan y migran hacía su destino final 
que son las gúnadas en desarrollo (Figura 21-17). Mientras las células germinales primor- 
diales migran a través del ermbrión, varias proteínas extracelulares producidas por las célu- 
las somáticas adyacentes las señalan para sobrevivir, proliferar y migrar. Entre las proteínas 
señal secretadas que colaboran atrayendo a las PGC hacia las gónadas en desarrollo están las 
quimioquinas, que se ugen 2 receptores acoplados a proteínas G (GPCR: G-protein coupled 
recepiors) y conducen la migración de varios tipos celulares, como las PGC y los glóbulos 
blancos sanguíneos (tratado en el Capítulo 23). 

Después de que las PGC hayan entrado en la gónada en desarrollo, que en este estadio 
se denomina cresta genital, experimentan unas cuantas rnitosis más en el curso de las cuales se 


e lo que les Mevará a diferenciarse en oocitos o en 
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especiancan paña 58, viruna vía de 
espermatozoides. 

Sia embargo, cuando las PGC inician la migración hacia las gónadas embrionarias, no 
están comprometidas de manera irreversible a ransfonnese en gametos. Extraídas del emmn- 
brión y cultivadas en presencia de proteínas señal extracelulares adecuadas, se transfor- 
man en células que se pueden mantener en culúvo indefinidamente como una línea celular 
capaz de producir cualquier tipo celular del organismo, excepto las células extraerabriona- 
rias que formarán estructuras corao la placenta; por esta razón, a estas células se les deno- 
mina pluripotentes, y no totipotentes. Á este respecto, estas células Mamadas células 
germinales embrionarias (EG: embryonic germ cells) se parecen a las células madre embrio- 
narias (ES: ernbryonic stem cells (tratado en el Capítulo 23). Tanto las células EG como las 
células ES son fuentes prometedoras de varios tipos cehulares hurnanos tanto para probar 
fármacos como para el tratamiento de enfermedades como ataques cardíacos, apoplejías 
y varias enfermedades neurodegenerativas en las se produce la rmuerte de determinadas 
células. 

¿Quédleceziana que las P nadas en desarrollo se diferencien en 
socitos o en es a no es su propía constitución Croxa0. 
sómica sexual sino que depende de si la cresta SaniS al se ha empezado a desarrollar en un 
ovario o entza testículo, respectivamente, Los cromosoraas sexuales de las células sornáficas 


Figura 21-17 Migración de las PGC en los 
mamiferos. (A) Micrografía de fuorescencia 
en la que se observan las PGC que migran 
en una sección transversal de unembrión 
temprano de ratón. Las PGC están teñidas 
con un anticuerpo monoclonal len verde) 
que las marca específicamente en este 
estado de la embriogénesis. Las otras células 
del embrión están teñidas con una lectina 
(en rojo) que se une al ácido siálico, localizado 
en la superficie de todas las células. (B) 
Esquema correspondiente a la micrografía 
que se muestra en (A). (A, cortesía de Robert 
Anderson y Chris Wylie.) 
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de la cresta genital determinan el tipo de gónada que se va a formar a partir de ella. Aunque 
hay muchos genes que influyen en el resultado del proceso, un solo gen del cromosoma Y 
desempeña un papel especialmente importante en esta decisión. 


En los mamiferos, el gen Sry conduce el desarrollo de la gónada 
hacia la formación de un testículo 


Aristóteles creía que la temperatura del macho durante el contacto sexual determinaba el 
sexo de la descendencia: a temperatura más alta, mayor era la probabilidad de producir ma- 
chos. Sí en lugar de referirse a humanos se hubiese referido a los lagartos y a los caimanes, 
casi hubiese acertado ya que en muchos reptiles la temperatura de incubación de los huevos 
determina el sexo de la descendencia; en lagartos y caimanes los machos se desarrollan a 
altas temperaturas y las hembras a bajas temperaturas. En la actualidad sabernos que el se- 
xo de un mamífero lo determinan sus cromosomas sexuales más que la temperatura de los 
progenitores o del embrión. 

Las hembras de los mamíferos tienen dos cromosomas X en todas sus células somá- 
ticas, mientras que los machos tienen un cromosoma X y un cromosoma Y. La presencia 
o ausencia del cromosoma Y, que es el más pequeño de todos los cromosomas humanos 
(Figera 23-18) determina el sexo del individuo. Los individuos que fenen un cromosoma Y 
se desarrollan como machos siendo indiferente el número de cromosomas X que presenten, 
mientras que los individuos que no tenen ningún cromosoma Y se desarrollan como hem- 
bras, incluso aunque sólo tengan ua cromosoma X_ El espermatozoide que fecunda el ooci- 
to determina el sexo del zigoto resultante: el cocito maduro fíene an solo eromosona X 
mientras que el espermatozoide puede tener un croraosoraa Lo un crormosoma Y. 

El cromosoma Y determina el sexo del individuo induciendo a las células somáticas de 
la cresta genital a desarrollar un testículo en ligar de un ovario. Los embriones de los marmí- 
feros están programados para desariollarse como hembras a menos que lo impida la pre- 
sencia de los testículos, que dinigen al embrión a que se desarrolle como macho. Si se extrae 
la cresta genital antes de que se haya empezado a desarrollarse como testículo o como ovario, 
un mamífero se desarrolla como una hembra independientemente de los cromosomas 
sezuales que tenga. Este hecho no significa que en los marníferos no sean necesarias señales 
pera el desarrollo de los órganos específicos de las hembras: por ejemplo, para el desarroBo 
normal del ovario se requiere la secreción de la proteína señal Wnr4. 

El gen crucial del cromosorna Y que dinge la cresta genital a que se diferencie en tes- 
tículo en lugar de en ovario se Hama Sry (sex-determining region of. Cuando este gen se in- 
troduce en el genoma de un zigoto XX de ratón, el embrión transgénico resultante se 


Figura 21-18 Cromosomas de un hombre 
normal. Los cromosomas se han teñido 
con la técnica de Giemsa. Véanse también 
las Figuras 4-10 y 4-11. Obsérvese la 
diferencia en el tamaño de los dos A 
cromosomas sexuales, El cromosoma X 
contiene más de 1000 genes, mientras 
que el crormosoma Y sólo unos 80, 
¿Cartesía de Julie Robertson del 

Véfisconsin State Laboratory of Hygiene) 
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desarrolla corro tm macho, aunque falten todos los demás genes del crornmosoma Y. Sin em- 
bargo, este ratón sexualmente invertido no puede producir espermatozoides porque le faltan 
a los otros genes del cromosoma Y que son necesarios para la diferenciación de los esperma- 
: tozoides. De forma similar, los humanos XY que tenen una mutación en Sry que lo inactiva 
j se desarrollan corrio herabras aunque genéticamente son machos. 

E El gen Sry sólo se expresa en una subpoblación de las células somáticas de la gónada en 
desarrollo y determina la diferenciación de estas células en células de Sertoli que consttu- 
yen el principal tipo de células de soporte en el testículo (véase la Figura 21-29). Las células 
de Sertolí dirigen el desarrollo sexual de una línea masculina influyendo sobre otras células 
de la cresta genital y de otras partes del embrión, por lo menos de cuatro maneras: 


| 
1 
] 


1. Estimulan a las PGC recién llegadas a que se transformen en espermatozoides. Este 
fenómeno se consigue inhibiendo la entrada de las células en la meiosis y su posterior 
desarrollo como oocitos, como se describirá más adelante. 


2.  Segregan la hormona antimiillleriana, que circula por la sangre y bloquea el desarrollo 
del tracto genital femenino, produciéndose la regresión del conducto de Múller (en 

i caso contrario este conducto daría lugar al oviducto, al útero y ala parte superior de la 
vagina). 

3. — Estimulan la migración de células endoteliales y musculares lisas del tejido mesen- 

| quimático adyacente hacia el interior de la gónada, Estas células constituyen elementos 

imprescindibles del testículo para la producción normal de espermatozoides, que em- 

pieza cuando el organismo alcanza la madurez sexual. 


4. — Colaboran en la inducción de otras células somáticas de la gónada en desarrollo para 
que se transformen en células de Leydig, que secretan a la sangre la hormona sexual 
masculina restosterona. Esta hormona es la responsable de la aparición de todos los 
caracteres sexuales secundarios de los machos, incluyendo las estructuras anexas del 
tracto reproductor masculino, como la próstata y las vesículas serninales que se for- 
man a partir de otro conducto, denominado sistema conductor de Wolílian. Este sis- 
tema degenera durante el desarrollo del sistema reproductor femenino porque para 
sobrevivir y desarrollarse requiere testosterona. La testosterona también masculiniza el 
desarrollo temprano del cerebro, influyendo en la identidad y orientación sexual y, por 
consiguiente, en el comportamiento sexual por ejemplo, ratas hernbra que han sido 
tratadas con testosterona durante el periodo perinatal, muestran más tarde un corn- 
portamiento sexual masculino, 


El gen Sry codifica una proteína reguladora de genes (Sry) que se une al DNA e intervie- 
he en la transcripción de otros genes involucrados en el desarrollo de las células de Sertoli. 
Un importante gen corriente abajo que codifica otra proteina reguladora relacionada con 
Sry es el lamado Sox2. El gen Sox9 no está en el cromosoma Y, pero se expresa en los machos 
detodos los vertebrados, a diferencia de Sry, que sólo se encuentra en los mamiferos. Si Sox9 
se expresa de manera ectópica en las gónadas en desarrollo de un embrión XX de ratón, el 
exbrión se desarrolla como un macho, aunque carezca del gen Sry, lo cual sugiere que Sry 
normalmente actúa induciendo la expresión de Sox9. La proteína Sox9 activa de forma di- 
recta la transcripción de algunos genes específicos de la células de Sertolí, incluido el gen 
que codifica la hormona antimilledana, 

En ausencia de 5ry o de 50x39, la cresta genital de un embrión XY se desarrolla en ova- ' 
rios en lugar de hacerlo en testículos. Las células de soporte se transforman en céludas fo- 
liculares eo lugar de hacerlo en células de Sertoli. Otras células somáticas se transforman en 
las células de la teca (en bugar de hacerlo en las células de Leydig) y, al legar a la pubertad, 
segregan estrógeno, que es la hormona sexual fernenina. Las PGC se diferencian en cocitos, 
en vez de hacedo en espermatozoides (Pgura 21-19), y el animal de desarrolla como una 
hembra. ; . $ 

¿De qué forma las células de Sertolí inducen a las PGC a migrar alas gónadas endesa- ; NR 
rrollo en los machos para seguár el proceso que conduce a la formación de espermatozoides : AA Ese 
en lugar de a la producción de oocitos? El mecanismo depende de una pequeña molécula o 
señal, el ácido retinoico (véase la Figura 15-13), que, en ambos sexos está producida por una EE ES 
estructura tubular transitoria larnada el mesonetfros localizada junto a las gónadas en desa- CES 
rrollo. En el ovadio erabrionario, el ácido retínoico induce la proliferación de las células de la . o ES 
línea germinal para entrar en la meiosis y comenzar el proceso que conduce a la producción 
de vocitos; las células quedan paradas después del diploteno de la profase L en la que per- 
manecen hasta la ovulación, que coroienza cuando la hernbra alcanza la madurez sexual 
Por el contrarío, enos testículos embrilonarios las células de Sertolí producen una enzima 
que degrada el ácido retínoico y evita que el ácido retínoico procedente del mesonetros im- 
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duzca a las células de la línea germinal a entrar en meiosis y comenzar el desarrollo de los 
oocitos. Sólo mucho más tarde, cuando el macho alcanza la madurez sexual, las células de la 
línea germinal de los testículos empiezan a producir espermatozoides. 


Muchos aspectos de la reproducción sexual varían en gran medida 
entre las especies animales 


Aunque la meiosis está muy conservada en todos los organismos eucariotas que se 1epro- 
ducen sexualmente, otros aspectos de la reproducción sexual son muy variables. El sexo de 
un animal depende o de sus cromosomas o del entorno en el cual se desarrolia. Pero incluso 
los mecanismos genéticos determinantes del sexo varían muchísimo. En C. elegans y en 
Drasophila, por ejemplo, el sexo viene determinado por la proporción entre los cromosomas 
X respecto a los autosomas y no por la presencia o ausencia de 11 cromosorna Y, como ocu- 
rre endos mamiferos. En €. elegans, la determinación del sexo depende principalmente de los 
controles de transcripción y de traducción en la expresión de los genes, mientras que en 
Drosophila, depende de una cascada de procesos regulados maduración del RNA, como se 
describe en el Capítulo 7. Además, en Drosophila el carácter sexual específico de cada célu- 
la del organismo está programado de forma individual por los propios cromosomas en lugar 
de estar conuolado principalmente por hormonas. No sabemos por qué algunos aspectos 
de la reproducción sexual se han conservado durante la evolución mientras que otros son 
tan distintos. 


Resumen 


En los embriones tempranos de los marniferos, un pegueño número de células son señaladas por sias 
células vecinas para que se transformen en células de la línea germinal Los célidas germinales pri- 


mordiales resultanies (PGO) proliferan y migran hacia las gónades en desarrollo. En esta zona, las 


células germinales primordiales están desánadas a deserrollarse corno cocitos si la gónada se irans- 


forma enn ouaria, o 


mo espermatozoides si la gónada se ransfjorma en un zestícitlo. La gónada 


Figura 21-19 Influencia de Sry en el 
desarrollo gonadal Las células de la línea 
germinal están coloreadas en rojo y las 
células sornáticas en verde y azul. El cambio 
de color claro a oscuro indica que las células 
se han diferenciado. El gen Sry actúa en una 
subpablación de células somáticas durante 
el desarrollo gonadal induciendo su 
diferenciación en células de Sertoli o células 
foficulares. Las células de Sertoli impiden que 
las células de la fínea germinal se desarrollen 
como oocitos y, al llegar a la pubertad, las 
dirige a la espermatogénesis, Estas 

células también segregan la hormona 
antimúlleriana, que determina la regresión 
del conducto de Múller e induce a otras 
células sornáticas a diferenciarse en células 
de Leydig, que son las células secretoras de 
testosterona (véase Figura 21-29). En 
ausencia de Sry, las células germinales 
primordiales se involucran en el desarrollo 
delos oocitos y las células sornáticas se 
transforman en células foliculares, que actúan 
de soporte al oocito durante su desarrollo 

o en células de la teca secretoras de 
progesterona; la progesterona se transforma 
en estrógeno mediante las células foliculares. 
Mientras que en el testículo empieza la 
secreción de testosterona en el feto, en el 
ovario no comienza la secreción de 
estrógenos hasta la pubertad. 


OOCITOS 


se desarrollará en un ovario a menos que sus células somáticas contengan un cromosoma Y, en cut 
yo caso se desarrollará como un testículo. El gen Sry del cromosoma Y de los mamiferos es crucial pa- 
ra el desarrollo de los testículos; se expresa en una subpoblación de células somáticas de las gónadas 
en desarrollo y dirige su diferenciación en células de Sertoli, las cuales producen moléculas señal 
que promueven el desarrollo de las características masculinas e inhiben el desarrollo de las caracte- 
rísticas ferneninas. Los embriones de los mamíferos están programados para seguir una vía jemeni- 
na de desarrollo a menos que sean desviados por las células de Sertoli a seguir la vía masculina. 


OOCITOS 


Los oacitos son las células animales más extraordinarias que existen, al menos en un aspecto: 
una vez activados pueden dar lugar a un nuevo individuo completo tan sólo en cuestión de 
días o semanas. Ninguna otra célula de un animal superior tiene esta capacidad. Normal- 
mente, la activación es la consecuencia de la fecundación la fasión de un espermatozoide 
con un oocito--pero los vocitos pueden ser activados de forma artificial mediante diferentes 
tratamientos químicos o físicos no específicos. En efecto, algunos organismos, incluidos al- 
gunos vertebrados corno por ejemplo determinadas especies de lagartija, normalmente se 
reproducen a partir de ovocitos que se han activado en ausencia de espermatozoides o sea de 
forma partenogénica. Los mamíferos son los Únicos animales que no se pueden reproducir 
de forma partenogénica; debido ala huella genética (se describe en el Capitulo 7), requieren 
las dos contribuciones genéticas, la materna y la paterna. 

A pesar de que el oocito maduro da lugar a todos los tipos celulares de un organismo, no 
es más que una célula altamente especializada, destinada en exclusiva a generar un nuevo 
individuo. El citoplasma de un oocito puede llegar a reprogramar el núcleo de una célula so- 
mática, haciéndolo capaz de dirigir el desarrollo de un nuevo individuo, aunque todavía des- 
conocemos la mayoría de los componentes del oocito responsables de este proceso. De este 
modo se produjo la famosa oveja Dolly. Con una rmicropipeta de vidrio se extrajo el núcleo 
de un oocito no fecundado de una oveja y se reemplazó por el núcleo de una célula somática 
adulta. Se activó el oocito mediante un pulso eléctrico y el embrión resultante se implantó en 
el útero de una madre “adoptiva”. La oveja resultante tenía el genoma del donante de la cé- 
Jula somática. Por lo tanto era un clon de esta oveja dadora. 

Con una aproximación parecida, denominada reproducción por clonación, se han obte- 
nido clones de diferentes mamiferos, como ratones, ratas, gatos, perros, cabras, cerdos, va- 
cas y caballos (véase la Figura 21-38). En todos los casos, la eficiencia es baja: la mayoría de 
clones mueren antes de nacer y menos del 5% de ellos lega a adulto, probablemente debido 
a que el núcleo somático trasplantado no se reprogramma totalmente y expresa muchos genes 
de forma incorrecta, 

En esta apartado vamos a considerar brevernente algunas de las características espe- 
ciales de un oocito y después se estudiará cómo se prepara para la fecundación. 


Un oocito es una célula altamente especializada 
para seguir un desarrollo independiente 


Los oocitos de la mayoría de animales son células gigantes, Contienen una gran cantidad de 
reservas de todos los nutrientes necesarios para el desarrollo inicial del evabrión hasta que 
alcanza el estadío en el que el nuevo individuo sea capaz de alimentarse por símismo. Antes 
de alcanzar este punto, la célula gigante se divide en muchas células más pequeñas, sia que 
se produzca crecimiento. El embrión de los mamiferos es tna excepción. En este caso, el cre- 
cimiento del embrión se puede iniciar antes, ya que torna los nubdentes de la madre a través 
de la placenta. Por esto los vocitos de inarnífero, a pesar de ser células volunminosas, no ne- 
cesitan serlo tanto corno, por ejeraplo, los de una rana o los de un ave. En general, los poci- 
tos son esféricos u ovoides, con un diámetro de 0,1 rm en los bumanos y en los erizos de 
mar (que son comestibles), de l mm a 2 am en anfibios y peces, y de varios centímetros en 
aves y reptiles (Figura 21-20). Por el contrario, normpalraente las células somáticas denen un 
diámetro de tan sólo entre 10 y 30 jua (Figuera 21210. 

El citoplasma de los vociros maduros contiene feservas de nutrientes en forma de vitelo, 
el cual ésajco en lípidos, proteínas y polisacáridos y por lo general se encuentra formando 
ucturas específicas que se denominan plaquetas vitelinas. En algunas especies las 


110as 


plaquetas vítelinas presentan una membrana a su alrededor, En los oocitos que se desarro- 
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Figura 21-20 Tamaño real de tres óvulos 
diferentes. El diámetro de un óvulo humano 
es de 0,1 mm. 
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Figura 29-21 Tarnaños relativos de varios 
ovocitos comparados con el tanaño de una 
célula somática ípica, 
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Figura 21-22 La zona pelúcida. . 

(A) Electromicrografla de barrido de 40 
oocito de. hámster, mostrando la zopa 
pelúcida. (8) Electrommicrografía de barrido 
de un oocito similaren.el quela zona 
pelúcida (a la que están adheridos muchos 
espermatozoides) se ha separado para 
poner de manifiesto la membrana plasmática 
subyacente que presenta numerosos 
microvillis, La zona ha sido sintetizada 
exclusivamente por el vocito en desarrollo. 
(De D.M, Phillips, J. Ultrostruct.Res.72:1-12, 
1980. Con autorización de Elsevier) 


lan fuera del cuerpo de la madre y dan lugar a organismos más o menos grandes, el vitelo 
puede constituir hasta tl 95% del volumen de la célula. En los marniferos, cuyos embriones 
son alimentados duraúte bastante tiermpo por sus madres a través de la placenta, hay muy 
poco vitelo si es que lo hay. 

La cubierta del'vocito es otra de las características de los oocitos. Se trata de una espe- 
cialización de la matrizextracelular que está formada, en gran parte, pór glacoproteínas, unas 
secretadas por el propio oocito y otras por las células acompañantes. En muchas especies, la 
cubierta principal es uña capa adyacente a la membrana plasmática del-oocito; en animales 
no mamiferos, tales. cofnó los erizos de mar o las gallinas, se lama cubierta vitelina, vúentras 
que en los oocitos de-lós mamiferos se denomina zona pelúcida (Figura 21-22). Esta capa 
protege al oocito de agresiones mecánicas y, en muchos casos, también acrúa como una ba- 
rrera específica de cadá especie para los espermatozoides, de forma que solamente admite los 
espermatozoides de la misma especie del oocito o de especies muy próximas. 

Muchos oocitos (incluidos los de los mamiferos) contienen vesículas secretoras espe- 
cializadas situadas inmediatamente por debajo de la membrana plasmática en la región más 
periférica o córtex del citoplasma. Cuando un espermatozoide activa un oocito, se produce 
la exocitosis de dichos prámulos corticales; el contenido liberado de los gránulos modifica la 
cubierta del oocito, dé ta] manera que impide que se fusione con más de un espermatozoi- 
de, evitando la polispermia. 

Los gránulos corticales están distribuidos de forma regular por todo el córtex del oocito, 
En muchos organismos, sin embargo, otros componentes citoplasmáticos del oocito pre- 
sentan una sorprendente distibución asimética. Algunos de estos componentes localiza- Lan ; 
dos actuarán como determinantes de las células germinales (véasela Figura 21-16) o A y 
ayudarán a establecer la polaridad del embrión, como se describirá en el Capítulo 22. 


Los oocitos se desarrollan por etapas 


Un oocito es un óvulo en desarrollo que se diferencia formando un óvulo maduro a través de 
una serie de cambios progresivos. La duración de estos cambios está coordinada con las eta- 
pas de la meiosis, mediante la cual las células germinales experimentan dos divisiones ex- 
traordinariamente es pecializadas. Como se ha explicado los pocitos se mantienen en la 
profase I durante un periodo largo de tiermpo mientras crecen en tamaño y progresa su dife- 
renciación: en muchos casos, después: 


de coropletar la meiosis se paran de nuevo en meta- 
fase l esperando la fecundación (aunque también pueden detenerse en otras momentos 
distintos, dependiendo de la especie de que se trate), : 

Los detalles del desarrollo del oocito (oogénesis) varían según la eeseciólSin Embargoj: z 
las etapas principales son muy parecidas entre sí, como se muestra en la Figura 21-23, Laso, 
células germinales primordiales migran hacia la gónada en formación convirdéndose en : 
oogonias, que proliferan mediante sucesivastaitosis antes de que comience la meiosis L 1mo- 
mento en el que sedenorminan oocitos primarios, en los mamiferos este fenómeno se pro- 
duce por lo general antes del nacimiento. Coro hemos indicado, antes de iniciarse la 
meiosis 1, se producela replicación del DNA, dexmanera que cada cromosoma está formado .. 
por dos cromátidas hermanas; al inicio de la profase l, los cromosomas homálogos duplica- 
dos se emparejan alo largo de su eje longitudinal y se producen los entrecruzamientos entre .-, 
cromátidas no hermanas de cada par de cromosomas (véase la Figura 21-10). A continua-. 


OOCITOS. re 


ción, la célula se mantiene parada después del diploteno de la profase I durante un periodo de 
tiempo que varía desde algunos días hasta varios años, según la especie. Durante este largo 
periodo.lo en algunos casos, al llegar a le madurez sexual), los oocitos primarios sintetizan 
uná cubierta y lós gránulos corticales. En el caso de lbs grandes: ovocitos de los animales no 
mamiferos, también se acumulan ribosomás, vitelo, glucógeno, iípidos y el mENA que pos- 
“teriormerite dirigirá la sintesis de las proteínas hécesarías para el crecimiento embrionario 
temprano Yi “el desarrollo. En muchos de estos 00 citos, la £ gran as 


transcribiendo, de 0ES activa (véase EOS 4-54 Y el 
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tividad biosintética sé refleja ' 
en la estructura de los cromosomas, que se descondensan y forman bucles laterales, adqui- - 
riendoun aspecto * “plumulado” característico, lo que indica ¿ple los genes: delos bucles están : 
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Figura 21-23 Etapas de la vogénesis. 

Las oogonías se forman a partir de las 
células Germinalés primordiales (PGC), 

que al principio de la embriogénesis migran 


hacía la gónada envdesarrollo, Para una mejor 


comprensión sólo se representan un par 


de CrOMOSOrAas, homólogos. Tras un cierto 


rnÚrnero, de divisiones mitóticas, las ocogonias 
empiezan la división meiótica L recibiendo 
entorices ebnombre de oocitos primarios. 

En los mamiferos, los ovocitos primarios se 


>: forman ey temprabo (entre los 3 y los 8 


meses de gestación:en el ermbrión humano) 
y permanecen devanidos después del 
diploteno de la profase ) hasta que la hembra 


es sexualmente madura. En este mornento, 
pa ódicamente un pequeño número de 


oocitos spadura bajo influencia hormonal 
Y compléta la rielosis | cormirtiéndose en 
cotitos secundarios, los cuales por último 
experrnentan la división rmeiótica 


“> yse vansforman en óvulos maduros. 
-Elmormento eñ que el vocito es liberado 


del ovadño y es fecundado varía de una 
especie acaira. En da meyoría de los 


. vertebrados, la maduración de los cocitos 
¡está detenida en la metafase de la mejosis ll; 


el nocito secundario sólo completa la 
meiosis 11 sj es fecundado. Finalmente, los 
corpúsculos polares degeneran, En la - 
mayoría de anirnales, el vocito en 
desarrollo está rodeado por cólulas 
aecesoñias especializadas que ayudan a 


-«aistedo y a nutrido Íno se rmuestran). 
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La fase siguiente de la oogénesis, la maduración de los oocitos, por lo general no se pro- 
duce hasta la madurez sexual, cuando las hormonas estimulan al oocito. Bajo la influencia 
hormonal, la célula reanuda la meiosis 1. Los cromosomas vuelven a condensarse, serompe 
la envoltura nuclear, se ensambla el huso melótico y los cromosomas bomólogos replicados 
se segregan en la anafase 1 en dos juegos cada uno de los cuales contiene la mitad del nú- 
mero inicial de cromosomas. Al finalizar la meiosis I, el citoplasma se divide, asiménica- 
mente en dos, dando lugar a dos células de tamaño muy diferente: una es un pequeño 
corpúsculo polar y la otra es un gran oocito secundario, el precursor del óvulo. En esta eta- 
pa, cada cromosoma está formado por dos cromátidas hermanas unidas entre sí por sus 
centrómeros. Las cromáudas hermanas no se separan hasta la anafase Il, después de lo cual 
el citoplasma del gran oocito secundario se vuelve a dividir de forma asimétrica producien- 
do el óvulo (u vocito maduro) y un segundo corpúsculo polar, cada uno con una dotación 
haploide de cromosomas (véase Figura 21-23). A causa de estas divisiones asimétricas de su 
citoplasma, los óvulos mantienen su gran tamaño a pesar de experimentar dos divisiones 
meióticas. Los dos corpúsculos polares son pequeños y, finalmente, degeneran. 

En la mayoría de los vertebrados, la oogénesis se desarrolla hasta la metafase de la meio- 
sis ll, momento en el que se detiene. En la ovulación, el oocito secundario se desprende del 
ovario apto para ser fecundado. Si se produce la fecundación, el oocito se desbloquea y se 
completa la meiosis transformándose en un óvulo. Cuando es fecundado se llama zigoto. 


Los ovocitos alcanzan su gran tamaño mediante mecanismos 
especiales de crecimiento 


Norrnalmente, una célula somática de un diárnetro de entre 10 y 20 un necesita unas 24 horas 
para duplicar su masa corno preparación para la división. A esta velocidad de biosíntesis, esta 
misma célula necesitaría mucho más tiempo para alcanzar la masa miles de veces mayor de 
un oocito de mamifero de 100 rn de diámetro. Tardaría mucho más aún para tener la masa 
nm millón de veces superior de un oocito de insecto de 1000 pun de diárnetro, Sin embargo 
algunos insectos viven sólo unos cuantos días y consiguen producir ovocitos de un diámetro 
incluso más grande. Los oocitos necesitan mecanismos especiales para alcanzar su gran 
tamaño. 

Una estrategia sencilla para crecer con rapidez consiste en disponer de copias extra de 
genes. La mayor parte del crecimiento de un oocito tiene lugar después de la replicación del 
DNA, durante la prolongada parada después del diploteno en la profase J, cuando el juego de 
cromosomas diploides se ha duplicado (véase Figura 21-23). De esta forma dispone de doble 
cantidad de DNA para la síntesis de RNA en comparación con una célula somática en fase G; 
del ciclo celular. Los oocitos de algunas especies van más allá, acumulando DNA extra: pro- 
ducen muchas copias extras de determinados genes. En el Capítulo 6 hemos visto que las 
células somáticas de la mayoría de organismos contienen de 100 a 500 copias de los genes 
que codifican el RNA ribosómico para producir suficiente cantidad de ribosomas para la sín- 
tesis proteica. Los cocitos necesitan más ribosomas para atender el incremento de la sínte- 
sis proteica durante la embriogénesis temprana, por lo que en los oocitos de muchos 
animales los genes del RNA ribosómico están especialmente amplificados; por ejemplo, los 
oocitos de algunos anfibios contienen entre 1 y 2 millones de copias de estos genes. 

Los oocitos, para su crecimiento, también dependen de la actividad sintetizadora de 
otras células. El vitelo, por ejemplo, se sintetiza por lo general fuera del ovario y luego el oo- 
cito do incorpora. En aves, anfibios e insectos, las proteínas del vitelo se sintetizan en el hí- 
gado (o ea un órgano equivalente) y son vertidas a la sangre. En los ovarios, los pocitos 
importan las proteínas vitelínicas de la matriz extracelular a través de 1un mecanismo de en- 
docitosis mediada por receptor (véase Figura 13-46). Los mstrientes también pueden proce- 
der de las células accesorias del ovario. Existen dos tipos de estas células. En algunos 
invertebrados, determinadas células de la progenie de las cogonias se transforman en cólu- 
las nodriza en lugar de convertirse en oocitos. Estas células están conectadas al oocito me- 
diante puentes citoplasmáticos permitiendo que las macromoléculas pasen de forma 
directa desde las células nodriza al aocito (Figura 21-24). Las células nodriza de los oocitos 
de los insectos sintetizan muchos de los productos ribosomas, mRNA, proteínas y Otras 
moléculas- que los ovocitos de los vertebrados tíenen que sintetizar por sí mismos. 

Tanto en invertebrados corao en vertebrados, otras células accesorias del ovario que 
colaboran en la nutrición de los pocitos en desarrollo son células somáticas denominadas 
cétalas folficulares, que rodean cada uno de los oocitos,. Se disponen como una capa de cé- 
hulas epiteliales alrededor del oocito (Figura 21-25 y véase la Figura 21-24) y están conecia- 
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Figura 21-24 Células nodriza y células 
foliculares asociadas a un oocito de 
Drosophila.Las células nodriza y el cocito 
proceden de una misma oogonia, que da 
lugar a un oocito y a 15 células nodriza 

(de las cuales en esta figura se observan 
solamente 7), Estas células permanecen 
unidas por puentes citoplasmáticos, que 
son el resultado de una división celular 
incompleta. Finalmente, las células nodriza 
descargan el contenido de su citoplasma en 
el oocito y se autodestruyen. Las células 
foliculares se desarrollan de forma 
independiente a partir de las céjulas 

del mesodermo. 
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das entre sí y con el vocito mediante uniones de tipo gap que permiten el intercambio de 
moléculas pequeñas pero no de macromoléculas (matado en el Capítulo 19). Estas células no 
pueden proporcionar macromoléculas al oocito a través de estas uniones de comunicación, 
pero pueden colaborar suministrando los precursores, de menor tamaño, a partir de los cua- 
les se sintetizan las macromoléculas. La importancia crítica de las uniones en hendidura se 
ha dernostrado en el ovario de ratón, donde las proteínas de estas uniones (conexinas) im- 
plicadas en la conexión de las células foliculares entre sí son distintas de las que conectan a 
las células foliculares con los ovocitos. Si, en el ratón se bloquean los genes que codifican 
alguna de estas proteínas, ni las células foliculares ni los oocitos se desarrollan con nor- 
malidad y la hembra resulta estéril En muchas especies, las células foliculares secretan ma- 
cromoléculas que contribuyen a la formación de la cubierta del oocito, o son incorporadas 
por el vocito en crecimiento por endocitosis mediada por receptor o actúan como recepto- 
res de la superficie celular del vocito controlando el patrón espacial y las asimetiías axiales 
de los oocitos (se trata en el Capítulo 22). 

La comunicación entre los oocitos y sus células folículares se produce en ambos senti- 
dos. El patrón temporal del proceso de desarrollo en los dos grupos de células está coordi- 
nado y parece que depende de las señales emitidas por el oocito hacia las células folículares. 
En experimentos en los que se han combinado oocitos jóvenes con células foliculares más 
maduras, O viceversa, se observa que un programa intrínseco de desarrollo del vocito con- 
trola la velocidad del desarrollo de las células foliculares. 


La mayor parte de los ovocitos humanos mueren 
sin llegar a madurar 


La Figuera 21-26 resurne los estadios del desarrollo de los oocitos humanos en el ovario. En 
las niñas recién nacidas la mayoría de los vcocitos están rodeados por una capa de una sola 
tla de células foliculares. Uno de estos oocitos junto con sus células foliculares se denomina 
folículo prirnordial (véase la Figura 21-254). De forma periódica, empezando algunas veces 
antes del nacimiento, una pequeña proporción de los folículos primordiales comienzan a 
crecer convirtiéndose en folículos en desarrollo, en los que hay muchas capas de células fo- 
lículares (ahora reciben el norabre de células de la granulosa) rodeando al oocito en creci- 
miento (véase la Figura 21-258). Se desconocen las causas por las cuales algunos folículos 
primordiales emplezan a crecer Algunos de estos folículos en desarrollo llegan a formar una 
cavidad llena con un líquido folicular, el antro, y se convierten en folículos antrales. 
E Jés de la pubertad, aproximadamente tina vez cada mes, la pituiraria secreta una 
ota de la hormona folículo estimulante (FSH: follicle stimularing hormone), que acelera el 
iento d os antrales. Uno de ellos domina sobre los demás y, hacia 
ecreción de FSH y de la hormona luteinizante (LH: luteini- 
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Figura 21-25 Electromicrografía de ovocitos 
primarios en desarrollo en el ovario de una 
hembra de conejo. (4) Estadio inicial de un 
oocita primario en desarrollo, Todavía no 

se han formado ni la zona pelúcida ni los 
gránulos corticales y el vocito está rodeada 
por una monocapa de células foliculares 
planas. (8) Oocito prirnario más maduro, 
observado a un aumento sels veces menor, 
debido a que es mucho más grande que 

el vocito de (A). Este cocito presenta una 
delgada zona pelúcida y está rodeado 

por varias capas de células foliculares 
(denominadas células de la granulosa) y una 
lámina basal que lo aíslan de las otras células 
del ovario. Las células de la granulosa están 
conectadas entre sí y con el oocito mediare 
uniones de tipo gap. (De The Cellular Bacis of 
'Maramalian Reproduction (4, Van Blerkorn 

y PL. Motta eds]. Baltimore-Munich: Urban € 
Schwarzenberg, 1979.) 
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zing hormone) desencadena la ovulación: el vocito primario dominante concluye la meiosis 
1, y el cocito secundario resultante se detiene en la metafase Il; rápidamente el folículo au- 
menta de volumen y se rompe en la superficie del ovario, liberando el oocito secundario, ro- 
deado por una cubierta de células de la granulosa envueltas por una matriz gelatinosa rica 
en ácido hialurónico. El oocito desprendido sólo completa la meiosis HL, en un día o poco 
más, sies fecundado por un espermatozoide. 

Hasta abora se ignora por qué en el momento de la ola mensual de FSH sólo son esti- 
imnulados a acelerar su crecimiento una pegueña proporción de los numerosos folículos an- 
trales presentes en los ovarios, y por qué solamente uno de ellos madura liberando su oocito, 
mientras que el resto degeneran. Cuando el folícido ha alcanzado un determinado grado de 
maduración, actúan algunos mecanismos de retroalirmentación asegurando que ninguno 
de los demás folículos complete la maduración y sea ovulado durante este ciclo. Sea cual sea 
el mecanismo, el resultado es que durante los 40 años o más que dura el periodo fértil de la 
vida de una mujer sólo serán ovulados de 400 a 500 oocitos. Los otros millones de ovocitos 
primarios restantes presentes en el momento del nacimiento mueren sin madurar, Todavía 
no comprendemos por qué se han formado tantos oocitos sólo para morir en los ovarios. 


Resumen 


Los ovocitos se desarrollan por etapas a partir de las células germinales primordiales (PGC) que mi- 
gran a la gónada en formación, donde se transforman en oogonias. Después de la proliferación 
mitótica, las oogonias inician la división meiótica J, momento en el que se denominan ovocitos pri- 
marios. Después del diploteno de la profase I se mantienen paradas durante días o años, según las 
especies. Durante este periodo de paro, los oocítos primarios crecen, sintetizan una cubierta, y acu- 
mulan ribosomas, mANA y proteínas, a menudo con la colaboración de otras células, como las cé- 
lulas foliculares que los rodean. Para que se produzca un crecimiento y un desarrollo correctos es 
necesario que se establezca una señalización en ambos sentidos entre los ovocitos y sis células folicu- 
lares. El proceso de maduración de los oocitos es inducido por hormonas. Los ovocitos primários corn- 
pletan la meiosis 1 formando un pequeño corpúsculo polar y un gran oocito secundario, que 
prosigue hasta la metajase de la melosis 11. En la mayoría de los verrebrados, el aocito secundario se 
mantiene en esta fase hasta que, estimulado por la fecundación, completa la meiosis e inicia el 
desarrollo embrionario, 


ESPERMATOZOIDES 


En la mayoría de especies existen dos tipos de gametos que son radicalmente distintos, El 
oocito es una de las células más voluminosas del organismo, mientras que el espermato- 
zoúde es probablemente una de las céhilas más pequeñas. El oocito y el espermatozoide es- 
tán optimizados en sentidos diferentes para la transmisión delos genes que transportan, El 
vocito es una célula inmóvil que asegura la supervivencia de los genes maternos mediante 
una gran cantidad de materia prima para el crecimiento y el desarrollo del embrión, junto 
con una eficaz cubierta protectora. El espermatozoide, por el contrario, está preparado pa- 


Figura 21-26 Las fases del desarrollo de un 
cocito hurnano. Obsérvese que durante la 
mayor parte de su desarrollo el vocito está 
rodeado por las células de la granulasa 

(en verde), separadas de la capa intema de 
células de la teca len azul) por una lámina 
basal intermedia (en negro). Después de la 
ovulación, el folículo vacío se transforma en 
una estructura endocrina, el cuerpo lúteo, que 
secreta progesterona preparando el útero 
para el embarazo. Si no se produce la 
fecundación, el cuerpo lúteo degenera 

y la mucosa del útero se desprende en el 
transcurso de la menstruación. 


h 


ESPERMATOZOIDES 


ra la propagación de los penes paternos utilizando las reservas rnatemas: es ma célula ex- 
taordinaciamente móvil e hidrodinámica lo que le proporciona velocidad y e5cacia para la. 
fecundación. La competencia entre los espermatozoides es intensa y la mayoría de ellos 
fracasan en su misión: de los miles de rnillones de espermatozoides que son liberados du- 
rante el periodo fértil de la vida de un hombre, sólo unos cuantos llegarán a fecundar un 
cocito. 


Los espermatozoides están extraordinariamente 
especializados para transmitir su DNA a un oocito 


En general, los espermatozoides son células “despojadas” de estructuras celulares. Presentan 
un potente flagelo que les impulsa para desplazarse en un medio acuoso, pero carecen de 
orgánulos citoplasmáticos como ribosoraas, retículo endoplasmático o complejo de Golgi, 
ya que uo los necesitan para transmitir el DNA al oocito. Sin embargo, contienen muchas 
mitocondrías colocadas de forma estratégica donde pueden proporcionar, con una gran efi- 
ciencia, la energía que necesita el flagelo para su movimiento. Un espermatozoide está for- 
mado normalmente por dos regiones distintas en términos morfológicos y funcional, 
limitadas por una membrana plasmática única. Estes regiones son la cola, que impulsa el 
espermatozoide hacia el oocito y le ayuda a atravesar la cubierta oocitania, y la cabeza, don- 
de se encuentra el núcleo haploide (Figura 21-27). El DNA del núcleo está fuerternente enn- 
paquetado, de modo que su volurnea queda reducido al mínimo facilitando su transporte 
y no permitiendo la transcripción. En muchas especies, los cromosomas de los espermato- 
zoides carecen de las histonas que presentan las células somáticas y en su lugar están em- 
paquetados por unas proteínas de elevada carga positiva llamadas protaminas, así como por 
histonas espermáticas específicas, 

En la cabeza de los espermatozoides de muchos animales existe una vesícula secretora 
muy especializada, en estrecha aposición con la parte anterior de la envoltura nuclear, es la 
vesícula acrosómica. Esta vesícula contiene enzimas hidrolíticas que facilitan el paso del es- 
permatozoide a través de la envoltura externa del oocito. Cuando un espermatozoide entra 
en contacto con la cubierta del oocito, el contenido de la vesícula se libera por exocitosís, es 
la denominada reacción acrosómica. Esta reacción es necesaria para que el esperrnatozoide 
se una ala cubierta, pase a su través y se fusione con el nocito. 

La. cola móvil de un espermatozoide es un largo flagelo, cuyo axonema emerge de un 
corpúsculo basal situado justo detrás del núcleo, Coma se describe en el Capítulo 16, el axo- 
nema está formado por dos microtúbulos centrales rodeados por nueve dobletes de micro- 
tábulos dispuestos en orden. El flagelo de algunos espermatozoides (incluido el de los 
mamiferos) se diferencia de los otros flagelos en que el habimal patrón 9+2 microtúbulos 
está rodeado además por nueve fibras densas externas (Figura 21-28). Las fibras densas son 
tiígidas, no se contraen y parece que reducen la flexibilidad del flagelo y lo protegen de posi- 
bles roturas: defectos en estas fibras determinan espermatozoides de morfología anormal y 
conducen a la infertilidad. El movimiento flagelar se produce por el deslizamiento entre los 
dobletes adyacentes de microtúbulos y está impulsado por la dineína, proteína motora que 
utiliza la energía de la hidrólisis del ATP para el deslizamiento de los microtúbulos. ELATP lo 
generan las mitocondrias especializadas de la parte anterior de la cola del espermatozoide 
(denominada la pieza intermedia), que es donde se necesita. 


Los espermatozoides se producen en los testículos 
de los mamíferos de manera continuada 


A diferencia de los oocitos, que coraienzan la meiosis antes del nacimiento y se paran después 
del diploteno de la profase l hasta que la mujer llega ala pubertad, en el hombre la meiosis y la 
producción de espermatozoides (espermatogénesis) no se inicia hasta la pubertad. A partir 
de este mornento se producen de manera contiana en el epitelio que forma la pared de nos 
largos y enrollados tubos del testículo, lamados tubos serniniferos. Las céhulas germinales in- 
maduras, las espermatogonías, se localizan alrededor del límite externo de estos tubos junto a 
la lároina basal (Figura 21-234). La mayoría de estas células se dividen un número limitado de 
Veces por mitosis, antes de dejar de proliferar e inician la melosis L momento en el que se de- 
nominan espermatocitos primarios, Los espermatocitos prirnarios den lugar alos espermatoci- 
los secundarios que se diferencian en espermátidas y Yioalmente en espermatozoides 
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Figura 21-27 Espermatozoide humano. 
Esquema de la sección longitudinal, 
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Figura 27-28 Dibujo de la secdón transversal 
dela pieza media de tin espermatozoide de 
mamiéfero., El centro del flagelo está formado 
por un axonema rodeado por nueve 

fibras densas. El axonerna comprende 

dos ricrotóbulos sencillos rodeados 

por nueve dobletes de microtúbulos. 

Las mitocondiñas ben verde) están bien 
situadas para proporcionar el ATP necesario 
para el meovirniento flagelar, se distribuyen 
en una disposición espiral poco habruyal, 
alrededor del axonema (véase Figura 23-27). 
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(Figura 21-29B). Una pequeña proporción de espermatogonias actúan como células madre, 
que se dividen lentamente por mitosis durante toda la vida, produciendo células hijas que se 
mantienen como células madre o se comprometen en la maduración. 

En la Figura 21-30 se representan las etapas de la espermatogénesis y su relación con la 
meiosis. Durante la profase I, los cromosomas homólogos apareados experimentan entre- 
cruzamientos. Los espermatocitos primarios completan la meiosis 1 produciendo dos es- 
permatocitos secundarios, cada uno de los cuales contiene 22 cromosomas autosórnicos 
duplicados y un cromosoma X duplicado o un cromosoma Y duplicado. Los dos esperma- 
tocitos secundarios derivados de cada espermatocito primario entran en la mejosis Y pro- 
duciendo cuatro espermátidas, cada una de las cuales contiene un número haploide de 
cromosomas sencillos. Entonces, las espermátidas haploides experimentan grandes carm- 
bios morfológicos hasta diferenciarse en espermatozoides, que son liberados a la luz del 
tubo serminifero. A continuación, los espermatozoides pasan al epididimo, que esn tubo 
rouy largo y ru replegado, que se encuentra junto al testículo, donde se almacenan y don- 
de medurarán. Los espermatozoides almacenados no están en condiciones todavía para fe- 
cindar un pocito; como se describirá más adelante úenen que terminar de madurar en el 
tracto genital femenino- proceso que se Hama capacitación. 


Los espermatozoides se desarrollan como un sincitio 


Un rasgo interesante de la espermafogénesis es que cuando una espermetogonia ha ern- 
pezado el proceso de imeduración, las células de su descendencia no completan la división 
citoplasinática (citocinesis) ni durante la mitosis ni durante la rmelosis. Por consiguiente, 
grandes clones de células hijas diferenciadas descendientes de una espermatogonia madura 
permanecen conectadas por puentes ctoplasmáticos y forenan 1n sincitio (Figura 21-31). 
Los puentes citoplasmátcos se mantienen hasta el final de la diferenciación de los esper- 
matozoides, cuando éstos son liberados a la haz del tubo seminifero. El resultado es que se 


producen espermatozoides maduros sincrénicamente en cualquier área del tubo serminifero, 
“uál es la función de este organización sinciiaj? 
Anteriormente hernos visto que los oocitos crecen y 


diferencian mientras contienen 
imatozoides, en carablo, o crecen 


Figura 21-29 Dibujos muy simplificados de 
la sección transversal de un tubo serdinifero 
de testículo de mamifero, (A) Todas las fases 
de la espermatogénesis que se muestran 
tienen Jugar mientras las células germinales 
primordiales en desarrollo están en intima 
asociación con las células de Sertoll 

Las células de Sertoli dirigen la diferenciación 
sexual en la línea germinal masculina. Estas 
grandes células se extienden desde la lámina 
basal hasta ellumen de los tubos seminiferos; 
son necesarias para la supervivencia de las 
espermatogonias y son análogas alas células 
folicalares del ovario (véase Figura 21-13), 

La espermatogénesis también depende 

de la testosterona secretada por las células 
de Leydig situadas entre los tubos 
seminiferos. (8) Las espermatogonias se 
dividen por mitosis en la periferia delos 
tubos semminiferos. Algunas de elas 

entran en la smelosis] transformándose en 
espermatocitos prlmnaños; al concluér la 
mejosis ise transformen en esperneatocitos 
secundarios. Los espermatocitos secundarios 
completan la melosis lltransformándese 

en espermátidas, que se diferencian en 
espermatozoides y son liberados a ka luz 

del tubo seminifero (véase Figura 21-30). 

En el hombre, lenen que pasar unas 24 días 
desde que una espermatogonia comienza la 
mejosis hasta que llega a espermátida, y Olras 
5 semanas para que una espermátida se 
convierta en un espermatozoide. 


ESPERMATOZOIDES 


ni experimentan diferenciación alguna basta que su núcleo ha concluido la meiosis y se 
transforma en ua núcleo baploide. La presencia de puentes citoplasmáticos entre ellos sig- 
nifica que cada espermatozoide haploide en desarrollo comparte un citoplasma común con 
sus vecinos. De esta manera, puede disponer de todos los componentes de un genoma di- 
ploide completo. Por ejemplo, el espermatozoide en desarrollo que transporta el cromoso- 
ma Y puede disponer de las proteínas esenciales codificadas por los genes del cromosoma X. 
Así pues, el genoma diploide dirige la diferenciación de los espermatozoides como ocurre en 
la diferenciación de los oocitos. a 

Algunos de los genes que regulan la espermatogénesis se han conservado a lo largo de la 
evolución desde las moscas hasta los seres humanos. Los genes Daz, por ejemplo, codifican 
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Figura 21-30 Etapas de la espermatogénesis, 
Las espermatogonías se forman a partir de 
las células germinales primordiales (PGO) 

que migran a la gónada en desarrollo en las 
primeras etapas de la embrogénesis. 

Cuando el animal sicanza la rnadurez sexual, 
las espermatogonias empiezan a proliferar 
rápidamente por mitosis. Algunas mantienen 
la capacidad de dividirse de forma indefinida 
ícomo células madre de las espermatogonias), 
Otras fespermatogonias en maduración) 
experimenten un número limitado de ciclos 
mitéticos, antes de comenzar la mejosis 
transformándose en espermatocitos que 

se convierten en espermátidas haploides 

y después en espermatozoides. La 
espermatogénesis se diferencia de la 
ocogénesis (véase Figura 21-23) en yarios 
aspectos. (1) A partir de la pubertad, se 
producen continuamente nuevas células 

que inician la melosis. (2) Cada célula que 
empieza la mejosis de lugar a cuatro 

gametos maduros y no a uno solo. 

3) Los espermatozoides maduros se 
forman mediante in elaborado proceso de 
diferenciación celular que empieza cuando 
acaba la meiosis. (4) Se dan aproximadamente 
doble número de divisiones en la producción 
de un espermatozoide que en la producción 
de un cocito. En el ratón, por ejemplo, se 

ha calculado que por término medio se 
producen unas 56 divisiones del zigoto 

al espermatozoide maduro y alrededor 

de 27 del zi 
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proteínas de unión a RNA y que se localizan “agrupados en el cromosoma Y humano. Esta 
agrupación falta en rauchos hombres infértiles, la mayoría de los cuales no pueden producir 
espermatozoides. Un gen de Drosophila homólogo al gen humano Daz también es esencial 
para la espermatogénesis en esta especie: los machos de las moscas deficientes en Daz son 
estériles, pero sorprendentemente pueden curarse mediante un transgen Daz humano. Las 
proteínas de unión a RNA son especialmente importantes en la espenmatogénesis porque 
muchos de los genes expresados en la línea espermática están regulados a nivel de la tra- 
ducción del RNA, 


Resumen 


Normalmente un espermatozoide es una célula pequeña, compacta y axxraordinariamente especia- 
lizada, que leva a cabo la fecundación de un oocito. Mientras que en las rruijeres la cantidad total de 
pocitos se produce antes del nacimiento, en los hombres las espermarogonias sólo entran en la mejo- 
sis para producir espermatocitos G espermatozoides) después de la maduración sexual y el proceso 
es cortirio a partir de este momento, Cada espermatocito primario dipioide produce cualro esper- 
matozoides maduros haploides. El proceso de la diferenciación de los espermatozoides tiene lugar al 
finalizar la meiosis, lo cual en el hombre dura cinco semanas, Las espermatogonias maduras y los 
espermatocitos no llevan a cabo la citocinesis por lo que la descendencia de na espermatogoría se 
desarrolla coro un gran sincitio. De esta manera, los productos codificados por los cromosonias de 


Figura 21-31 Puentes citoplasmáticos 
entre los espermatozoides en desarrollo 
y sus precursores. Por lo general, la células 
descendientes de una espermatogonia 
madura permanecen conectadas entre 

SÍ por puentes citoplasmáticos durante 

su diferenciación hasta espermatozoides 
maduros. Para mejor comprensión sólo se 
muestra la entrada en la meiosis de dos 
espermatogonias maduras unidas, que 
producen ocho espermátidas haploides 
también unidas. En realidad, el número 

de células conectadas que pasan por las 
dos divisiones meióticas y se diferencian 
sincrónicamente es mucho mayor del que 
se representa. Es interesante señalar 

que en el proceso de diferenciación, la mayor 
parte del citoplasma de las espermátidas se 
separa en forma de cuerpos residuales que 
son fagocitados por las células de Sertoli, 
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ambos progenitores dirigen la diferenciación de los espermatozoides, aunque cada núcleo espermá- 
tico sea haploide. 


FECUNDACIÓN 


Una vez liberados, tanto los oocitos como los espermatozoides están destinados a morir en 
cuestión de horas o incluso minutos a menos que se encuentren y se fusionen entre sí en el pro- 
ceso de la fecundación. Mediante la fecundación, los oocitos y los espermatozoides se salvan: 
los oocitos se activan empezando su programa de desarrollo y los núcleos haploides de los dos 
gametos se fusionan formaudo el genoma de un nuevo organismo diploide. La fecundación ha 
sido ampliamente estudiada en invertebrados marinos como los erizos y las estrellas de mar, en 
los que la fecundación se produce en el agua del mar en la que se liberan grandes cantidades 
tanto de espermatozoides como de oocitos. Se trata de una fecundación externa que es mucho 
más fácil de estudiar que la fecundación interna de los mamiferos, que por lo general tiene lu- 
gar en el tracto reproductor de la hembra después del apareamiento. Sin embargo, a finales de 
la década de 1950, se logró fecundar ovocitos de mamifero in vitro, abriéndose la vía para anali- 
zar las células y los procesos moleculares de la fecundación de los mamiferos. 

En este apartado, nos centraremos en la fecundación de los mamiferos. Ermpezamos 
por considerar la maduración de los espermatozoides que se produce durante su paso por el 
tracto genital lernenino. A continuación se describe el contacto de los espermatozoides con 
la cubierta del oocito (zona pelúcida), que induce la reacción acrosómica necesaria para que 
los espermnatozoides se abran paso a través de la zona y se fusionen con el oocito. La unión 
del espermatozoide con la membrana plasmática del oocito y la consiguiente fusión de am- 
bas membranas. Después se analizará cómo la fusión de 11n espermatozoide activa el ooci- 
to y como los núcleos haploides delos dos gametos se fusionan en el zigoto, completando la 
fecundación. Finalmente revisaremos las técnicas más recientes de reproducción asistida 
que han revolucionado el tratamiento de la infertilidad humana y han abierto nuevas vías de 
manipulación del proceso reproductivo. 


Los espermatozoides eyaculados alcanzan la capacitación 
en el tracto genital femenino 


De los 300 millones de espermatozoides humanos eyaculados en un coito, sólo unos 200 
alcanzarán el lugar adecuado para la fecundación en el oviducto. Cuando el espermatozoide 
ha alcanzado el oocito, pasa la capa de células foliculares que lo rodean y se une y atraviesa 
la zona pelúcida. Finalmente, el espermatozoide puede woirse y fusionarse con la membrana 
plasmática del oocito. 

Los espermatozoides eyaculados de los mamiferos no son competentes inicialmente 
para levar a cabo estas funciones. Tienen que ser modificados a su paso por el tracto genital 
fernenino. Este proceso es necesario para que los espermatozoides adquieran la capacidad 
de fecindar un oocito y se denomina capacitación, En el hombre dura unas 5 0 6 horas y se 
compleía cuando el espermatozoide llega al oviducto. Los espermatozoides experiraentan 
cambios bioquímicos y funcionales, incluyendo cambios en glicoproteínas, lípidos, canales 
iónicos de la menbrana plasmática y un importante cambio en el potencial de reposo de 
esta membrana (el potencial de imernbrana pasa a ser más negativo de manera que la mermn- 
brana se hiperpolariza). La capacitación está asociada tembién a un aumento del pH citosó- 
líico, ala fosforilación de tirosinas de varias proteínas espermáticas y al desenmascararmiento 
de receptores de la superficie celular que contribuyen a la unión de los espermatozoides a la 
zona pelácida. La capacttación altera dos aspectos irmportantes del comportamiento de los 

- espermatozoides: aumenta de rmmanera considerable la motilidad del flagelo y hace que sean 
capaces de llevara cabo la reacción acrosómica. 

La capacitación puede producirse in vitro en condiciones de cultivo apropiadas y habi- 
tualmente es un requerimiento endos procesos de fecundación in vitro. Son necesarios tres 
componentes en el medio, los cuales se encuentran en concentraciones muy altas en el rac- 
to genital femenino de albúmina, Ca? y HCOs”. La albúxoina ayuda a extraer el colesterol de 
la merbrana plasmática mediante el aumento de su capacidad para fusionarse con la mezn- 
brana del acrosoma durante la reacción acrosómica. El Ca?* y el HCOs” entran en el esper- 
matozoide y activan de forma directa una enziraa adenil ciclasa soluble del citosol que 
produce AMP cíclico (tratado en el Capítulo 15), que facilita el inicio de muchos de los carm- 
bios asociados con la capacitación. 
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Los espermatozoides capacitados se adhieren a la zona pelúcida 
y experimentan la reacción acrosómica 


Durante la ovulación, los ovocitos de los maniferos son liberados desde el ovario ala cavidad 
peritoneal junto a la entrada del oviducio, donde se introducen inmediatamente, Están re- 
cubiertos por varias capas de células de la granulosa inmersas en una matriz extracelular 
muy rica en ácido hialurónico (se describe en el Capítido 19). Las células de la granulosa 
pueden ayudar a entrar a los oocitos en el oviducto y además pueden segregar señales quí- 
micas no identificadas que atraen a los espermatozoides hacia el oocito. 

Cuando un espermatozoide capacitado encuentra un oocito, en primer lugar tiene que 
penetrar las capas de células de la granulosa utilizando una enzima hialonioidesa de la su- 
perficie del espermatozoide. A continuación puede adherirse a la zona pelúcida [véase 
Figura 21-22). Normalmente esta zona actúa como una barrera de fecundación entre espe- 
cies, de manera que a menudo al eliminarla desaparece esta barrera. Por ejeraplo, los es- 
permatozoides humanos pueden fecundar oocitos de hámster cuya zona se ha disuelto 
mediante enzimas específicas; sin embargo, los zigotos híbridos resultantes no llegan a de- 
sarrollarse. Algunas veces se utilizan los oocitos de hámster despojados de la zona pelúcida 
en estudios clínicos de infertilidad para valorar la capacidad fecundante de los espermato- 
zoides humanos in vitro (Figura 21-32). 

La zona pelúcida de los oocitos de los mamiferos está formada sobre todo por tres gli- 
coproteínas, producidas exclusivamente por los cocitos en crecimiento. Dos de ellas, ZP2 y 
ZP3, se ensamblan formando largos Alamentos, mientras la otra, ZP1, entrecruza los fila- 
raentos formando una ted tridimensional, La proteína ZP3 es crucial: las hembras de ratón 
con un gen Zp3 inactivo producen oocitos que carecen de zona pelúcida y son infértiles. ZP3 
es responsable, por lo menos en ratón, de la unión específica del espermatozoide a la zona. 
Oligosacáridos unidos a ZP3 se consideran parcialmente responsables de las uniones espe- 
cíficas de especie entre espermatozoides y la zona pelúcida. La unión de los espeunatozoides 
ala zona es compleja e intervienen mecanismos tanto dependientes como independientes 
de ZP3, así como varias proteínas de la superficie del espermatozoide. 

La zona pelúcida induce la reacción acrosómica del espermatozoide y se produce la li- 
beración del contenido del acrosomna mediante exocitosis (Bigura 21-33). La reacción acro- 
sómica es indispensable para la fecundación, ya que expone varías enzimas hidrolíticas que 
al parecer facilitan el paso del espermatozoide a través de la zona pelúcida y alteran la su- 
perfície del espermatozoide para que pueda unirse y fusionarse con la membrana plasmát- 
ca del oocito, como se descobirá más adelante. En estudios in vitro, la ZP3 purificada puede 
desencadenar la reacción acrosórnica, posiblemente mediante la activación de un receptor 
de tipo lectina de la superficie del espermatozoide, que al parecer es una forma transmen- 
brana de la enzima galactosiliransferasa. La activación del receptor conduce a un aumento 
de la concentración de Ca** en el citosol del espermatozoide, que inicia la exocitosis, 


Todavía no se conoce el mecanismo de la fusión 
espermatozoide-oocito 


Después de la reacción acrosómica, el espermatozoide penetra enla zona pelúcida y se une 
ala menbrana plesmásoca del cocito, entrando en contacto con los extremos de los xnicro- 
villi de su superficie (véese Figura 21-32). El espermatozoide se adhiere al principio por su 
extremo y después por su superficie lateral (véase Figura 21-33). Bápidamente los microvilli 
vecinos se alargan y rodean al espermatozoide, asegurando que permanezca unido con fuer- 
za y que pueda fusionarse con el pocito, Tras la fusión, todo el contenido del espermatozol- 
de se introduce en el cocito y los microvilli se reabsorben. 

Los mecanismos moleculares responsables de la unión y fusión de espermatozoide-ooci- 
to son muy poco conocidos, aungue después de numerosos intentos fallidos se han loca- 
lizado dos proteínas de membrana que son necesarias para. la fusión. Una es una proteína 
transmerabrana de la superfamilia de las inomiaoglobulinas, específica de los espermato- 
zoides, denominada Jzumo len honor al nombre de un lugar sagrado japonés dedicado al 
matranonio). Aparece en la superficie de los espermatozoides de ratón y huenanos durante 
reacción acrosómica, Los anticuerpos antl-lzarmo bloquean la fusión y los espermatozol- 


Í sión espermatozolde-oocita. La 
que se ba demostrado neces ara la fusión con 
cCDA, que es de la farnílla de las terraspaninas, Bamadas así 
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Figura 21-32 Electromicrografía de barrido 
de un espermatozoide humano en contacto 
con un pocita de hámster Se ha eliminado 
lazona pelúcida del cocito, quedando al 
descubierto la mernbrana plasmática que 
presenta numerosos microvilli, La capacidad 
de un espermatozoide para penetrar un 
oocito de hámster se utiliza como prueba 

de fecundidad masculina; una penetración 
de 10 al 25% de los ovocitos se considera un 
valor normal. (Cortesía de David M. Phillips.) 


FECUNDACIÓN 


porque tienen cuatro segmentos que atraviesan la membrana. Los espermatozoides norma- 
les no se fusionan con oocitos de ratón deficientes en CDS, indicando que la fusión depen- 
de de CDS pero no se sabe cómo. CD9 no actúa sola en la superficie del oocito favoreciendo 
la fusión: los espermatozoides normales también fracasan con oocitos tratados con una en- 
zima que destruye proteínas adheridas a la membrana plasmática mediante un anclaje 
glicosilfosfatidilinositol (GPL: glycosyiphosphatidylinositol; tratado en el Capítulo 10), indi- 
cando que son necesarias una o más proteínas de unión a GPI para la fusión aunque todavía 
no han sida identificadas. : 


La fusión con un espermatozoide activa el oocito 
mediante un aumento del Ca?* citosólico 


La fusión con un espermatozoide activa al vocito y provoca que los gránulos corticales líbe- 
ren su contenido por exocitosis, proceso que se llama reacción cortical. Se reanuda la meio- 
sis que estaba detenida en la metafase Y, produciéndose un segundo corpúsculo polar y un 
zigoto que comienza a desarrollarse. : 

El incremento de la concentración de Ca?* en el citosol de los ovocitos fecundados de- 
sencadena todos estos procesos. <AGGA> Si la concentración de Ca?* en el citosol de un 
oocito no fecundado aumenta de forma artificial, directamente por inyección de Ca?* o in- 
directamente utilizando un ionóforo transportador de Ca”* (tratado en el Capítulo 11), los 
oocitos de todos los animales en los que se ha probado, incluidos los mamiferos, se activan. 
Por el contrario, impidiendo el aumento de Ca** con la inyección de EGTA, quelante de Ca**, 
se inhibe la activación del oocito en respuesta a la fecundación. 

Cuando el espermatozoide se fusiona con la membrana plasmática del oocito de ma- 
nera normal, provoca un incremento local de Ca?* citosólico, que se extiende por la célula 
como una ola (véase Figura 15-40). La ola se propaga gracias a una retroalimentación posi- 
tiva: el aumento de Ca** citosólico causa la abertura de canales de Ca?*, lo cual permite que 
entre más Ca** en el citosol, En general, a la ola inicial de Ca?* liberado le siguen, al cabo 
de unos minutos, oscilaciones de Ca?* (tratado en el Capítulo 15), que persisten durante 
varias. horas. 

La fusión con el espermatozoide desencadena la ola y las oscilaciones de Ca**, debido a 
la entrada de un factor en el citosol del oocito. Al inyectar a un oocito, un espermatozoide 
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Figura 21-33 La rescción acrosómica 

se produce en los mamiferos cuando 

un espermatozoide fecunda un oocito, 
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completo, una cabeza de espermatozoide o un extracto de espermatozoide, se obtienen los 
mismos resultados. Todos estos tratamientos incrernentan la concentración de inosítol 
1,4,5- trisfosfato (1P3), el cual libera Ca** del retículo endoplasmático e inicia la ola de reac- 
ciones y las oscilaciones de Ca** (tal como se describió en el Capítulo 15). Un fome candida- 
to al factor determinante que los espermatozoides de los mamiferos introducen en el vocita 
es una forma específica de fosfolipasa C (PLCL), que hidroliza directamente el fosfolmositol 
4,5-bisfosfato (P14,5)P2) produciendo TP3 (y diacilgliceral) (véase la Figura 15-39). 


La reacción cortical asegura que el cocito sea fecundado 
por un solo espermatozoide 


A pesar de que 2110 pocito se le pueden wunir muchos espermatozoides, normalmente sólo 
uno de ellos se fusiona con su mernabrana plasmática, e introduce su citosol, su núcleo y 
otros orgánulos. Si se fusionan más de un espermatozoide situación que se denomina po- 
lispermia-se forman varios husos mítóticos o husos raultpolares, dando lugar a una segre- 
gación anormal de los cromosomas durante la prirnera división mitótica; se producen, 
células aneuploides y, general se defiene el desarrollo, 

Dos reecanismos son los responsables de asegurar que cada oocito sea fecundado por un 
solo espermatozoide. Eo prmerlugar un canabío en la membrana plasmática del oocito cau- 


Figura 21-34 La reacción cortical puede 
impedir que entre más de un 
espermatozoide en un cocito de ratén. 
<TGAC> La liberación de los contenidos de 
los gránulos corticales inactiya ZP3, de 
manera que ya no puede unirse a la 
membrana plasmática del espermatozoide. 
Tarnbién fracciona parcialmente la ZP2, 
endureciendo la zona pelúcida para que no 
puedan entrar más espermatozoides. Estos 
dos carnbios provocan un bloqueo de la 
palispermia, 
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sado por la fusión del primer espermatozoide impide que se fusionen otros espermatozoides. 
En los oocitos del erizo de rnar, el cambio se debe a una rápida despolarización de la mem- 
brana; en los oocitos de marnifero se desconoce el mecanismo. En segundo lugar, se impide la 
polispermúa mediante la reacción corficai del oocito, mediante la cual se Hberan varias enzi- 
ras que cambian la estructura de la zona pelúcida de manera que los espermatozoides no 
pueden adherirse a ella ni penetrarla. Entre los cambios que se producen en la zona pelúcida 
en dos mariferos, está la inactivación de ZP3 de forma que no puede unirse a los espermato- 
zoides ni inducir una reacción acrosórnica; además, se produce la hidrólisis de ZP2, con lo que 
de alguna manera ayuda a que la zona sea impenetrable (Figura 21-34). 


El espermatozoide proporciona al zigoto los centríolos y su. genoma 


Una vez fecundado, el óvulo se denomina zigoto. Sin embaxrgo, la fecundación no se com- 
pleta hasta que los dos núcleos haploides (llamados pronúcleos) uno procedente del óvulo 
y el otro del espermatozoide- se fusionan y combinan sus cromosomas formando un sola 
núcleo diploide. En los óvulos fecundados de mamifero, los dos pronúcleos no se fusionan 
directamente como ocurre en muchas otras especies. Se acercan uno a otro pero permane- 
cen independientes basta que la merbrana de cada promúcleo serompe, preparándose pa- 
ra la primera división mitótica del zigoto (Figura 21-35). 

En la mayoría de animales, incluido el hombre, el espermatozoide aporta al zigoto algo 
más que su genorna. Aporta también un centríclo estructura de la que carecen los oocitos 
humanos no fecundados. El centríolo del espermatozoide enta en el oocito junto con el nú- 
cleo y parte de la cola, formándose un centrosoma a su alrededor. En la especie humana, el 
centrosoma se duplica y los dos centrosomas resultantes participan en la organización y en- 
samblaje del primer huso mitótico en el zigoto (Figura 21-36 y véase la Figura 21-35). Este 
hecho explica por qué se forman varios husos o husos mulúpolares en los casos de polisper- 
mía, cuando muchos espermatozoides transfieren sus cenuiolos al oocito. 


VE e iCSi han revolucionado el tratamiento 
de la inferulidad humana 


Alrededor de un 10% de las parejas humanas presentan ferúlidad reducida, es decir, que la 
mujer no queda embarazada después de 12 a 18 meses de práctica de relaciones sexuales 
sin protección. Aproximadamente en la mitad de los casos el problema radica en el hombre 
y en la otra rútad de los casos en la mujer. Existen numerosas causas que reducen la fecun- 
didad tanto en hombres como en mujeres y en la mayoría de casos se puede solventar el 
problema mediante alguna técnica de reproducción asistida. 
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Figura 21-35 Unión de los pronúcdeos 

del espermatozoide y del vocito después 
de la fecundación en los mamiferos. 

Los pronúcleos migran hacia el centro del 
óvulo. Cuando se encuentran, las envolturas 
nudeares se interdigitan. Los centrosomas se 
duplican, las envolturas nucleares se rompen 
y los cromosomas de ambos gametos se 
integran formando un huso mitótico 

común que determina la prrnera división 
del zigoto. (Adaptado 2 partir de dibujos 

y electromicrografías de Daniel S20l5si.) 
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El primer gran avance en el tratamiento de la infertilidad ocurrió en 1978 con el naci- 
miento de Louise Brown, el primer bebé logrado a partir de fecundación in vitro (1VE: ia vi- 
tro fertilizatiori). Antes de este acontecimiento había encendidos debates acerca de la ética y 
la seguridad de la IVF <cauy similares a los actuales debates éticos sobre la producción y la 
utilización de células madre embrionarias (ES). En la actualidad, la IVF es un procedimien- 
to rutinario mediante la cual han nacido más de un millón de niños. Para iniciar el proceso 
se trata a la mujer con hormonas que estimulan la maduración simultánea de varios pocitos. 
Inmediatamente antes de su expulsión por la ovulación, los cocitos se extraen del ovario 
fuilizando una larga aguja a través de la vagina) y se fecundan en una placa de cultivo con 
espermatozoides del hombre. Después de unos días en cultivo, 2 0 3 de los embriones que 
presentan mejor aspecto se transfieren, mediante un catéter, al útero de la mujer; los ern- 
briones restantes por lo general se congelan en nitrógeno líquido, por si se necesitan en 
implantaciones posteriores. La principal complicación de la 1VF son los embarazos múlti- 
ples, que se producen en un 30% de los casos, en comparación con el 2% aproximadamente 
enlos embarazos naturales. 

El procedimiento de IVE descrito ha permitido que muchas mujeres en principio infér- 
tiles puedan tener hijos con normalidad. Sin embargo, esto no soluciona el problema para 
los hornbres infértiles que generalmente producen pocos espermatozoides o los que produ- 
cen presentan anormalidades. Un segundo avance ocurrido en 1992 aportó la solución para 
la mayoría de estos hombres. Se trata de una modificación de la IVE Hamada inyección 
intracitoplasmática del espermatozoide (1OSE intracytoplasmatic sperm injection], que 
consiste en fecundar un oocito mediante la inyección en su citoplasma de un solo esperma- 
tozoide (Figura 21-37). Esta estrategia elimina la exigencia de un gran número de esperma- 
tozoides móviles y evita las muchas barreras que normalmente debe salvar un 
atozoide para fecundar un pocito, que incluyen la capacitación, el desplazarmiento 
cito, la reacción acrosómmica, el paso a través de la zona pelíúcida y la fusión con la 
mbrana plasmática del oocito. La proporción de éxito de ja ICS] es superior al 50% y ba 
permitido el nacimiento de más de 100.000 niños 


Figura 21-36 Micrografía mediante la 
técnica de inmunofluorescencia 

de un espermatozoide humano y el 
pronúcdeo de un óvulo aproximándose 

en un proceso de fecundación in vitro. 

Los microtúbutos del huso se han teñido 

de color verde con anticuerpos antitubulina; 
el DNA está marcado en azulmediante un 
colorante específico. (A) Huso meiótico en 
un cocito secundario maduro no fecundado. 
(8) El ávulo fecundado expulsa su segundo 
corpúsculo polar aproximadamente a las 

5 horas de la fusión con el espermatozoide. 
La cabeza del espermatozoide (izquierda) 

ha nucleado un conjunto de microtúbulos. 
Los dos pronúcleos aún están alejados. 

(O) Los dos pronúcleos se encuentran. 

(D) A las 16 horas dela fusión, el centrosorna 
que ha entrado con el espermatozoide se 


-« ha duplicado y los dos centrosomas hijos 


han organizado un huso mitótico bipolar. 
Los cromosomas de ambos pronúcleos se 
alinean enla placa metafásica del huso. 
Como indican las fechas en (0) y (D), la cola 
del espermatozoide se asocia con una de los 
centrosomas. (De C Simerly et al, Nat. Med. 
1:47-53, 1995. Con la autorización de 
Macmillan Publishers Ltd.) 
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Figura 21-37 Inyección iptraditoplasmática 
de un espermatozoide (1059, Micrografía de 
Un eccito secundario humano sujetado con 
una micropipeta la la izquierda) al que se 
inyecta un Único espermatozoide hunano 
lante ena aguja de vidrio. La zona 


ida rodea el oocito y el corpúsculo 


polar. ¡Contesta de Reproductive Biology 
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Además de revolucionar el tratamiento de la infertilidad, la IVF ha aportado nuevas po- 
sibilidades de manipulación de los procesos reproductivos. Por ejemplo, ha becho posible 
evitar que padres portadores de un gen defectuoso lo transmitan a sus hijos, mediante cri- 
bado de embriones de IVF para este gen antes de su implantación en el útero. 

Como ya:se ha comentado, las técnicas de manipulación in vitro de ovocitos de mamife- 
ros han hecho posible'la obtención de clones de rmuchos tipos de mamiferos mediante 
transferencia del núcleo de una célula somática del animal que se va a clonar a un oocito no 
fecundado al que se la ha extraído o destruido su núcleo, La técnica no es fácil; el éxito es ba- 
jo y todavía no se sabe si de esta manera se podría clonar un ser humano. Además, existen 
serios argumentos éticos acerca de si se debería intentar clonar un ser bumano alguna vez. 
Existe un acuerdo general respecto a que no debería ni intentarse con las técnicas que exis- 
ten en la actualidad, porque la probabilidad de producir bebés anormales es muy alta; ade- 
más, en muchos países incluidos los Estados Unidos no está permitido por la ley. 

Sin embargo, la clonación reproductiva no debe confundirse con la clonación terapéuti- 
ca, enla cual el embrión temprano obtenido in vitro a partir de un zigoto reconstruido no 
se implanta en un útero para que dé lugar a un nuevo individuo, sino que se utiliza para 
obtener células ES que son genéticamente iguales a las del donante del núcleo somático 
(Eigura 21-38). Para el ratamiento del donante se podrían utilizar varios tipos de células es- 
pecializadas procedentes de estas células ES “personalizadas”, evitando el problema del re- 
chazo inmunológico que conlleva el uso de células ES genéticamente distintas. La sociedad 
en su conjunto deberá tornar decisiones comprometidas para determinar hasta dónde se 
Puede llegar en la utilización de estas nuevas tecnologías de manipulación del proceso re- 
productivo para obtener un potencial beneficio del individuo. En el futuro cabe la posibili- 
dad de producir células personalizadas similares a las ES mediante vías alternativas que 
permitan superax estos dilernas éticos: por ejeraplo, ea un reciente experimento se ha utili- 
zado la ingeniería genética para expresar en fibroblastos de ratón en cultivo un núxmnero de 
proteínas reguladoras de genes que normalmente se expresan en las células ES: cuando cua- 
tro de estos transgenes se expresaban de forma simultánea, los Bbroblastos se comportaban 
de forma muy parecida a la células ES. 

La fecundación determina el inicio de uno de los más decisivos fenómenos de toda la 
biología: el proceso de la eombriogénesis, durante el cual el zigoto se transforma en un nuevo 
individuo. Este es el tema del capítulo sigujente. 


Resumen 


La fecundación en los mamíferos empieza normalmente cuando un espermatozoide, que ha sido 
capacitado en el tracto genital fernenino, se adhiere a la zona pelúcida que rodea un oocito dentro 
del ovidiucto. Este hecho induce la reacción acrosómica del espermarozoide, liberándose el conteni- 
do de la vestcula acrosómica, que facilita la digestión de la zona pelúcido y el paso a través de ella, 
Lareacción acrosómica es necesaria también para que el espermatozoide se adhiera y se fesione con 
la membrana plasmática del oocito. La fusión del espermatozoide y el oocito induce una ola y osci- 
laciones de Ca?" en el citosol del oocito que provocan su activación, La activación incluye la reacción 
cortical mediante la cual los gránulos corticales liberan su contenido alterando la zona pelúcida 
con el fin de evitar que otros espermatozoides puedan anirse al oocito y penetrar en él La señaliza- 
ción por Ca?* zambién desencadena el desarrollo del zigoto, que comienza después de que los pro- 
núcleos entren en contacto y sus cromosomas se hayan olineado en en huso mátótico Única, que 
¿ pia infértiles, actualmente pueden 
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Figura 21-38 Diferencias entre la clonación 
reproductiva y la preparación de células 
madre embrionarias “personalizadas”, 

En ambos casos se reconstruye un embrión 
extrayendo o destruyendo) el núcleo de un 
oocito no fecundado y reemplazándolo por 
un núcleo de una célula somática del animal 
que se quiere clonar. El oocito reconstruido 
se activa mediante un shock eléctrico. 

En la clonación reproductiva, el embrión 
desarrollado en el cultivo se trasplanta al 
útero de una madre nodriza y se desarrolla 
como un animal clónico, Por el contrario, 

en la preparación de las células madre 
embrionarias personalizadas (ES) -algunas 
veces llamadas clones terapéuticos—, el 
embrión produce células ES en cultivo, que 
pueden ser utilizadas para producir distintos 
tipos de células especializadas para el 
tratamiento del individuo donante del 
núcleo somático; gracias a que las células 
especializadas obtenidas a partir de estas 
células ES son idénticas en términos 
genéticos a las del donante del núcleo 
somático, no serán rechazadas 
inmunológicamente. 
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Desarrollo de los organismos 
pluricelulares 


Todo animal o planta empieza su vida como una sola célula: un huevo fecundado. Durante 
el desarroMo esta célula se divide repetidas veces produciendo muchas células distintas, que 
configuran finalmente un patrón de wa complejidad y precisión espectaculares. En última 
instancia es el genoma lo que determina el diseño; el reto de la biología del desarrollo es 
cormprender de qué forma lo hace. 

Por la general el genoma es idéntico en todas las células; éstas se diferencian no por 
contener distinta información genética, sino porque expresan distintos grupos de genes. 
Esta expresión selectiva controla los cuatro procesos esenciales mediante los cuales se cons- 
truye el embrión: (1) la proliferación celular, que produce muchas células a partir de una 
sola; (2) la especialización celular, que genera células con distintas características en lugares 
diferentes; (3) las interacciones celulares, que coordinan el comportamiento de una célula con 
respecto a sus vecinas, y (4) el desplazamiento celular, que reorganiza las células formando 
tejidos y órganos estructurados (Figura 221). 

En un embrión en desarrollo todos estos procesos ocurren a la vez, en una variedad ca- 
lidoscópica de maneras distintas en las diferenies partes del organismo. Para emtender las 
estrategías básicas del desarrollo, tenemos que observarlo con mayor detalle. En particular 
tenemos que comprender la sucesión de cambios que ocurren desde el punto de partida de 
la célula individual y de qué forma el genoma actúa en su inteñjos. En la contienda, no hay 
niogún comandante al mando para dirigir las tropas; cada una de las células de las millares 
que forman el embrión debe tomar sus propias decisiones, de acuerdo con su copia de las 
iastrucciones genéticas y con sus circunstancias particulares. 

La cornplejidad de los animales y de las plantas radica en una característica capital en el 
sistema de control genético: las células tienen menoría, es decir, los genes que expresa una 
célula determinada y el modo en que ésta se comporta dependen del pasado de dicha célu- 
la, así corno de sus circunstancias presentes. Las células de nuestro cuerpo (células mus- 
culares, neuronas, células epiteliales, células intestinales, etc.) mantienen sus caracteres 
especializados no porque reciban continuamente las mismas instrucciones de su entorno, 
sino porque retienen un registro de señales que recibieron de sus antepasadas durante el 
desarroHo erbrionario ternprano. Los mecanismos moleculares de la memoria celular se 
han tratado en el Capítulo 7. En el presente capítulo, analizaremos sus consecuencias. 


MECANISMOS GENERALES 
DEL DESARROLLO ANIMAL 


Existen unos diez millones de especies de animales y son prodigiosamente variadas. Sería 
impensable que un gusano, una pulga, un águila o 11 calarnar gigante se generasen por los 
mismos mecanismos de desarrollo, como tampoco podríamos esperar que los mismos 
procedimientos se usaran tanto para hacer un zapato como para construir un avión. Quizá 
algunos principios abstractos serían similares, pero ¿cómo van a estarinvolucradas las mis- 
zas moléculas específicas? ] ) 
Uno de los hallazgos más sorprendentes de los últimos diez o veinte años ha sido que 
estas suposiciones eran erróneas. De hecho, la mayor parte de la inaquinaria del desarcollo 
es esencialmente la misma, no tan sólo en todos los vertebrados, sino también en todos los 
filums de invertebrados, Las moléculas que definen los. diversos tipos de células especializa- 
das son similares y están relacionadas desde un punto de vista evolutivo. Estas moléculas 
mmexrcan las diferencias entre las distintas regiones del cuerpo y participan en la creación de 
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Desarrollo de los organismos 
pluricelulares 


Todo animal o planta empieza su vida como una sola célula: un huevo fecundado. Durante 
el desarroMo esta célula se divide repetidas veces produciendo muchas células distintas, que 
configuran finalmente un patrón de wa complejidad y precisión espectaculares. En última 
instancia es el genoma lo que determina el diseño; el reto de la biología del desarrollo es 
cormprender de qué forma lo hace. 

Por la general el genoma es idéntico en todas las células; éstas se diferencian no por 
contener distinta información genética, sino porque expresan distintos grupos de genes. 
Esta expresión selectiva controla los cuatro procesos esenciales mediante los cuales se cons- 
truye el embrión: (1) la proliferación celular, que produce muchas células a partir de una 
sola; (2) la especialización celular, que genera células con distintas características en lugares 
diferentes; (3) las interacciones celulares, que coordinan el comportamiento de una célula con 
respecto a sus vecinas, y (4) el desplazamiento celular, que reorganiza las células formando 
tejidos y órganos estructurados (Figura 221). 

En un embrión en desarrollo todos estos procesos ocurren a la vez, en una variedad ca- 
lidoscópica de maneras distintas en las diferenies partes del organismo. Para emtender las 
estrategías básicas del desarrollo, tenemos que observarlo con mayor detalle. En particular 
tenemos que comprender la sucesión de cambios que ocurren desde el punto de partida de 
la célula individual y de qué forma el genoma actúa en su inteñjos. En la contienda, no hay 
niogún comandante al mando para dirigir las tropas; cada una de las células de las millares 
que forman el embrión debe tomar sus propias decisiones, de acuerdo con su copia de las 
iastrucciones genéticas y con sus circunstancias particulares. 

La cornplejidad de los animales y de las plantas radica en una característica capital en el 
sistema de control genético: las células tienen menoría, es decir, los genes que expresa una 
célula determinada y el modo en que ésta se comporta dependen del pasado de dicha célu- 
la, así corno de sus circunstancias presentes. Las células de nuestro cuerpo (células mus- 
culares, neuronas, células epiteliales, células intestinales, etc.) mantienen sus caracteres 
especializados no porque reciban continuamente las mismas instrucciones de su entorno, 
sino porque retienen un registro de señales que recibieron de sus antepasadas durante el 
desarroHo erbrionario ternprano. Los mecanismos moleculares de la memoria celular se 
han tratado en el Capítulo 7. En el presente capítulo, analizaremos sus consecuencias. 


MECANISMOS GENERALES 
DEL DESARROLLO ANIMAL 


Existen unos diez millones de especies de animales y son prodigiosamente variadas. Sería 
impensable que un gusano, una pulga, un águila o 11 calarnar gigante se generasen por los 
mismos mecanismos de desarrollo, como tampoco podríamos esperar que los mismos 
procedimientos se usaran tanto para hacer un zapato como para construir un avión. Quizá 
algunos principios abstractos serían similares, pero ¿cómo van a estarinvolucradas las mis- 
zas moléculas específicas? ] ) 
Uno de los hallazgos más sorprendentes de los últimos diez o veinte años ha sido que 
estas suposiciones eran erróneas. De hecho, la mayor parte de la inaquinaria del desarcollo 
es esencialmente la misma, no tan sólo en todos los vertebrados, sino también en todos los 
filums de invertebrados, Las moléculas que definen los. diversos tipos de células especializa- 
das son similares y están relacionadas desde un punto de vista evolutivo. Estas moléculas 
mmexrcan las diferencias entre las distintas regiones del cuerpo y participan en la creación de 
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1306 Capítulo 22: Desarrollo de los organismos pluricelulares 


ALINOS pod y $ 
ICO Gk JOJO) 


PROLIFERACIÓN CELULAR ESPECIALIZACIÓN CELULAR 


su diseño. Hay una serie de proteínas homólogas que a menudo son funcionalmente inter- 
cambiables entre especies muy diferentes. Una proteína de ratón producida de manera arti- 
ficial a menudo es capaz de llevar a cabo la misma función en una mosca de la misma 
manera que lo haría si se tratase de la versión de la proteína propia de la mosca, y viceversa, 
controlando a la perfección, por ejemplo, el desarrollo de un ojo o la arquitectura del cerebro 
(Figura 22-2). Gracias a esta unidad de mecanismos fuadamentales, podremos comprobar 
que los biólogos del desarrollo están ahora en vías de obtener un conocimiento coherente 
del desarrollo animal. 

Las plantas pertenecen a un reino aparte: su organización pluricelular ha evolucionado 
independientemente de los animales. También podemos referir para ellas un mecanismo 
fundamental unificado, pero distinto del que opera en los animales. En este capítulo trata- 
remos sobre todo del reino animal, pero hacia el final del mismo, nos referiremos breve- 
mente a las plantas, 


cerebelo 


+ 
Se. 


INTERACCIÓN CELULAR 


DESPLAZAMIENTO CELULAR 


Figura 22-1 Los cuatro procesos 
esendales por los que se farma un 
organismo pluricelular: proliferación 
celular, especialización celular, 
interacción celular y desplazamiento 
celular. 


Figura 22-2 Proteínas homólogas actúan 
de forma intercambiable en el desarrollo 
de ratones y de moscas. (A) Una proteína de 
mosca utilizada en un ratón. La secuencia 
del DNA de Drosophila que codifica la 
proteína Engrailed (una proteína de 
regulación génica) puede sustituir a 

la correspondiente secuencia que codifica 

la proteína Engralled-1 de ratón. La carencia 
de Engrailed-1 en el ratón provoca un defecto 
evidente en el encéfalo (no se desarrolla 

el cerebelo); la proteina de Drosophila 
sustituye de forma eficiente esta carencia, 
recuperando al ratón transgénico de su 
deformidad, (2) Una proteína de molusco 
utilizada en una mosca. La proteína Eyeless 
controla el desarrollo del ojo en Drosaphila; 


cuenda 3 z 
casa de que el ojo se desarrolle en tn lugar 
no habitual, por ejemplo, en una para. 
Cuando en una mosca transgénica se expresa 
eréneamente la proteína homóloga Pax-6 de 
un ratón, de una sepia o de casí cualquier 
animal que tenga ojos, tiene este mismo 
efecto, Las efectromicrografías de bando 
muestran un trozo de tejido ocular 

enla pata de una mosca, resultante de la 
expresión errónea de Eyeless de Drosophila 
(ariba) y de Pax-S de sepia (abajo). Para 
pader comparar, en el panel de la derecha 

se muestra un ojo entero de una Drosophila 
normal, a bajos sursentos, (A, de MC, Hanks 
etal, Developraent 125:4521-4539, 1998, 
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MECANISMOS GENERALES DEL DESARROLLO ANIMAL 


En primer Jugar, se explicarán los principios generales básicos del desarrollo animal y se 
presentarán las siete especies de animales que los biólogos del desarrollo han adoptado 
como organismos modelo. 


Los animales comparten algunas características anatómicas básicas 


Las sernejanzas entre las especies animales, en lo que respecta a los genes que controlan el 
desarrollo, reflejan una evolución de los animales a partir de un ancestro común en el cual 
estos genes ya estaban presentes. Áunque no sepamos qué aspecto tenía, el antepasado 
común de lombrices, moluscos, insectos, vertebrados y otros animales complejos, debía 
poseer muchos tipos de células diferenciadas que podríamos reconocer: por ejemplo células 
epidérmicas que formarían una capa externa protectora; células intestinales que absorberían 
los nutrientes de la comida ingerida; células musculares, que tendrían la finalidad del movi- 
miento; neuronas y células sensoriales, que controlarían el movimiento. El cuerpo debería 
estar organizado de forma que una capa de piel lo cubriera, debería existir una boca para la 
alimentación y un tubo digestivo que contuviera y procesara la comida; los músculos, ner- 
vios y otros tejidos estarían colocados en el espacio existente entre la piel o capa externa y el 
tubo digestivo interno. 

Estas características son comunes a casi todos los animales y corresponden a un esque- 
ma anatómico básico de desarrollo, La célula huevo (un almacén gigante de sustancias) se 
divide, o se segmenta, formando muchas células de menor tamaño. <ATTT> Estas células 
se cohesionan dando lugar a una lámina epitelial que mira hacia el medio externo. La mayor 
parte de esta lámina sigue siendo externa y constituye el eciodermo (el precursor de la epi- 
dermis y del sistema nervioso). Una parte de esta lámina se dobla hacia el interior formando 
el endodermo (el precursor del tubo digestivo y de apéndices corno los pulmones y el híga- 
do). Otro grupo de células se desplaza hacia el espacio entre el ectodermo y el endodermo 
formando el mesodermo (el precursor de los músculos, tejidos conjuntivos y otros elermnen- 
tos diversos). Esta transformación de una sencilla bola o esfera vacía de células en una es- 
tructura con tubo digestivo es lo que llamamos gastrulación (del griego: vientre), que de una 
forma u otra constituye una característica casi universal de cualquier animal en desarrollo. 
En la Figura 22-3 se ilustra el proceso tal como lo observamos en el erizo de mar. 
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Figura 22-3 Gastrulación en el erizo de mar. Un huevo fecundado se divide y produce una blástula, 

una esfera hueca formada por células epiteliales que delimita una cavidad. En el proceso de gastrulación, 
algunas células se dirigen hacia el interior formando el intestino y otros tejidos internos. 

(A) Electromicrografía de barrido que muestra el plegamiento incipiente del epiteño. (B) Dibujo que 
muestra de qué forma un grupo de células se desgaja del epitelio formando el mesodermo. (C) Entonces, 
estas células reptan por la cara interna de la pared de la blástula. (D) Mientras tanto el epitelio continúa 
plegándose hada adentro formando el endodermo. [E y F) El endodermo invaginado se extiende en 
forma de sun largo tubo. (6) El extremo del tubo digestivo entra en contacto con la pared de la blástula 
enel iugar de la funara abertura bucal. El ectodermo y el endodermo se fusionarán y se formará 

ificio. 04) Plan corporal animal básico, con una hoja ectodérmica exteñor, un tubo endodérmico 
mercalado ente embos (A, de RO Burke ez al, Dev Biol 146:342-557, 1991, 

n de Academic Press; B-S, de L Wolpert y L Gustalson, Endeavour 2685-90, 1967. Lon 
artornzadión de Elsevier] 
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La evolución se ha diversificado a partir de los fundamentos anatómicos y moleculares 
que describiremos en el presente capítulo, produciendo la maravillosa variedad de las espe- 
cies actuales. Pero la perpetuación subyacente de los genes y de los mecanismos significa 
que el estudio del desarrollo de un animal en particular a menudo lleva a la percepción del 
desarrollo de muchos otros tipos de animales. De todo elo podemos inferir que los biólogos 
del desarrollo, al igual que los biólogos celulares, tienen la ventaja de poder abordar los pro- 
blemas fundamentales utilizando cualquier especie que ofrezca el camino más sencillo pa- 
ra encontrar una respuesta. 


Los animales pluricelulares son ricos en proteínas que intervienen 
en las interacciones celulares y la regulación génica 


La secuenciación del genoma revela hasta qué punto lega la similitad molecular entre 
especies, El nematodo Caenorhabditis elegans, la mosca Drosophila melanogaster y el vex- 
tebrado Horno sapiens son los tres primeros animales de los cuales se obtuvo una secuen- 
ciación completa del genoma. En el árbol filogenético de la evolución animal se encuentran 
muy distantes entre sf se cree que el linaje del que proceden los vertebrados se separó del de 
las nematodos, insectos y moluscos hace más de 600 millones de años. A pesar de ello, cuando 
comparamos sistemáticamente los 20.000 genes de €. elegans con los 14.000 de Drosophila 
y con los 25.000 genes humanos, encontramos que alrededor del 50% de los genes de cada 
una de estas especies tienen homólogos claramente identificables en las otras dos especies 
o por lo menos en una de ellas. En otras palabras, el 50% o más del conjunto de todos los ge- 
nes humanos tiene versiones que ya estaban presentes en el antepasado común de gusanos 
moscas y hrunanos. 

Como es lógico, no todo se conserva: hay algunos genes que deseropeñan un papel 
clave en el desarrollo de los vertebrados que no tienen bomólogos en el genoma de C. ele- 
gens ni en el de Drosophila y viceversa. Sin embargo una gran parte del 50% no tiene hornó- 
logos identificables en otros Bllumas, seguramente porque sus funciones son de menor 
importancia. Aunque estos genes no conservados se transcriben y están bien representados 
en las bibliotecas de cONA, los estudios sobre la variabilidad de la secuencia de aminoácidos 
y del DNA en y entre poblaciones naturales indican que estos genes raramente pueden mutar 
sin ocasionar alteraciones importantes; cuando se inactivan de forma artificial, las conse- 
cuencias no son tan graves coruo en el caso de genes que tienen homólogos en especies evo- 
lutivamente distantes. Debido a que estas especies son capaces de evolucionar con rapidez, 
algunas decenas de millones de años bastarían para borrar cualquier semejanza familiar o 
para que se produzca su desaparición del genoma. 

Los genomas de las distintas clases de animales difieren también por el hecho, ya des- 
crito en el Capítulo 1, de que existen variaciones sustanciales en la capacidad de duplica- 
ción génica: la cantidad de genes duplicados a lo largo de la evolución de los vertebrados es 
realmente importante, lo que implica que un mamífero o un pez tiene a menudo varios ho- 
mólogos que corresponden a un solo gen de gusano o de mosca. 

A pesar de estas diferencias, en una primera aproximación podríamos decir que todos 
estos animales denen a su disposición ma dotación de proteínas similar para levar a cabo 
funciones esenciales. En otras palabras, estos anirnales construyen su cuerpo utilizando, a 
groso modo, el mismo equipo molecular 

¿Cuáles son los genes necesarios en la construcción de animales pluwricelulares, más allá 
de los que utiliza una cétula aislada? La comparación de los genomas animales con los de le- 
vadura (un eucariota unicelular) sugiere que existen dos clases de proteínas que son espe- 
cialmente importantes en la organización phuricebular. El primer tipo es el de las moléculas 
trausmernbrana, que intervienen en la adhesión y la señalización cehular. Hasta 2000 genes 
úe C. elegans codifican receptores de superficie, proteínas de adhesión cebular y canales ló- 
nicos que no están presentes en las levaduras o lo están en un número muy reducido. El se- 
gundo tipo de proteínas son las reguladoras de genes: son proteínas que se unen al DNA y se 
encuentran en mayor número en el genoma de C. elegans que en el de las levaduras. Por 
ejemplo, la familia de estricta básica hélice-bucle-hélice ene 41 miembros en C. elegans, 
34 en Drosophila, 131 en humanos y sólo 7 en las levaduras; otras familias de reguladores de 
la expresión génica también están mucho más representadas en los animales que en las le- 
vaduras. No es sorprendente, pues, que estas dos clases de proteínas sean centrales en la 
biología del desarrollo: como veremos más adelante, el desarrollo de los aniraales pluriceha- 

lares está dorninado por las interacciones céluila-célida y por la expresión génica diferencial. 


ES 
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Cormo ya se ha comentado en el Capítulo 7, los micro-RNA también tienen un papel 
destacado en el control de la expresión génica durante el desarrollo, pero parece que tienen 
menor importancia comparados con las proteínas, Así pues, un embrión mutante de pez 
cebra, que carece por corapleto de la enzima Dicer (necesaria en la producción de miRNA 
funcionales), empieza su desarrollo casi normalmente, mediante la formación de distintos 
tipos celulares y con un esquema corporal organizado de forma más o menos correcta, an- 
tes de que las anormalidades sean graves. 


El DNA regulador define el programa de desarrollo 


Gusanos, moscas, moluscos y mamiferos comparten muchos de los tipos básicos de células 
y todos ellos tienen boca, tubo digestivo, sistema nervioso y piel; pero más allá de algunas 
características esenciales, son radicalmente distintos en su estructura corporal, Si es el ge- 
noma lo que determina la estructura del cuerpo y estos anímales tienen una dotación de genes 
tan similar, ¿córno pueden ser tan distintos? 

Las proteínas codificadas por el genoma pueden considerarse como los componentes 
de una caja de construcción. Con ella se pueden construír muchas cosas, al igual que con un 
juego infantúl de construcciones. Podernos construir camiones, casas, puentes, grúas, etc., 
tan sólo uniendo las piezas en combinaciones diferentes. Algunas piezas deben ir necesa- 
rnamente juntas (tuercas con tornillos, ruedas con neumáticos y con ejes), pero la organi- 
zación a gran escala del objeto final no está definida por estas subestructuras, sino más bien 
por el manual de instrucciones que acompaña las piezas e indica cómo se tienen que 
ensamblar. 

En gran parte, las instrucciones necesañías en la formación de un animal pluricelular se 
encuentran en el DNA regulador no-codificante que está relacionado con cada gen. Como ya 
se mencionó en el Capítulo 4, cada uno de los genes de un organismo pluricelular tiene aso- 
ciados millares o decenas de millares de nucleótidos de DNA no-codificante. ELNDNA contie- 
ne, diseminados en su interior, docenas de elementos reguladores distintos llamados 
activadores (son segmentos cortos de DNA que reactúan como lugares de unión de comple- 
jos especificos de proteínas reguladoras). En términos generales, como se explicá en el 
Capítulo 7, la presencia de un determinado módulo regulador de este tipo conduce a la ex- 
presión del gen, cualquiera que sea el lugar de ensamblaje en la célula de este complejo de 
proteínas que reconoce un segmento determinado de DIA; en algunos casos se produce 
una inhibición, o un efecto rmás complicado, en vez de la expresión del gen. Si pudiéramos 
descifrar el conjunto total de módulos reguladores asociados a un gen, comprenderiamos 
cuáles son las condiciones moleculares bajo las cuales se sintetiza el producto génico. 
Podemos decir, pues, que este DNA regulador define el programa secuencial del desarrollo, 
es decir, las reglas para pasax de un estado al siguiente, a medida que las células proliferan 
y se van situando en el embrión en relación con su entorno; entonces se ponen en funcio- 
namiento nuevos gripos de genes, según las actividades de las proteínas que contengan en 
cada momento (Figura 22-4). Es obvio que las variaciones en las proteinas tanobién contl- 
buyen a generar diferencias entre las especies. Pero aunque las proteínas codificadas por el 
genoma permanecieran invariables por cormpleto, un cambio en el DNA regulador sería su- 
ficiente para generar tejidos y estructuras corporales radicalmente diferentes. 

Cuando comparamos especies animales con esquemas corporales amy semejantes 
(p. ej, peces, aves y mandíeros), vemos que por lo general los genes correspondientes tienen 
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Figura 22--4 De qué forma el DNA regulador 
define la pauta en la secuencia de expresión 
génica durante el desarrolla, Los genomas 
delos organismos A y B codifican el mismo 
grupo de proteínas pero tenen un DNA 
regulador distinto. Las dos células del panel 
empiezan en el mismo estado; en el estadio 1 
expresan las roismas proteínas, pero en el 
estadio 2 muestran estados totalmente 
distintos a causa de una disposición 

diferente de los módulos reguladores. 
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equipos de unidades reguladoras similares: las secuencias de DNA de muchas de ellas están 
bien conservadas y podemos reconocer homólogos en los diversos animales. Lo mismo es 
cierto si comparamos diferentes especies de nernatodos o diferentes especies de insectos. 
Pero cuando compararnos regiones reguladoras de vertebrados coxlas de un gusano o una 
mosca, es dificil ver tal semejanza. Las secuencias de codificación de proteínas son indiscuti- 
blemente similares, pero las secuencias correspondientes al DNA regulador son muy distia- 
tas. Este hallazgo es lo que cabría esperar si los diferentes esquemas corporales fuesen 
principalmente el resultado de cambios en el programa del DNA regulador y conservaran la 
mayor parte de los grupos de proteínas. 


La manipulación del embrión revela las interacciones 
entre sus células 


Ante la complejidad de un animal adulto, ¿cómo empezar el análisis del proceso que lo ha 
traído a la existencia? El primer paso esencial sería describir los cambios anatómicos (los 
patrones de división celular, crecimiento y movimiento) que transforman el huevo en un 
organismo maduro. Esta es la tarea que asume la embriología descriptiva, y es más difícil de 
lo que en un principio se podría pensar. Para explicar el desarrollo en términos de corapor- 
tamiento celular necesitamos poder seguir los pasos de las células individuales a través de 
sus divisiones, transformaciones y migraciones en el embrión. Los fundamentos de la em- 
briología descriptiva se trazaron durante el síglo xIx, pero el trabajo minucioso de rastrear 
los linajes celulares continúa siendo un reto para el ingenio de los biólogos del desarrollo 
(Bgura 22-35), 

Dada una descripción, ¿cómo podernos continuar hasta descubrir los mecanismos cau- 
sales? Tradicionalmente los embriólogos experimentales han intentado comprender el desa- 
rrollo en términos de modos de interaccionar de las células y los tejidos, que levan a generar 
la estructura pluricelular. Por otro lado, los genéticos del desarrallo han intentado analizar el 
desarrollo en términos de acciones de los genes. Estas dos metodologías son complemen- 
tarias y convergen configurando el conocirniento actual, 

En embriología experimental, las células y los tejidos de los animales en desarrollo se 
eliminan, se redistribuyen, se trasplantan o bien se cultivan de forma aislada; con todo ello 


Figura 22-5 Experimento de seguimiento 
de un linaje celular en un embrión temprano 
de pollo. Las figuras de la fila superior se 
presentan a bajo atimento y muestran el 
embrión entero; las figuras de la fila inferior 
son de detalles, mostrando la distibución 

de células marcadas. El experimento de 
seguimiento revela reordenamientos celtula- 
res complejos y drásticos. (A, D) Se han 
utilizado dos manchas finas de colorante 
fuorescente, una roja y otra verde, para teñir 
pequeños grupos de células en un enbrión 
alas 20 horas de incubación. Aunque el 
embrión todavía aparece corno un pliego de 
tejidos sin forma, ya presenta alguna especia- 
lización. Las manchas se han situado a cada 
lado de tna estructura Hernada nodo. (A, E) 
Seis horas más tarde, algunas de las células 
rrarcadas permanecen en el nodo (que se ha 
desplazado hacía atrás), formando una 
mancha brillante de Auorescencia, mientras 
que otras células han empezado a desplazar- 
se hacia delante en relación al nodo. (€, F) 
Después de otras 8 horas, el plan corporal es 
claramente visible, con una cabeza en el 
extremo frontal (arriba), un eje central y, a 
cada uno de sus lados, filas de segmentos 
corporales embrionarños llamados somitas. El 
nodo ha retrocedido aún más hacia la cola; 
algunas células marcadas al principio 
pesranecen pinto al noda, formando una 
mancha brillante fluorescente, eientras 

que otras han migrado a posiciones yy 
amteñores formando parte de las sornitas, 
Cortesia de Raquel Mendes y Leonor Saúde.) 
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se intenta descubrir la influencia que ejercen unos sobre otros. A menudo los resultados son 
sorprendentes: por ejermplo, un embrión en un estadio temprano del desarrollo que es cor- 
tado por la mitad, puede dar lugar a dos animales completos y perfectamente formados; o 
un trozo pequeño de tejido trasplantado a una nueva localización puede reorganizar toda la 
estructura del cuerpo en desarrollo (Figura 22-65). Este tipo de observaciones se pueden ex- 
tender y precisar de modo que podamos descifrar las interacciones célula-célula y las reglas 
del comportamiento celular. Los experimentos son más fáciles de llevar a cabo en embrio- 
nes de gran tamaño, que son fácilmente accesibles mediante microcirugía. Por lo tanto, las 
especies más utilizadas son las aves, especialmente el pollo y los anfibios, sobre todo la rana 
africana Xenopus laevis. 


Los estudios de animales mutantes identifican los genes 
que controlan los procesos del desarrollo 


La genética del desarrollo empieza con el aislamiento de animales mutantes cuyo desarrollo 
es anormal. Es habitual utilizar un cribaje genético, tal como se ha descrito en el Capítulo 8. 
Los animales progenitores se tratan con mutágenos químicos o con radiación ionizante pa- 
ra inducir alteraciones en sus células germinales; luego se examina un gran número de sus 
descendientes. Los escasos individuos mutantes que muestran alguna anomalía interesante 
(p. ej., el desarrollo alterado de un ojo). son los que se eligen para su estudio posterior. De es- 
ta forma es posible descubrir los genes que son necesarios para el desarrollo normal de una 
característica determinada. Mediante la clonación y la secuenciación podemos identificar el 
producto proteico, investigar cómo funciona y empezar un análisis del DNA regulador que 
controla su expresión. ; 

Elmétodo genético es más fácil con animales de pequeño temaño, con Hempos de ge- 
neración cortos y que puedan críarse en el leboratorio. El primer animal que se estudió de 
esta forma fue la mosca Drosophila melanogaster, sobre la cual nos extenderemos más 
adelante. Pero el mismo método se ha aplicado con éxito al nematodo Caenorhabditis ele- 
gans, al pez cebra Danio rerio y al ratón Mus musculis. Aunque los humanos no son objeto 
de mutación intencionada, también en casos de anormalidades han sido objeto de cribajes 
genéticos, práctica que se ha realizado en numerosos individuos a través del sistema sanita- 
río. Han surgido muchas mutaciones en humanos que causan anormalidades compatibles 
con la vida; el análisis de los individuos afectados y de sus células ha proporcionado conoci- 
injentos importantes sobre la naturaleza de los procesos del desarrollo. 


La célula toma decisiones sobre su desarrollo mucho antes 
de mostrar algún cambio visible 


Simplemente a través de una observación cuidadosa, o con la ayuda de colorantes traza- 
dores (vitales) o de otras técnicas de marcaje celular, se puede descubrir cuál será el destino 
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Figura 226 Algunos resultados 
sorprendentes que se han obtenido en 
embriología experimental. <ATTG> 
En (A), un embrión temprano de anfibio 
se secciona casi totalmente por la mitad 
haciendo un nudo con un cabello. 

En (8), un embrión de anfibio en un 
estadio algo más tardío recibe un 
injerto de un grupo reducido de 
células procedente de otro embrión 

en el mismo estadio. Estas dos 
operaciones totalmente distintas dan 
lugar a un solo embrión que desarrolla 
un par de gemelos unidos (siameses). 
En el experñmento (A) también es 
posible seccionar el embrión en dos 
mitades separadas por completo; en 
este caso se desarrolian dos renacuajos 
separados y perfectamente formnados. 
(A, según H. Spemana, Embryonic 
Development and induction, New 
Haven: Yale University Press, 1933; B, 
según ). Holtfreter y Y. Hamburger, en 
Analysis of Development [8.H, Willier, 
PA. Weiss y V. Hamburger, eds., pp. 230- 
296. Philadelphia: Saunders, 1955.) 
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de una célula determinada en un embrión que se desarrolla normalmente. Por ejemplo, la 
célula podría estar destinada a morir, o a convertirse en una neurona, o formar parte de un 
órgano como el pie o producir una progenie diserinada por todo el cuerpo. No obstante, 
conocer el destino celular, en este sentido, es no conocer casi nada sobre el carácter intrín- 
seco de la célula. Como máxirno, la célula destinada a convertirse, por ejemplo, en una neu- 
rona podría estar especializada de antemano de tal forma que existiera plena garantía de 
queserá una neurona con independencia de las perturbaciones de su entorno; esta célula se 
dice que está determinada a su destino. La situación extrema opuesta a la anterior sería que 
la célula fuera bioquímicarmente idéntica a otras células con destinos distintos, la única di- 
ferencia entre ellas sería su localización, la cual deterrminaría la exposición de las células a 
distintas influencias en un futuro. 

Se puede examinar el estado de determinación de una célula trasplantándola a un en- 
torno alterado (Figura 22-7). Una de las conclusiones más importantes de la embriología 
experimental ha sido que, gracias a la memoria celular, una celula puede convertirse en 
determinada mucho antes de que muestre algún sígno externo evidente de diferenciación. 

Entwe los dos extremos de una célula plenamente determinada y una indeterminada por 
completo hay un amplio espectro de posibilidades. Por ejemplo, una célula puede estar ya 
algo especializada para su destino normal, con una fuerte tendencia a desarrollarse en tal di- 
rección, pero ser todavía capaz de cambiar y experimentar un destino distinto si se coloca en 
un entorno coercitivo. Algunos biólogos del desarrollo describían esta célula como una cé- 
lula especificada o comprometida, pero todavía no determinada. También puede darse el ca- 
so de que una célula esté determinada, por ejemplo, a convertirse en una célula del cerebro, 
pero todavía no esté determinada sobre si será un componente neuronal o glial. Parece ser 
que no es raro que células adyacentes del mismo tipo interaccionen y dependan unas de 
Otras para mantener su carácter especializado, de forma que se comportan como determi- 
nadas cuando permanecen juntas, pero no si se aíslan de sus compañeras habituales. 


Las células recuerdan valores posicionales que reflejan 
su localización en el cuerpo 


En muchos sistemas, mucho antes de que las céhilas queden comprometidas a diferenciarse 
en un tipo celular específico, han pasado a ser regionalmente determinadas, esto es, activan y 
mantienen la expresión de genes que se podrían considerar marcadores de una localización 
o región del cuerpo. Este carácter, específico de posición de una célula, se Hama valor posi- 
cional y sus efectos se manifiestan en el tipo de cormportamiento de la célula enios estadios 
subsiguientes de la formación del parón corporal 

El desarrollo de la pata y el ala del pollo constituye un ejemplo notable de ello. Tanto la 
pata como el ala de un adulto están formados por músculos, huesos, piel, etc., con una dis- 
tribución de tejidos diferenciados que es casi exactamente igual en ambos casos. La distin- 
ción entre las dos extremidades no está en los tipos de tejidos sino en la forma en que estos 
se distribuyen en el espacio. ¿Cómo se Hega a esta diferencia? 

En el embrión de pollo, la pata y el ala se originan casi al mismo tiempo, en Unas ye- 
mas lingiiiformes que sobresalen del costado. Al principio, las céhilas de los dos pares de 
yemas tienen un aspecto similar y son uniformemente indiferenciadas. Pero un experimento 


Figura 22—7 Test estándar 
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Figura 22-43 Un tejido, que se desarrollaría 
como un muslo, al ser injertado en la punta 
de la yema de un ala de pollo da lugar a 
dedos del pie. [Según JM, Saunders et al, 
Dev. Biol. 1281-307,1959, Con autorización de 
Acadermic Press) 
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muy sencillo demuestra que esta apariencia de similitud es engañosa. Se puede cortar 
un trozo pequeño de tejido indiferenciado de la base de una yema de pata, a partir de la 
región que daría lugar al muslo, y luego injertarse en la punta de la yema del ala. 
Sorprendentemente, el injerto no desarrolla la parte apropiada de la punta del ala, ni tarn- 
poco un trozo de tejido de muslo, sino un dedo del pie (Figura 22-8). Este experimento de- 
muestra que las células de la yema de pata están ya determinadas a ser una pata, pero no 
están aún comprometidas de forma irreversible a formar una parte concreta de la pata: to- 
davía pueden responder alas indicaciones de la yema de ala, de forma que pueden dar lugar 
a estructuras más apropiadas a la parte distal que a la base. El sistema de señales que con- 
trola las diferencias entre las partes de uma extremidad es en aparencia el mismo, tanto 
para la pata como para el ala. La diferencia entre las dos extremidades resulta de una dife- 
rencia en el estado interno de las células respectivas al principio del desarrollo de la extre- 
midad. 

En los vertebrados, la diferencia del valor posicional entre las células de los miembros 
anteriores y la de los posteriores corresponde a la expresión de distintos grupos de genes que 
codifican proteínas reguladoras; se cree que estas proteínas son las responsables de que 
las células de cada yema se comporten de modo distinto (Figura 22-9). Más adelante, en es- 
te mismo capítulo, se explicará cómo empieza el siguiente nivel de diseño, que es más deta- 
lado, en una determinada yema de extremidad. 


Mediante señales inductoras se generan, de una manera ordenada, 
diferencias entre células inicialmente idénticas 


En cada una de las etapas del desarrollo, una célula embrionaria goza de un número limita- 
do de opciones según el estadio que haya alcanzado. Durante el desarrollo, esta célula viaja 
por una ruta que se ramifica repetidamente. En cada ramificación ha de tomar decisiones y 
es la secuencia de estas decisiones la que determina su destino final. De esta forma se origi- 
nan sistema conaplejo de tipos celulares. 

Para comprender el desarrollo hemos de saber cómo se ejerce el control sobre cada una 
de las decisiones y cómo influyen las opciones toruadas previamente. El problema podría 
rechucirse a una sencilla pregunta: ¿córno llegan a ser distintas dos células con el mismo ge- 
nora, pero separadas espacialmente? 

El método más habitual de obtener células diferenciadas es exponerlas a diferentes con- 
diciones ambientales; las inducciones más importantes que ejerce el entorno en las células 
erabrionarias son las señales que proceden de las células vecinas. Por lo tanto, en el modelo 
que es probablemente el más común, cuando un grupo de células con el mistmo potencial 
de desarrollo inicial recibe una señal de las células de fuera del grupo, el resultado es que 
uno o más miembros de este grupo entra en una vía de desarrollo que conduce a un carác- 
ter distinto, Este proceso se llama interacción inductiva. Por lo general, la señal está limitada 
en espacio y erapo, de forma que sólo un subgrupo de las células competentes (aquellas 


que están más cerca del origen de la señal) toman el carácter inducido (Figura 22-10). 


Algunas señales inductoras son de corto alcance (sobre todo las que se transmiten por 
contacto cétala-cétula); otras son de largo alcance, mediadas por moléculas capaces de di.- 
fuadir a través del medio extracelular. El grupo de células inicialmente competentes que res- 
ponden a la señal a veces se denomina grupo de equivalencia o campo morfogénico. Este 
grupo puede consistir sólo en dos células o en millares de células; el número de las que pue- 
den ser inducidas varía según la magnitud y la distribución de la señal 
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Figura 22-9 Embrión de pollo a los 6 días 
de incubación, mostrando las yemas de las 
extremidades teñidas mediante hibridación 
in situ con sondas que detectan la expresión 
de los genes Tbx4 y T6x5 y Pibe, que 
codifican proteínas relacionadas con 

la regulación de genes. Las células que 
expresan Tbx5 formarán un ala; las que 
expresan Tbx4 y Pitx1 formarán una pata, 
Cuando Pibd se expresa erróneamente 

de forma artificial en la yema de un ala, 

hace que la extremidad se desarrolle con 
características de pata. (Cortesía de 

Malcolm Logan.) 
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Figura 22-10 Señalización inductiva. 
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2. división simétrica: las células hermanas se vuelven diferentes como 
resultado de las influencias que actúan sobre ellas después de su nacimiento 


Una división celular asimétrica puede dar lugar 
a células hermanas diferentes 


La diversificación celular no siempre depende de señales extracelulares; en algunos casos, 
nacen células hermanas que son diferentes como resultado de uma división asinmébica, 
durante la rual se reparte de forma desigual entre las dos células un grupo significativo de 
moléculas. La molécula o grupo de moléculas segregadas asimétricamente actúan como 
determinantes del destino de una de las células y alteran de forma directa o iadirecta el mo- 
delo de expresión génica de la célula hija que la recibe (Figura 22-11). 

Las divisiones asimétricas ocurren a menudo al principio del desarrollo, cuando el huevo 
fecundado se divide y produce células hijas con distintos destinos, pero también pueden 
ocwrir en etapas posteriores, como por ejemplo durante la génesis de las células nerviosas. 


La retroalimentación positiva genera asimetría 
donde antes no la había 


La señalización inductora y la división celular asimétrica representan dos estrategias distin- 
tas que dan como resultado diferencias significativas entre las células. No obstante, los dos 
procesos presuponen algín tipo de asimetría anterior en el sistema: la fuente de la señal 
inductora tiene que estar localizada de manera que algunas células reciban la señal con fuer- 
za y otras no; o bien la célula madre antes de dividirse ya ha de tener una asimetría interna. 
Muy a menudo, la historia del sistema asegura que algunas de estas asimetrías estén pre- 
sentes. Pero ¿qué ocurre cuando no es así, o cuando la asimetría inicial es muy leve? 

La respuesta está en la retroalimentación positiva: gracias a ella un sistema que em- 
pieza siendo hornogéneo y simétrico puede inodelarse a sí mismo de manera espontánea, 
aunque no exista ninguna señal externa organizada. Y ocurre con frecuencia que, donde el 
entorno o las condiciones iniciales imponen alguna asimetría incipiente y débil pero defini- 
da, la retrroalimentación positiva permite megnificar el efecto y generar un patrón maduro. 

Para ilustrar la idea, consideremos un par de células adyacentes que empiezan en un 
estado similar y que pueden intercarnbiar señales influyendo una en el comportamiento de 
la otra (Figura 22-12). La célula que más sustancia X produce, que más indicaciones envía a 
su vecina para que ésta inbiba la producción de X Este tipo de interacción célula a célula se 
Dama inhibición laseral y orígina un circuito de retroalimentación positiva que tiende a arn- 
plibicar cualquier diferencia inicial entre las dos células. Tal diferencia puede surgir a partir 
de un sesgo impuesto por algún factor externo anterior o se podría originar simplemente 
característica inevitable de los circuitos de control 


por Huctuaciones al azar o “ruido”, una 


Figura 22-11 Dos vías de formación 
de células hermanas diferentes. 


MECANISMOS GENERALES DEL DESARROLLO ANIMAL 


Un sesgo transitorio genera 
una asimetría débil 


RETROALIMENTACIÓN POSITIVA: 
la asimetría se autoamplifica 


BIESTABILIDAD: 
los sucesos alternativos todo o nada constituyen una memoria estable 


genético tratados en el Capítulo 7. En cualquier caso, la inhibición lateral significa que si una 
célula n.* 1 produce un poco más de X, será la causa de que la célula n.* 2 produzca menos; 
y como la célula n.? 2 produce menos X, entonces transmite menos inhibición a la célula 
1.91 y de esta forma permite que la cantidad de X en la célula n.2 1 aumente todavía más; y así 
podría continuar hasta alcanzar un estado estacionario en el cual la célula n.? 1 contenga 
mucho X y la célula n.* 2 muy poco. 

Los análisis matemáticos muestran que este fenómeno depende de la fuerza del efecto 
de la inhibición lateral: si es muy débil, las fluctuaciones van desapareciendo y no tiene nin- 
gún efecto duradero, pero si es bastante fuerte y brusco, las fuctuaciones se irán amplif- 
cando aceleradamente hasta romper la simetría inicial entre las dos células. A menudo en la 
inhibición lateral interviene el intercambio de señales por contacto célula-célula por la vía 
de señalización Noteh (como se explicó en el Capítulo 15), que es un mecanismo común de 
diferenciación celular en tejidos animales que permite a las células especializarse de distin- 
tos modos, 


. 


La retroalimentación positiva genera patrones, respuestas 
de todo o nada y proporciona memoria 


Procesos similares de retroalimentación pueden actuar en series más grandes de células y 
generar muchos tipos de modelos espaciales. Por ejemplo, una sustancia A fun activador de 
corto alcance) podría estimular su propia producción en las células que la contienen y en 
sus vecinas más próximas y, al mismo, tiempo inducidas a producir una señal H (un inhibi- 
dor de largo alcance) que difundiera rápidamente e inbibiera la producción de A en las cé- 
iulas situadas en un lugar más alejado. Si todas las células empiezan al mismo ritino pero un 
grupo de ellas gana uma pequeña ventaja fabricando un poco más de A que el resto, enton- 
ces la asimetría se autoampliñica. La activación de corto alcance combinada con la 
inbibición de largo alcance podrían dar lugar a la formación de grupos de células en el inte- 
dior de un tejido hornogéneo que se especializarían como centros de señales localizados. 

Por orco lado, la retroalimentación positiva también puede ser un instrumento median- 
te el que una célula individual se transforma de forma espontánea en polarizada e interna- 
mente asimética, mediante sistemas de señales intracelulares que permiten gue una 
asimetría inicialmente débil se autoamplifique. 

Ciertos principios generales se ponen en práctica gracias a éstas y Otras muchas varia- 
jones sobre el tema de la revroslimentación positiva. En cada uno de los ejeraplos descritos 
dimnentación positiva lleva auna rotura de la simetría, y ésta se conmaporta cono un 
fenómeno de todo o nada. Sila retroelimentación se encuentra por debajo de un cierto um- 


£ 
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Figura 22-12 Génesis de asimetría por 
retroalimentación positiva. En este ejemplo 
dos células interactúan entre sí de forma que 
cada una de ellas produce una sustancia X 
que actúe sobre la otra célula inhibiendo la 
produción de X, un efecto conocido como 
inhibición lateral. Un aumento de X en una de 
las células conduce a una retroalimentación 
positiva que tiende a incrementar X aún más 
en esta célula y a disminuir X en la celula 
vecina, Este hecho puede generar una 
inestabilidad desbocada, y provocar que 

las dos células se vuelvan radicalmente 
diferentes. En último término, el sistema acaba 
por quedarse en uno u otro de los dos estados 
estables opuestos, La elección final de uno de 
los estados representa una forma de memoria: 
la pequeña infuencia que inicialmente dirigió 
la elección, ya no es necesaria para que el 
estado se mantenga. 
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bral, las células quedan esencialmente iguales. Pero si se halla por encima, entonces sufren 
una diferenciación súbita. Por encima de este umbral el sistema es biestable o multiestable, 
es decir, oscila hacia uno u otro de los dos o más estados posibles, según cuál sea la célula (o 
cuál de los dos extremos de una sola célida) que gana la ventaja inicial 

La elección de uno de los resultados alternativos puede venir determinada por una 
señal externa que confiere a una de las células una pequeña ventaja inicial. Pero cuando ha 
actuado la retroalimentación positiva, esta señal externa es ya irrelevante. La rotura de la si- 
metría, una vez establecida, es difícil que revierta; la retroalimentación positiva hace que el 
estado asimétrico escogido se autormantenga, incluso después de que la señal que ha inicia- 
do el proceso haya desaparecido. De esta forma, la retroalimentación positiva proporciona al 
sistema una memoria de señales pasadas. 

Todos estos efectos de la retroalimentación positiva (rotura de la simetría, respuestas 
toda o nada, biestabilidad y memoria) van siempre juntos y los encontramos una y otra vez 
en los organismos en desarrollo, Son fundamentales en la producción de modelos celulares 
estables y delineados con precisión. 


Un pequeño grupo de vías de señalización, utilizado de forma 
repetida, controla el patrón de desarrollo 


¿Qué son, pues, las moléculas que actúan como señales y coordinan la formación del patrón 
de desarrollo en un embrión, ya sea generando asimetría de novo o como inductoras de cen- 
tros de señales establecidas controlando la diversificación de las cétulas vecinas? En princi- 
pio, cualquier clase de molécula extracelular podría servir. En la práctica, la mayoría de los 
casos inductivos bien conocidos en el desarrollo animal están gobernados sólo por unas 
cuantas familias de proteínas señal altamente conservadas, que se reutilizan una y otra vez 
en diferentes contextos y situaciones, El descubrimiento de este vocabulario lirnitado que 
utilizan las células en sus cormunicaciones durante el desarrollo ha tenido lugar reciente- 
mente y constituye uno de los grandes hallazgos que más ha simplificado la biología del de- 
serrollo. En la Tabla 221 se rauestran las seis familias principales de proteínas señal que 
sirven corno inductoras del desarrollo animal. Los detalles de los mecanismos intracelulares 
por los cuales actúan estas moléculas se han explicado en el Capítulo 15. 

El resultado final de la mayoría de los fenómenos inductivos es mn cambio en la trans- 
cripción del DNA celular, activándose algunos genes y desactivándose otros. Diferentes mo- 
léculas señal activan clases distintas de proteínas que intervienen en la regulación génica. 
Adernmás, el efecto activador de una determinada proteína reguladora dependerá de cuáles 
son las otras proteínas reguladoras presentes en la célula, ya que por lo general actúan en 
combinación. Como resultado de ello, diferentes tipos de células responderán de forma dis- a 
tinta a una misma señal en otro momento, La respuesta dependerá tanto de las otras pro- 
teínas reguladoras que estén presentes antes de que llegue la señal como de otras señales 


Tabla 22-1 Algunas proteínas señal da IDISPAEnEn una y otra vez como inductores en el aessmrolto anna Ñ 


Receptor tirosina quinasa ( : receptores EG F po : Argos 
FGF (Branchless). receptores FGF (Breathless) 
Efrinas teceptores Eph 7 Ls Me o 
Superfarnilia TGFB TGFB 0 " seceptores TGFP a ” cordina (Sog), noguina' am 
BMP (Dpp) receptores BMP. 
Modal ! a a . Ñ 
Wnt Vint (Wingless). Frizzled E -  Dickkopf, Cerberus 
Hedgehog Hedgehog y Patched, Smoothened En A SS vol ies 
Notch Delta Motch e Fig. 


Sola se han enumerado las más representativas de cada clase, principalmente las mencionadas en este capítulo, Los nombres peculiares para Drosophila se 
muestran entre paréntesis, Muchos de los cormponentes listados tenen vas homólogos que se disboguen con números (FGF1, FGFZ exc) o con sobrenornbres 
(Sonic hedgehog, Lunatic fringe). Otras vias de señalización, como ISK/STAT, receptor de la hormona nuclear y las vías con receptor acoplado a proteina G 
tarmbién dese daran papel importante en algunos procesos de desarrollo, 
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que la célula esté recibiendo en el mismo momento, hecho que refleja que la célula recuer- 
dalas señales recibidas previamente. 


Los morfógenos son inductores de largo alcance que ejercen 
efectos graduales 


Parece ser que las moléculas señal gobiernan decisiones del po sí o no, dando una u otra 
respuesta en función de si su concentración es alta o baja. La retroalimentación positiva es 
capaz de producir respuestas celulares de todo o nada, de manera que cuando la señal tiene 
una intensidad por debajo de un cierto punto crítico se obtiene un resultado y cuando se- 
sitía por encima de este punto otro resultado distinto. Sin embargo, en muchos casos las 
respuestas son más graduales; por ejemplo, una concentración alta puede dirigir las células 
objetivo hacia una vía de desarrollo, mientras que una concentración intermedia las diri- 
giría hacia otra vía y una concentración baja hacía otra distinta. Un caso importante es el 
que tiene lagar cuando la molécula señal difunde a partir de un centro de señales localizado 
y genera un gradiente de concentración. Las célidas que se encuentran a diferentes distan- 
cias del origen de la señal quedan inducidas a seguir una variedad de vías distintas, según la 
concentración de señal que experimentan. : 

Una molécula que impone un patrón a un conjunto de células, de la forma que hemos 
descrito, se lama morfógeno. Las extremidades de los vertebrados proporcionan un ejem- 
plo Hamativo al respecto: un grupa de células situadas a un lado de la yema embrionaria de 
la extremidad se especializa en centro de señales y segrega la proteína Sonic hedgehog (un 
miembro de la familia de moléculas señal hedgehog). Esta proteína difunde desde su origen 
formando un gradiente morfogénico que controla los caracteres de las células a lo largo del eje 
pulgar-meñique de la yema. Si se injerta en el lado opuesto de la yerna otro grupo de células 
señal, se produce una duplicación quiral del patrón de los dedos (Figura 22-13). 


ANTERIOR 


da lugar a > Z 


región polarizada 
de la yema del ala 


POSTERIOR 
(8) 4 


AMTERIOR 


4 
z da : 
da lugar a AZ 

AA o ya 

NS 0 LE 2 

PY Za) 2 
a ZA 
POSTERIOR E 


Ñ 
la región polarizada de la yema dadora 
del ala se corta y se injerta en la región anterior di 
de la yema huésped del ala 


(O) 


1317 


Figura 22-13 Sonic hedgehog como 
morfógeno en el desarrollo de las 
extremidades del pollo. (A) Expresión 

del gen Sonic hedogehog en un embrión 

de polía de 4 días, mostrado mediante 
hibridación ín situ (vista dorsal del tronco 

al nivel de las yernas de las alas). El gen se 
expresa en la línea media del cuerpo y en 

el borde poserior la región polarizada) de 
cada una de las yernas de las alas. La proteina 
Sonic hedgehog difande desde estos lugares 
donde se sintetitza, (8) Desarrollo normal del 
ala. (() Un injerto de tejido procedente de 

la segión polarizada causa una duplicación | 
simétrica del patrón del ala huésped. Parece 
que el tipo de dede que se desarrolla está 
determinado por la concentración local 

de la proteína Sonic hedgehog, por lo gue se 
forman diferentes tipos de dedos (señalados 
por 2,3 y Y) según su distancia a la fuente 

de Sonic hedhehog. (A, cortesia de Randall 
Si Jahwson y RBoben D. Biddle) 
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fuente 
de inductor 


inductor distribuido uniformemente 


o po 
gradiente de indurtor que difunde 
por un campo de células Ed 
(A) 60 


inhibidor distribuido 4 
en gradiente ; fuente de 
tahibidor 


gradiente resultante de la actividad 
(B) del inductor 


inhibidores extracelulares de las moléculas señal modelan 
la respuesta del inductor 


Es en especial importante limitar la acción de la señal de las moléculas que actúan a distan- 
cía, así coro su producción. Muchas proteínas señal tienen antagonistas extracelulares que 
pueden inhibir su función. Por lo general estas sustancias son proteínas que se unen ala se- 
ñal o a su receptor e impiden que tenga lugar una interacción productiva. 

Un número sorprendentemente elevado de las decisiunes tomadas en el desarrollo se 
regulan en realidad por inhibidores más que por la molécula que ejerce la señal primaria. El 
sistema nervioso de un embrión de rana surge de un banco de células que es competente 
para formar tanto tejido nervioso como epidérmico. Un tejido inductor libera la proteína 
cordina y favorece la formación de tejido nervioso. La cordina no tiene ningún receptor es- 
pecífico. Al contrario, es un inhibidor de proteínas señal de la familia BMP/TGFF, las cuales 
inducen el desarrollo epidérmico y se hallan a lo largo de la región neuroepitelial, que es 
donde se forman las neuronas y la epidermis. Por lo tanto, la inducción a tejido nervioso se 
realiza gracias a un gradiente de inhibición de una señal antagónica (Figura 22-14). 


Las señales del desarrollo pueden difundir por el tejido 
de diferentes maneras 


Parece que muchas señales del desarrollo se propagan a través de los tejidos mediante difu- 
sión simple entre los espacios intercelulares. Si un grupo especializado de células produce 
una molécula señal a un ribmo constante, y este morlégeno se va degradando mientras 
difunde, se formará un gradiente uniforme que tendrá ua mádmo en el origen. La veloci- 
dad de difusión y la vida media del morfégeno determinan la pendiente del gradiente 
(Figara 22-15). 

Este sencillo mecanismo se puede modificar de muchas maneras a fín de ajustar la for- 
ma y la pendiente del gradiente. A.lo largo de su camino, el morfógeno puede ser atrapado 
por receptores de superficie, causando así su degradación por endocitosis, con lo cual se 
acorta su vida media efectiva. También puede ocurrir que se asocie a moléculas de la matriz 
extracelular, reduciéndose así su tasa de difusión efectiva. En algunos casos, parece que el 
morfógeno entra en las células por endocitosis y más tarde es excretado para ser atrapado y 
excretado de nuevo por otras células, de manera que la señal se propaga a través de una ruta 
principalmente intracelular. 

Existe otro mecanismo de propagación de señales que se realiza mediante finos Blópo- 
dos o citonemas que se extienden más allá de unas cuantas células desde algunos tejidos 
epiteliales. Una célula puede envíar citonemas que entran en contacto con ptas más aleja- 

sanitir como para recibir señales de ellas. De esta forma una célula pue- 
na inbibición laveral vía Notch a un conjunto extenso de células 


Figura 22-14 Dos sistemas mediante los 
cuales se puede generar un gradiente de 
morfógeno. (A) Mediante la producción 
localizada de un inductor, un morfógeno, 
que difunde desde su fuente. (8) Mediante 
la producción localizada de un inhibidor que 
difunde desde su fuente y bloquea la acción 
de un inductor distribuido uniformemente. 
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fuente del morfógeno 
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Los programas intrínsecos de una célula definen la temporización 
de su desarrollo 


Los tipos de señales a los que nos hemos referido tienen un papel importante en la tempo- 
rización de las etapas del desarrollo, pero sería erróneo pensar que todos los cambios nece- 
sitan una señal inductiva que los desencadene. Muchos de los mecanismos que alteran el 
carácter celular son intrínsecos a la propia célula y no requieren indicación alguna que pro- 
venga de su alrededor; la célula seguirá su programa aunque permanezca en un entorno sin 
cambios. En muchos casos podemos sospechar la duración del proceso de desarrollo se con- 
trola por algún mecanismo de este tipo. Por ejemplo, en un ratón las células progenitoras de 
la corteza cerebral se dividen y generan neuronas durante tan sólo 11 ciclos celulares, mien- 
tras que en el mono lo hacen aproximadamente en 28 ciclos y después paran. En las distintas 
etapas de este programa se generan tipos distintos de neuronas, lo que sugiere que mientras 
la célula progenitora envejece, cambia las especificaciones que suministra a las hijas, 

En el contexto de un embrión intacto resulta difícil dernostrar que esta serie de sucesos es 
estrictamente el resultado de un proceso cronorregulador autónorno, ya que el entorno celu- 
lar está cambiando. Sin embargo, experimentos realizados con células en cultivo ofrecen una 
evidencia clara. Por ejemplo, las células progenitoras de la glía, aisladas del nervio óptico de 
una rata de 7 días y cultivadas bajo condiciones constantes en un medio apropiado, conti- 
núan proliferando durante un tiempo limitado (que corresponde a un máximo de unos 7 ci- 
clos de división celular) y luego se diferencian en oligodendrocitos (as células glilales que for- 
rmaan las cubiertas de mielina alrededor de los axones en el cexebro), ajustándose a un horado 
similar al que habrían seguido si se hubiesen dejado en su sitio en el embrión. 

Todavía no se conocen los mecanismos moleculares subyacentes de estos cambios tan 
lentos del estado interno de las células, que siguen funcionando durante días, semanas, meses 
e incluso años. Una posibilidad es que reflejen cambios progresivos en el estado de la cro- 
matína (corno se ha descrito en el Capítulo 4. 

Los mecanismos que controlan la teraporización de los procesos más rápidos, aumque 
se conocen poco, no son ningún misterio. Más adelante explicaremos un ejemplo sobre el 
oscilador de expresión génica, conocido como reloj de segrnentación, que gobierna la for- 
mación de los somitas (rudiraentos de las vértebras, costillas y músculos asociados) en los 
embriones de los vertebrados, 


Los patrones iniciales se establecen en pequeños campos de células, 
se perfeccionan por inducción secuencial y el embrión crece 


Por lo general, la señales que organizan el modelo espacial de un embrión actúan a distan- 
cias cortas y gobiernan decisiones relativarsente sencillas. Por ejeraplo, un morfógeno con 
in radio de acción inferior a l rara, que se considera una tasa de difusión efectiva [véase la 
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Figura 22-15 Formación de un gradiente 
de señal mediante difusión. Las gráficas 
muestran estadios sucesivos en el 
establecimiento de un gradiente de 
concentración de una molécula señal 
producida en el origen a velocidad 
mantenida, desde el momento 0. 

La molécula se degrada a medida que 
difunde desde la fuente, y se genera un 
gradiente de concentración con un máxirno 
en esta fuente, Las gráficas se han calculado 
asumiendo que la difusión tiene lugar en un 
sentido en el espacio, que la molécula tiene 
una semuvida 117 de 20 minutos y que 
difunde con una constante de difusión 
D=0,4 mm? h?, típica de una molécula 
pequeña de proteina (30 kilodaltons). 
Nótese que al cabo de una hora el gradiente 
ya ha alcanzado el estado estacionario 

y que la concentración en el estado 
estacionario (tiempos largos) disminuye 
exponencialmente con la distancia. 
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Figura 22-15), induce a las células sobre las que actúa a elegir entre unas cuantas opciones 
de desarrollo. No obstante, los órganos que al final se desarrollan son mucho más grandes y 
mucho más complejos. 

La proliferación celular que sigue a la especificación inicial explica el aumento de ta- 
maño, mientras que el perfeccionamiento del modelo se explica por una serie de induccio- 
nes locales que van puliendo los niveles sucesivos de detalle sobre un esbozo inicialmente 
sencillo. En el momento en que están presentes dos tipos celulares, uno de elos puede pro- 
ducicua factor que induzca a un subgrupo de células vecinas a especializarse en un tercer 
tipo. Éste puede a su vez devolver la señal a los otros dos tipos de células cercanas, generan- 
do un cuarto y un quíato tipo celular, etc. (Figura 22-16). 

Esta estrategia que genera un modelo progresivamente más complicado recibe el nor- 
bre de inducción secuencial. Es sobre todo a través de este mecanismo que el esquema cor- 
poral de un animal en desarrollo, una vez formado un esbúzo en pequeño, pasa a elaborarse 
con detalles más precisos conforme avanza el desarrollo. 

En las secciones que siguen en este capítulo se centrará la atención en una pequeña se- 
lección de organismos modelo y verernos córno actúan, en la práciiea, los principios esque- 
matizados en esta primera sección. Empezaremos con el análisis del nematodo 
Caenorhabditis elegans. z 


Resumen 


Los cambios evidentes en el comportamiento celular que observamos a medida que se va desarro- 
llando un organismo pluricelular son los signos externos de una compleja ordenación molecular 
que depende de la memoria celular. Esta ordenación tiene lugar en el interior de las células a medi- 
da que reciben y procesan señales de sus vecinas y emiten señales respuesta. Por tanzo, el modelo 
final de tipos celulares diferenciados es el resultado de un programa encubierto de especialización 
celular. El programa actúa sobre los variados modelos de expresión de las proteínas reguladoras, 
confiriendo a cada célula diferentes potencialidades mucho antes de que empiece la diferenciación. 
terminal. Los biólogos del desarrollo, mediante experimentos genéticos y de microdisección, preten- 
den descifrar este programa y relacionarlo con las señales intercambiadas entre las células mientras 
proliferan, interactúan y se desplazan. + 

Animales tan distintos corno gusanos, moscas y humanos utilizan conjuntos de proteínas muy 
similares para controlar su desarrollo; por lo tanto, lo que descubrimos en un organismo a menudo 
nos da una idea de lo que sucede en los otros. Diferentes organismos utilizan en multitud de ocasio- 
nes y en situaciones distintas, unas cuantas vías de señalización célula-célula evolutivamente bier, 
conservadas, que regulan la formación de un modelo pluricelular orgenizado. En un embrión, la 
mayor parte de las diferencias del esquema corporal derivan de diferencias en el DINA regulador aso- 
ciado a ceda gen, Este DNA tiene un papel clave en la definición del programa secuencial de desa- 
rrollo, desencadenando la occión de los genes en momentos y lugares específicos, según el patrón de 
expresión presente en cada célula en la etapa anterior del desarrollo. 

Las diferencias entre las células de un embrión pueden surgir de varios modos. La retroalimen- 
tación positiva puede llevar a una rotura de la simetría generando una diferencia radical y perma- 
nente entre cóludas inicialmente casi idénticas. También pueden nacer células hermanas distintas 
como resultado de una división celular asimétrica. Otra forma de diferenciación de un grupo de 
células inicialmente similares es la exposición a señales inductoras eniridas por células externas 
al grupo; los inductores de largo alcance, con efectos graduales, amados morfógenos, son capaces 
de organizar vn patrón compleja. Gracias a ia memoria celular, estas señales transitorias pueden 


Figura 22-16 Diseño mediante inducción 
secuencial. Una serie de interacciones 
inductivas pueden generar muchos tipos 
celulares a partir de un número muy 
reducido de ellos, 
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tener in efecto duradero en el estado interno de la célula, convirtiéndola en determinada para un, 
destino concreto. Por un método o por otro, las señales sencillas que achían sobre series de células 
en distinzos momentos y lugares, dan lugar a los organismos pluricelulares complejos y variados 
' que pueblan el mundo que nos rodea. 


. CAENORHABDITIS ELEGANS: SU DESARROLLO DESDE 
LA PERSPECTIVA DE LA CÉLULA INDIVIDUAL 


Elnematodo Caenorhabditis elegans es un pequeño organismo, relativamente sencillo y per- 
fectarmente estructurado. Se ha descrito la anatomía de su desarrollo con un detalle extraor- 
. dinario y se ha podido establecer el linaje exacto de cada una de las células que componen su 
: cuerpo. También se conoce la secuencia completa de su genoma y se han analizado numero- 
sos fenotipos de mutantes determinando sus funciones génicas, Es el animal pluricelular 
ideal para poder entender su desarrollo en términos de control genético. 

, Las comparaciones entre secuencias de DNA indican que, aunque los linajes de los 
ñ nematodos, de los insectos y de los vertebrados se separaron más o menos al mismo ierpo, 
| el ritmo del cambio evolutivo en el linaje de los nematodos ha sido sustancialmente mayor: 
sus genes, su estructura corporal y sus estrategias de desarrollo son más divergentes que las de 
: los humanos y las de Drosophila. No obstante, a nivel molecular muchos de estos mecanismos 
son similares a los de los insectos y vertebrados, y están gobernados por sistemas homólogos 
de genes. Para saber cómo se desarrolla un ojo, una extremidad o el corazón, hemos de obser- 
! varlo en otro organismo que no sea C. elegans, ya que éste carece de estos órganos. Pero aun 
nivel más fundamental es muy instrucuvo, ya que muestra las cuestiones básicas del 
desarrollo anirnal de una forma relativamente sencilla y permite interpretarlas en términos 
de funciones génicas y de comportamiento de células individuales concretas. 


Caenorhabditis elegans es anatómicamente sencillo 


El adulto de C. elegans se compone de 1000 células sornáticas y entre 1000 y 2000 células 
germinales (959 núcleos de células somáticas y unas 2000 eélulas germinales en un sexo; 
; 1031 núcleos de células somáticas más unas 1000 células germinales en el otro sexo) 
(Figuera 22-17). Se ha reconstruido su auatomía célula a célula mediante microscopía elec- 
:  — trónica de cortes seríados. El esquema corporal de este gusano es muy sencillo: su cuerpo 
es alargado y de simetría bilateral, y está cormpuesto por los mismos tejidos básicos que 
aparecen en otros animales (nervios, músculos, tubo digestivo, piel), con la boca y el cere- 
bro en el extremo anterior y el ano en el posterior. El tegumento exterior del cuerpo se com- 
pone de dos capas: la epidermis protectora y la capa muscular subyacente. Un tubo de 
células endodérmicas forma el intestino. Un segundo tubo situado entre el intestino y el te- 
gumento exterior constituye la gónada, con las células germinales envueltas por una cu- 
bierta de células somáticas. 

C. elegans ene dos sexos: uno hermafrodita y el otro masculino. El hermafrodita se 
podría interpretar sencillamente como una hembra que produce una cantidad limitada de 
espermatozoides: se puede reproducir por autofecundación, utilizando su propio semen o 


pa 1,2 mn E —| 
DORSAL 
ANTERIOR s intestino huevos gónada POSTERIOR, 

, Figura 22-17 Caenorhabdits elegans. 
áticos q ES Vista lateral de un aduko hermafrodita, 
Sig oocito ! | X | músculo| doradas (De LE Sulston y HR Horvitz, Dex. Biol, 

Útero vulva epidermis | 56:110-158, 1977, Con la surorización 
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bien por fecundación cruzada, mediante la transferencia de espermatozoides masculinos a 
través de la cópula. Gracias a la autofecundación, un solo gusano heterocigoto engendra una 
prole homocigota. Esta es una característica importante que hace de C. elegans un organis- 
mo excepcionalmente útil para los estudios genéticos. 


En el desarrollo de un nematodo, el destino celular 
se puede predecir casi perfectamente 


C. elegans exmpieza su vida como una célula única, el huevo fecundado, que da lugar, tras 
repetidas divisiones celulares, a 558 células que forman un pequeño gusano en el interior de la 
cubierta del huevo. Después de eclosionar, las divisiones siguientes llevan al crecimiento y 
maduración sexual del gusano a través de sucesivas etapas larvarias, separadas por mudas. 
Después de la última muda, que leva a la etapa adulta, el gusano hermafrodita empieza a pro- 
ducir sus propios huevos. La secuencia completa, de huevo a huevo, dura sólo unos tres días. 

Mediante observación directa del animal en desarrollo, se ha carrograñado el linaje de 
todas las cébulas, desde el huevo unicelular al adulto pluricelular. Una célula precursora con- 
creta sigue el mismo patrón de divisiones en todos los individuos y, con muy pocas excep- 
ciones, el destino de cada célula descendiente se puede predecir a partir de su posición en el 
árbol genealógico (Figura 22-18). : 

Este grado de precisión estereotipada no se observa en el desarrollo de animales más 
grandes. A primera vista, sugiere que cada linaje del embrión del nematodo está pro- 
gramado para seguir un patrón de división y especialización celular de una forma Hgida e 
independiente. Esto podría hacer pensar que el gusano no es un organismo representativo, 
No obstante, más adelante veremos que no es así, ya que, como en otros animales, el desa- 
rollo depende de interacciones célula-célula, así como de procesos internos de las células 
>s. El resultado es predecible casi a la periección, simplemente porque el patrón 

ones entre células es reproducible en gran medida y correlacionado de forma 
; la secuencia de divisiones celulares. 

Como en el caso de otros animales, en un gusano en desarrollo la mayoria de las células 

no están restringidas a generar uma prole de un solo tipo diferenciado hasta 11m estadio ayan- 


CEET 


Figura 22-18 Árbol genealógico de las 
células del intestino de C. eflegans. Nótese 
que aunque las células del tubo digestivo 
forman un solo clon ícono las células de la 
línea germinal), las células de muchos otros 
tejidos no lo hacen. Las células nerviosas 
(no representadas en el dibujo del adulto, 
parte inferior de la Ñigura) están aaorupadas 
principalmente en ganglios cerca de los 
extremos anterior y posterior y en un 
cordón nervioso ventral que recorre 

todo el cuerpo del animal. 
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zado del desarrollo; por lo general las células de un tipo particular, por ejemplo de músculo, 
derivan de varios precursores espacialmente dispersos que también pueden dar lugar a 
otros tipos celulares. En el gusano, las excepciones son el tubo digestivo y la gónada, caúa 
uno de los cuales se forma a partir de una única célula fendadora; ésta aparece en la etapa de 
8 células en el caso del nibo digestivo, y en el de 16 células, en el linaje de las céhulas germi- 
nales o línea germinal Pero en cualquier caso, la diversificación celular empieza termprano, 
en cuanto el huevo comienza a hendirse; es decir, mucho antes dela diferenciación terminal, 
las células pasan por una serie de estados intermedios de especialización, siguiendo di- 
ferentes programas según su localización y sus interacciones con las células vecinas. Pero, 
¿cómo surgen estas diferencias tempranas entre las células? 


La división asimétrica del huevo se organiza mediante 
los productos de los genes de efecto materno 


Este gusano es un ejemplo típico de entre muchos animales en la especificación temprana 
de las células que finalmente darán lugar a las células germinales (óvulos o espermato- 
zoides). La línea germinal del gusano surge de una serie exacta de divisiones celulares asi- 
métricas del huevo fecundado. La asimetría se origina siguiendo una indicación del medio 
externo del huevo: el punto de entrada del espermatozoide define el futuro polo posterior 
del huevo elongado. Luego, las proteínas del huevo interactúan entre elas y se organizan en 
relación a dicha punto a fin de crear una asimetría más elaborada en el interior de la célula, 
Las proteínas que intervienen son traducciones de los mRNA acumulados que han sido 
transcritos de genes maternos. Dado que estos miNA se generan antes de la puesta del huevo, 
el genotipo materno sólo dicta lo que ocurrirá en las primeras etapas del desarrollo. Los ge- 
nes que actúan de esta forma se llaman genes de efecto materno. 

Un subconjunto de estos genes son los que se requieren específicarnmente en la orga- 
nización del patrón asimétrico del huevo del nematodo. Se llaman genes Par íde Partición 
defectuosa) de los cuales se han identificado por lo menos seis, mediante cribado genético de 
mutantes en los cuales este modelo está alterado. Los genes Partienen hornólogos en insec- 
tos y en vertebrados, en los que tienen un papel fundamental en la organización de la pola- 
ridad, como ya se explicó en el Capítulo 19. De hecho, una de las claves de nuestro 
conocimiento actual de los mecanismos generales de la polaridad celular fue el descubri- 
miento de estos genes en estudios sobre el desarrollo temprano de C. elegans. 

En el huevo del nematodo, así corno en otras células de éste y de otros animales, las pro- 
teínas Par dos productos de los genes Par) están a su vez distribuidas de forma asimétrica, 
algunas en un extremo de la célula y otras en el otro. Éstas aportan al huevo un conjunto de 
partículas ribonucleoproteicas denominadas gránulos P, que se sitúan en el polo posterior, 
de forma que la célula hija posterior hereda los gránulos P y la orra no. Alo largo de las divi- 
siones siguientes, las proteínas Par actúan de forma similar, orientando el huso mifótico y 
segregando, en cada mitosis, los gránulos P para una de las células hijas, hasta llegar al esta- 


dene los gránulos P (Figura 22-19). Esta célula 


dio de 16 células, donde sólo una célula con 
es la que dará lugar a la línea germinal. 
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Figura 22-19 Divisiones asimétricas que 
segregan gránulos Pen la célula fundadora 
de la línea germinal de €. elegans. 

Las micrografías de la fila superior muestran 
el patrón de división celular, con los núcleos 
celulares teñidos de azul mediante un 
colorante fluorescente especifico del DNA; 
en la fila inferior, las mismas células pero 
teñidas con un anticuerpo contra los 
gránulos P. Estos pequeños gránulos 

(0,5-1 jun de diámetro) están distribuidos 

al azar por el citoplasma del huewo no 
fecundado íno se presenta). Después de la 
fecundación, en cada una de las divisiones 
celulares hasta el estadio de 16 células tanto 
los gránulos como la maquinaria intracelular 
que regula su localización asimétrica se 
segregan en tana sola célula hija. (Cortesía 
de Susan 5trome,) 
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Figura 22-20 Patrón de divisiones celufares en el embrión joven de € efegans. 
Se indican los norabres y los destinos de cada una de las células. Las células 
hermanas aparecen unidas por una corta línea negra. (Según K Kemphues, 
Cell101345-348, 2000. Con autorización de Elsevier, 


La distinta especificación de los precursores de la céhula germinal en relación con los 
precursores de las células somáticas es clave en el desarrollo de casi todos los tipos de ani- 
males y el proceso tiene características comunes incluso en fílums con esquemas corporales 
muy distintos. Así, por ejemplo, en Drosophila también se segregan partículas similares alos 
gránulos P en uno de los polos del huevo y luego se incorporan a las células precursoras de 
la línea germinal, determinando su destino. Fenómenos similares ocurren en peces y en ra- 
nas. En todas estas especies podemos reconocer algunas de estas mismas proteínas en el 
material que determina el linaje germinal, incluyendo homólogos de una proteína, denormi- 
nada Vasa, que se une al RNA. Todavía no se sabe de qué manera actúan el RNA, Vasa y las 
proteínas asociadas a ella, en la determinación de la línea germinal. 


Las interacciones célula-célula generan patrones progresivamente 
más complejos 


En C. elegans, como en otros animales, el huevo es una célula extraordinariamente grande, 
con espacio para un complejo diseño interno. Además de los gránulos P, otros factores se 
distribuyen de forma ordenada a lo largo del eje anteroposterior, bajo el control de las pro- 
teínas Par, y de esta misma forma se asignan estos factores a las diferentes células cuando 
el buevo sufre los primeros ciclos de división celular. Estas divisiones tienen hugar sin ereci- 
miento, ya que la alimentación no puede empezar hasta que se hayan formado la boca y el 
tubo digestivo; por lo tanto, el huevo se subdivide en células progresivamente más pequeñas. 
Varios de los factores localizados son proteínas reguladoras, las cuales actúan de forma di- 
recta en la célula que las hereda, ya sea bloqueando o dirigiendo la expresión de deterinina- 
dos genes o bien añadiendo diferencias entre esta célula y sus vecinas, comprormetiéndola a 
un destino especializado. 

Mientras que las primeras diferencias entre las céhulas situadas a lo largo del eje antero- 
posterior de €. elegans proceden de divisiones asimérnicas, la modelación posterior, inchayen- 
do el patrón de tipos celulares, se sitúa alo largo de otros ejes y depende de las interacciones 
que se dan entre las células. En el embrión, las estirpes celulares son tan reproducibles que 
las células individuales se pueden nombrar e identificar en cada animal (Figura 22-20); por 
ejernplo, en el estadio de cuatro células, se llaman ABa y ABp (las dos células hermanas an- 
teriores) y EMS y P2 (las dos posteriores). Como resultado de las divisiones asimétricas que 
acabamos de describir, la célula Pz expresa una proteína señal de superficie, que es un ho- 
múlogo en nernatodos del ligando Delta de Notch, mientras que la ABa y la ABp expresan el 
correspondiente receptor transmerabrana (un homólogo de Notch). La forma alargada de la 
cubierta del huevo obliga a estas células a colocarse de forma que la más anterior (ABa) y 
la más posterior (P2) dejan de estar en contacto. Como resultado de ello, sólo la célula ABp 
recibe la señal de Pz; el resultado es que ABp es diferente de ABa y se define así el eje dorso- 
ventral del gusano (Figara 22-21). 

Al rmismo tiempo, Pa también expresa otra molécula señal, una proteína Wnt, que actúa 
sobre un receptor Want luna proteína Frizzled) en la mennbrana de la célula EMS. La señal 
polariza a EMS en relación con el lugar de contacto con Pa, controlando la orientación del 
huso aitótico. Luego, EMS se divide y da lingar a dos células hijas que quedan compromet- 
das a diferentes destinos, coro resultado de la acción de la señal Wnt procedente de Pz. Una 


Figura 22-21 Vias de señalización celular que controlan la asignación de diferentes 
caracteres a las células del embrión de cuatro células en el nematodo. La célula P, 
utiliza la vía de señalización Notch para enviar una señal inductiva a la célula ABp, 
hadendo que ésta adopte un carácter especializado. La célula ABa presenta toda la 
maquinaria molecular necesaria para responder de la misma forma a la misma señal, 

pero no se produce así porque no está en contacto con Pz. Al mismo tiempo, la señal Wnt 
procedente de Pz hace que la célula EMS reoriente su huso mitótico y genere dos células 
hijas: las células MS y E lesta última fundadora del tubo digestivo) que se comprometerán 
en dos destinos distintos corno resultado de su diferente exposición a la proteina ViniL 
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de las hijas, la célula MS, dará lugar a los músculos y a otras partes del cuerpo; la otra, la 
célula E, será exclusivamente la fundadora del tubo digestivo (véase la Figura 22-21). 

Una vez esquematizada la cadena de sucesos de causa y efecto en el desarrollo tempra- 
no del nernatodo, se examinarán algunos métodos que se han utilizado para descifrarla. 


La microdisección y la genética revelan la lógica del control 
del desarrollo; la clonación génica y la secuenciación revelan 
sus mecanismos moleculares 


Para descubrir los mecanismos causales es necesario saber cuál es el potencial de desarrollo 
de cada una de las células del embrión. ¿En qué mornentos de sus vidas experimentan los 
carabios internos que son decisivos en la determinación a un destino particular, y en qué 
ruoruentos dependen de señales de otras células? En el caso del nematodo, se pueden des- 
tuuir una o más céludas vecinas, mediante microdisección con un minúsculo rayo láser, y 
luego observar directamente cómo se comportan las células en las nuevas condiciones. Otra 
opción es utilizar una aguja fina para manipular las células de un embrión termprano reubi- 
cándolas dentro del huevo, Por ejemplo, se pueden intercambiar las posiciones relativas de 
£Ba y ABp en el estadio de cuatro células. Entonces la célula ABa experimenta el destino que 
normalmente sería el de ABp, y viceversa; esto indica que las dos células tenen inicialmente 
el mismo potencial de desarrollo y son las señales de sus vecinas lo que las hace diferentes. 
Una tercera estrategia es eliminar, por digestión enzimática, la cubierta del huevo de un em- 
brión de €. elegans en fase temprana, y luego menipular las células en cultivo. De este modo se 
dernostró la existencia de una señal polarizadora de Pz a EMS. 

Para identificar los genes que intervienen en la interacción celular P2-EMS se utilizaron 
cribajes genéticos. Se investigaron cepas mutantes de gusanos en los que no se inducía nin- 
guna célula de tubo digestivo; estos mutantes se denominan Mom (more mesoderm) porque 
tenen más mesodermo, ya que es el destino de las células hijas de EMS cuando falla la in- 
ducción. El clonaje y la secuenciación de los genes Mom reveló que uno de ellos codifica una 
proteína señal, Wnt, que se expresa en la célula P>, mientras que otro codifica una proteína, 
Frizzled, que es un receptor de Wat que se exprese en EMS. Se realizó un segundo cribado 
genético a mutantes con el fenotipo opuesto, en los cuales se índucen las células a con- 
vertirse en células suplementarias del tubo digestivo; estas mutantes se llaman Pop, ya que 
muestran un defecto en la parte posterior de la faringe (postenor pharynx defecto). Uno de 
los genes Pop (Pop) codifica una proteína reguladora génica luna homóloga de LEF1/TCH) 
cuya actividad está regulada negativamente por la señal de Wnt en C. elegans. Cuando no 
existe actividad de Popi, las dos hijas de EMS se comportan como si hubieran recibido la se- 
ñalWnit de P¿. Se han utilizado métodos genéticos similares para identíficar los genes cuyos 
productos median la señal de Pz a ABa, que es Notch dependiente. 

Si continuamos por este camino, es posible construir un esbozo detallado de los acon- 
tecimientos que tienen huger durante el desarrollo del nernatodo y de la maquinaria genétl- 
camente específica que los controla, 


Con el tiempo, las células cambian su capacidad de respuesta 
frente a las señales de desarrollo 


La complejidad que adquiere el cuerpo del nematodo adulto se consigue mediante el uso 
repetido de unos cuantos mecanismos de organización del petrón, incluyendo los que aca- 
bamos de desenibír, que actúan en el erabrión temprano. Por ejermplo, durante todo el desa- 
rrollo de (. elegans tienen lagar divisiones celulares con asimetría molecular dependiente 
de las proteínas reguladoras Popi, de las que resultan células hijas en posición anterior y 
posterior con caracteres diferentes. 

Coro ya se ha destacado anteriormente, aunque actúen los mismos tipos de señales 
repetidamente en momentos y lugares diferentes, sus efectos son distintos porque las cé- 
lilas están programadas para responder de maneras distintas, según su edad y su bistoria. 
Por ejemplo, en 2) estadio de cuatro células, una de ellas, la ABp, cambia su potencial de 
desarrollo porque ha recibido una señal vía Notch. En el estadio de 12 células, las nietas de 
ABa y de ABp tarabién reciben otra señal Notch, esta vez procedente de una hija de la célu- 
la EMS. La nieta de ABa cambia su estado interno en respuesta a esta señal y empieza a for- 
mar la faringe. La nieta de ABp no responde de esta manera, porque la exposición inicial a 


1326 — Capítulo 22: Desarrollo de los organismos pluricelulares 


Notch impide su respuesta. Por la tanto, en diferentes momentos de su historia, las dos cé- 
lulas del linaje ABa y ABp responden a Norch, pero los resultados son diferentes. De alguna 
Torma la señal Notch en el estadio de 12 células induce la formación de la faringe, pero en el 
estadio de 4 células tiene otros efectos, que incluyen impedir la formación de faringe por 
inducción de Notch en un estadio posterior. Este fenómeno, en el cual el mismo mecanis- 
mo de señales induce efectos diterentes en diferentes etapas y en diferentes contextos, $e 
observa en el desarrollo de todos los animales; en todos ellos, la señal Motch se ntiliza de 
forma repetida. 


Los genes heterocrónicos controlan la temporización del desarrolla 


Las señales que ordenan cambios en las céhulas no necesariamente tienen que ser externas: 
dentro de la célula, un grupo de moléculas reguladoras puede provocar la producción de otro 
grupo y entonces la célula inicia una serie de estados mediante sus propios mecanismos in- 
ternos. Estos estados no solamente difieren en su capacidad de respuesta a señales externas 
sino también en otros aspectos de su composición química interna, incluyendo las proteínas 
que inician o detienen el ciclo de división celular. De esta forma, los mecanismos internos de 
la célula, juato con las señales recibidas en el pasado y en el presente, dictan la secuencia 
de los cambios bioquímicos y también la temporización de las divisiones celulares. 

Los detalles moleculares específicos de los mecanismos que gobiernan el programa 
temporal de desarrollo todavía constituyen un misterio. Es muy poco lo que se sabe sobre 
cómo se controla la secuencia de las divisiones celulares, incluso en el embrión del nemato- 
do, que tiene un patrón de división celular rigurosamente predecible. No obstante, en los 
estadios más avanzados, cuando la larva se alimenta, crece y muda convirtiéndose en wa 
adulto, sí que se han podido identificar algunos genes que controlan la temporización de los 
acontecimientos celulares. Las mutaciones en estos genes generan fenotipos heterorrónicos, 
en que las células de una larva en una fase concreta se comportan como si estuvieran en una 
fase larvaria diferente, o las células del adulto continúan dividiéndose como si estuvieran en 
estado larvario (Figura 22-22). 

Mediante análisis genéticos se puede comprobar que los productos de los genes hetero- 
crónicos actúan en series y forman cascadas reguladoras, Curiosamente, dos genes que se 
encuentran al principio de sus respectivas cascadas, denominados Lina y Let?, no codifican 
proteínas sino micro-RNA (moléculas cortas, de 21 0 22 nucleótidos, de RNA regulador que 
no se traduce). Estos maNA actúan enlazándose a secuencias coraplermnentarias de las 
regiones no codificadoras de RNÁ mensajero, que ha sido transcrito a partir de otros genes 
heterocrónicos; de esta forma se inhibe su traducción y se activa su degradación, como se 
describió en el Capítulo 7. El incremento de los niveles de RNA de Lin4 gobierna la progre- 
sión desde el cormportamiento propio de un primer estadio larvario al de un tercer estadio; 
el incremento de RNA de Let?, induce la progresión desde el estadio larvario tardío hasta el 
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Figura 22-22 Mutaciones heterocrónicas 
en el gen Lin-14 de E elegans. Se rmuestran 
los efectos sobre uno de los muchos linajes 
afectados, La mutación de pérdida de 
función lo recestra) en Lin-14 es la causa 

de una aparición prematura de un patrón 

de deásión celular y de diferenciación 
característicos de larva tardía, de manera 
que el animal alcanza de forma prernatura su 
estadio final y con un número anormalmente 
bajo de células. La mutación de incremento 
de función idorminante) tene un efecto 
opuesta, haciendo que las células relteren 
los patrones de divisiones celulares 
característicos del primer estadio larvario, 
continuando durante cinco o seis ciclos de 
muda, y persistiendo en la fabricación de un 
Upo inmaduro de cutícula, Las aspas indican 
muerte celular programada, Las líneas verdes 
representen células que tienen la proteína 
Lio-14 (que se une al DNA), las líneas rojas, 
células que no la tienen, En el desarrollo 
normal, la desaparición de Lir-14 dene 
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adulto. De hecho, Lina y Ler7 fueron los primeros micro-RNA que se describieron en anima- 
les, y fue gracias a los estudios en C. elegans que se descubrió la importancia de todo este 
conjunto de moléculas de regulación génica. 

En muchas otras especies, incluyendo Drosophila, el pez cebra y los humanos, encon- 
tramos moléculas de RNA que son idénticas o casi idénticas al RNA de Lef7, Además, estos 
FNA actúan del mismo modo regulando el nivel de las moléculas de mBNA diana, las cuales 
son hormmólogas a las dianas del RNA de Let7 en el nemnatodo. En Drosophila, parece que este 
sistema de moléculas interviene en la metamorfosis de la larva a la mosca, hecho que sugiere 
que tiene una función conservada en el control de la temporización de las transiciones en el 
desarrollo. 


El contaje de las divisiones celulares no forma parte del programa 
interno de temporización 


Debido a que las fases de especialización celular tienen que estar coordinadas con las divi- 
siones celulares, a menudo se ha sugerido que la división celular podría actuar como un reloj 
que controlase los diversos acontecimientos del desarrollo. Desde este punto de vista, los 
cambios en el estado interno estarían sujetos al paso de cada ciclo de división: es decir, la cé- 
ha pasaría al estado siguiente al sufrir mitosis. Aunque hay algunos casos en que los cam- 
bios de estado celular están condicionados por las fases del ciclo celular, esto no ocurre 
como regla general. Normalmente las células de embriones en desarrollo, ya sean de gusa- 
nos, de moscas o de vertebrados, siguen un programa fijo estandarizado de determinación y 
diferenciación aunque se bloquee de forma artificial la división celular. Es inevitable que ha- 
ya algunas anornalías, dado que una célula única e indivisa no puede diferenciarse de dos 
formas a la vez. Pero se han estudiado muchos casos en los que parece que la célula cambia 
su estado con el tiempo, sia tener en cuenta la división celular, y que este estado cambiante 
controla tanto la decisión de divídirse coma la decisión de cuándo y córno especializarse, 


Algunas células mueren por apoptosis como parte del programa 
de desarrollo 


El control del número de células depende tanto de la muerte cómo de la división celular. Un 
C. elegans hermafrodita genera 1030 núcleos de células somáticas a lo largo de su desarrollo, 
pero 131 de estas células mueren. Estas muertes programadas suceden según un patrón 
totabmente predecible. En C. elegans se pueden seguir con detalle, ya que se puede trazar el 
destino de cada célula individual y observar cuál es la que muere como víctima suicida de la 
apoptosis y cómo es rápidamente fagocitada y digerida por sus vecinas (Figura 22-23). En 
otros organismos en los gue una observación detallada es más difícil, estas rmmuertes pasan 
desapercibidas con facilidad; pero la muerte por apoptosis es probablemente el destino de 
una gran parte de células de un anizoal y deserapeña un papel esencial en la generación de 
un individuo con los tipos celulares correctamente situados y en la proporción adecuada co- 


célula z 
mo ya se describió en el Capítulo 18. comprometida 
Los cribados genéticos en €. elegans han sido cruciales en la identificación de los genes a suicidarse 


que causan la apoptosis y en subrayar su importancia en el desarrollo. Para que tengan lugar 
las 131 rnuertes normales se necesita la presencia de 3 genes denominados Ced3, Ceda4 (cell 
decih abnormal; anmerte celular anormal) y Egll. Si estos genes se inactivan por mutación, 
las células que estarían destinadas a morir, sobreviven, diferenciándose en tipos celulares 


concretos coro son las neuronas. A la inversa, la sobreexpresión o la expresión de los rmis- es fagocitada por 
mos genes en otros lugares tiene corno consecuencia que mueran muchas células que en una vecina 
condiciones mormales sobrevivirían; el mismo efecto resulta de las mutaciones que nacti- 
van el gen Ced9, que por lo general reprime el programa de nuerte celular. 
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Figura 22-23 Muerte celular apoptótica en C elegans. La omerte depende 
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Todos estos genes codifican componentes conservados de la maquinaría de muerte ce- 
lular. Como ya hemos detallado en el Capítulo 18, Ced3 codifica un homólogo de la caspasa, 
mientras que Ced4, Ced9 y Egl1 son homólogos respectivamente de Apafl, Bcl2 y Bad. Sin los 
resultados obtenidos del análisis detallado del desarrollo de este nermatodo transparente, tan 
fácil de tratar en términos genéticos, hubiera sido muy difícil descubrir estos genes y com- 
prender los procesos de muerte celular en los vertebrados. 


Resumen 


Caenorhabditis elegans es un nematodo pequeño, transparente y relativamente sencillo; su desa- 
rrollo es reproducible en extremo y conocido con detalle, de tal forma que una cébula simada en un 
lugar concreto del cuerpo tiene el mismo linaje en todos y cada tino de los individuos y su linaje se 
conoce de un modo exhaustivo. Además, el genoma se ha secuenciado por completo. Así, se han com- 
binado potentes métodos genéticos y de microdisección para descifrar los mecanisios del desarrolla. 
Corno en otros organismos, el desarrollo depende de la combinación de interacciones cólula-célula 
y de procesos cehulares autónomos. El desarrollo empieza con ura división asimétrica del huevo fe- 
cundado, de la que resultan dos células más pequeñas que contienen distintos determinantes del 
destino celular. Las células hijas de estas células interactúan mediante vías de señalización Notch y 
Wnty generan un conjunto de estados celulares más diverso. Al mismo tiempo, gracias a las divisia- 
nes asimétricas, una célula hereda materiales del huevo que la dererminarán ya en una etapa tern- 
prana, corno progenitora de la línea germinal 

Mediante cribado genético se identifican los grupos de genes responsables de esta etapa del 
desarrollo y de las posteriores, incluyendo los que controlan la muerte celular por apoptosis de un 
subgrupo específico de células como parte del programa normal del desarrollo. También se han 
identificado los genes heterocrónicos que gobiernan la temporización de los sucesos del desarrollo. 
No obstante, se ha hecho evidente que la temporización de laos distintas fases del desarrollo no está 
marcada por el contaje del número de divisiones celulares, 


DROSOPHILA Y LA GENÉTICA MOLECULAR 
DE LA FORMACIÓN DEL PATRÓN: 
GÉNESIS DEL ESQUEMA CORPORAL 


La mosca Drosophila melanogaster (Figuxa 22-24) es el organismo que más ha transformado 


nuestros conocimientos sobre cómo los genes gobiernan el modelaje del cuerpo. La anato- * 


mía de Drosophila es más compleja que la de €. elegans, con un número de células 100 veces 
mayor y con más paralelismos con nuestra propia estructura corporal. Sorprendentemente, 
la mosca tiene menor número de genes que el gusano (unos 14.000 frente a 20.000). Por otro 
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Figura 22-24 Drosophila melanogaster. 
Vista dorsa) de una mosca nonmal adulta. 
(A) Fotografía. (B) Dibujo ilustrado. 
(Fotografía por cortesía de E.B. Lewis.) 
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lado, la cantidad de DNA. por gen es dos veces mayor (unos 10.000 nueleótidos de promedio, 
comparado conlos aproximadamente 5000 del gusano), aunque la mayor parte lo constitu- 
yen secuencias no codificantes. La caja de construcción molecular contiene menos piezas, 
pero las instrueciones de montaje (especificadas por las secuencias reguladoras del DNA no 
codificante) son más voluminosas. : 

Décadas de estudios genéticos han culminado en grandes cribados genéticos sisterá- 
ticos, que han dado como resultado un catálogo de los genes que controlan el desarrollo 
definiendo el modelo espacial de tipos celulares y estructuras corporales de la mosca; ade- 
más, la biología molecular ha proporcionado las herramientas para observar estos genes en 
acción. Podemos observar de forma directa córno se define el estado interno de las células 
durante el desarrollo a través de la expresión de los genes reguladores, mediante hibridación 
ín situ de embriones enteros, utilizando sondas de DNA o de RNA o bien arvicuerpos mar- 
cados. Adernás, mediante el análisis de animales constituidos por una mezcla de células mu- 
tantes y no mutantes, es posible descubrir córno actúa cada gen como parte del sistema que 
especifica la organización del cuerpo. 

La mayoría de genes que controlan el patrón corporal en Drosophila tienen dobles muy 
semejantes en animales superiores, incluyendo a la especie humana. De hecho, muchas de 
las estrategias para definir la estructura del cuerpo y el modelaje de órganos y tejidos con- 
cretos sor asombrosamente similares. Por lo tanto, aunque pueda parecer sorprendente, la 
mosca ha proporcionado la clave para comprender la genética molecular de nuestro propio 
desarrollo. 

Corno ocurre con los nematodos, las moscas son ideales para los estudios genéticos, ya 
que son baratas de mantener, es fácil obtener mutantes y tienen un ciclo reproductor corto. 
Pero existe otra razón más importante que explica por qué han resultado tan valiosas para 
los genetistas del desarrollo. Ya hemos destacado que los genornas de los vertebrados han 
sufrido duplicaciones y a menudo contienen dos o tres genes homólogos que en la mosca 
corresponden a un solo gen. Una mutación que destruya uno de estos genes no es útil para 
revelar la función central del gen porque los homólogos que corparten dicha función per- 
manecen activos. En la mosca, con una dotación de genes menor, este fenómeno de redun- 
dancia genética no es tan relevante. Por lo tanto, en la mosca el fenotipo de una mutación 
determinada revela directamente la función del gen mutante. 


El cuerpo del insecto está constituido por una serie de unidades 
o segmentos 


En la Figura 22-25 se esquematiza la cronología del desarrollo de Drosophila desde el huevo 
hasta el adulto. El periodo de desarrollo embrionario empieza con la fecundación y dura aproxi- 
madamente un día, al final del cual el huevo eclosiona y el embrión sale en forma de larva. La 
larva pasa luego por tres fases, o estadios, separados por mudas en las cuales abandona su cu- 
bierta cuticular y segrega otra más grande. Al final de la tercera fase, la larva pupa. En el interior 
dela pupa ene lugaruna remodelación radical del cuerpo: el proceso llamado metamorfosis. 
Finalmente, unos nueve días después de la fecundación sale la mosca adulta o imago. 

La rosca se compone de una cabeza, con boca, ojos y antenas, seguida de tres seg- 
mentos torácicos (numerados de Tl a T3), y ocho o nueve segmentos abdominales (nune- 
rados de A1 a A9). Cada segmento, aunque es disunto de los dernás, se construye según un 
esquerna similar. Por ejemplo, el segmento Tl lleva par de patas, el T2 un par de patas y 
un par de alas y el T3, un par de patas y un par de balancines, que son pequeñas protube- 
raocías que se balancean y tenen importancia en el vuelo; éstos han evolucionado a partir 
del segundo par de alas que púseen otros insectos más primitivos. Esta segmentación casi 
repetitiva se desarrolla en el embrión durante las primeras horas d 


spués de la fecundación 
(Figura 22-26), pero es más evidente en la larva (Figura 22-27), donde los segmentos pare- 
cen más similares unos a otros que en el adulto. En el embrión se puede observar que tana- 
bién san seginentados Jos rudimentos de la cabeza, o par lo menos, los que formarán las 
partes de la boca del adulto. En los dos extremos del animal encontramos dos estructuras 
terminales especializadas que, no obstante, no se generan por segmentación, 

Los límites entre los segmentos se definen tradicionalmente por marcas anatómicas vi- 
sibles; pero cuando se trata de explicar los patrones de expresión génica es más conveniente 
dibujar otros límites y definir otra señíe de segmentos denominados parasegmentos, en los 
que queda medio segmento fuera de registro con respecto a la segmentación tradicional 
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Figura 22-25 Sinopsis del desarrollo de 
Drosopkila desde el huewo hasta la mosca 
adulta. 
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2 horas 


5-8 horas 


10 horas 


lo como un sincitio 


El huevo de Drosophila mide aproximadamente 0,5 mn de largo por 0,15 mama de diámetro 
y presenta una polaridad definida con claridad. A sernejanza de los huevos de otros insectos 
y a diferencia de la mayoría de los vertebrados, comienza su desarrollo de forma inusual: 
una serie de divisiones nucleares sin división celular da lugar a un sincitio. Las primeras di- 
visiones nucleares son sinerónicas y extremadamente rápidas (tienen lugar alrededor de ca- 
da 8 roinutos). Las nueve primeras divisiones dan lugar a una nube de núcleos, la mayoría de 
los cuales migran desde el centro del huevo hacia la periferia formando una monocapa lla- 


mada blastodenmo sincitial. Después de ot 


ras cuatro series de divisiones nucleares, las mem- 


branas plasmáticas engloban cada uno de los núcleos al crecer desde la periferia hacia el 
interior del huevo, transformando así el blastodermo sincifial en un blastodenmo celular for- 
mado por unas 6000 células individuales (Figura 22-28). Cerca de 15 núcleos situados en el 
extrerno posterior del huevo se segregan en células unos cuantos ciclos antes que los demás; 
estas células polares son las precursoras de la línea germinal (células germinales primordia- 
les), que darán lugar a huevos o a espermalozoides 
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" Figura 22-26 Origen de los segrnentos 


corporales de Drozophila durante el 
desarrollo embrianaria, <AACG> En los 
dibujos (A-C) y en las electromicrografías 

de barrido (D-F) el embrión se muestra de 
tado. (A y D) a las dos horas, el ermbrión está 
en el estadio de blastodermo sincitial (véase 
Figura 22-28) y no se aprecia ninguna 
segmentación, aunque ya se puede dibujar el 
mapa de destinos celulares, mostrando las 
faturas regiones segmentadas (colores en A). 
(B y E) Delas5 a las 8 horas, el embrión está 
en el estadio de banda germinal extendida: 
ha tenido lugar la gastrutación, empieza a 
ser visible la segmentación y se alarga el 

eje segmentado del cuerpa, curvándose 
dorsalmente sobre sí mismo por la cola 
adaptándose a la cubierta del huevo, 

(Cy FE Alas 10 horas, el eje corporal se ha 
contraído y Otra vez se endereza y se 
definen claramente todos los segmentos. 
Las estructuras de la cabeza, visibles de forma 
externa en este estadio, sufrirán un 
plegamiento posterior hacia el interior de la 
larva, emergiendo de nuevo sólo cuando la 
larva supere la fase de pupa convirtiéndose 
en adulta (0 y £, por cortesía de ERA. Tumer 

y AP. Mahowald, Dev. Biol. 50:25-108, 

1976. Academic Press; E, de LP. Petschek, 

N. Perrimon y AP. Mahowald, Dev. Biol, 
119:175-189, 1987. Todo con la 

autorización de Academic Press.) 


Figura 22-27 Segmentos de la larva 

de Drosophila y su correspondencia 

cón regiones del blastodermo. En color 

se muestran las zonas del embrión que se 
organizan en segmentos, Los dos extremos 
del embrión, sombreados en gris, no son 
seginentados y se pliegan hacia el interior 
del cuerpo formando las estructuras internas 
de la cabeza y del intestino. (En la larva, las 
fururas estructuras segrnentadas externas 
dela cabeza del adulto también se pliegan 
de forma transitoria hacia el interior) 

La segmentación en Drosophila se puede 
describir en términos de segrnentos o 

de paresegmentos: la relación se muestra en 
la parte media de la figura. En general los 
parasegmentos corresponden simplemente 
a patrones de expresión génica. El núrnero 
exacio de segmentos abdorninales es objeto 
de debate: están definidos de forma clara 


ándose un 
SILO Y lal enla larva, 
que desaparece en el adulto, 
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células somáticas 


Se A células polares 
E 


(células 
germinales 
primordiales) 


huevo fecundado muchos núcleos los núcleos han 
en el sincitio migrado a la periferia 
(a) y se empiezan a 
formar los límites 
celulares 


Figura 22-28 Desarrollo del huevo de Drosophila desde la fecundación hasta la 
fase de blastodermo celular. (A) Esquemas. (8) Sección tangencial, micrografía de 
núcleos en mitosis del blastoderma durante su transición desde el estadio sincitial 
al celular. La actina está teñida de verde, los crormosomas de naranja. (A, según 
H.A. Shneiderman, en Insect Development [PA. Lawrence, ed.), pp. 3-34, Oxford, 
UK: Blackwell, 1976; B, cortesía de William Sullivan.) 


Hasta el estadio de blastodermo celular, el desarrollo depende principalmente, aunque 
no en exclusiva, de reservas de mRNA materno y proteína que se han acumulado en el hue- 
vo antes de la fecundación. Es evidente que el ritmo tan rápido de replicación del DNA y de 
división nuclear da pocas oportunidades a la transcripción. Después de la celularización, la 
división celular continúa de un modo más convencional de forma asincrónica y a un ritmo 
más lento; entonces la velocidad de transciipción aumenta muchísimo. La gastrulación ermn- 
pieza un poco antes de que se haya completado la celularización, cuando algunas zonas de 
la capa exterior del embrión empiezan a invaginarse y forman el tubo digestivo, la ruscula- 
tura y los tejidos internos asociados. Un poco más tarde y en otra zona del embrión, un gru- 
po aislado de células se desplaza desde la superficie del epitelio hacia el interior, generando 
el sistema nervioso central Mediante marcaje y seguimiento de las células en estos des- 
plazamientos, se puede dibujar un esquema del destino que toman las células de la capa 
superficial del blastodermo (Figura 22-29). 

Axmedida que la gastrulación se acerca a su etapa final, alo largo del eje anteroposterior 
en la superficie del erobrión aparecen una serie de indentaciones y protuberancias que se- 
ñalan la subdivisión del cuerpo en segmentos (véase la Figura 22-26). Pronto surge una larva 
segmentada por completo capaz de empezar a comer y a crecer. Dentro del cuerpo de la lar- 
va, unos pequeños grupos de células permanecen en apariencia indiferenciados, formando 
unas estructuras Vdamadas discos imaginales, Estos discos crecerán mientras la larva va cre- 
ciendo, y finalmente, como veremos más adelante, darán lugar a la mayor parte de las es- 
tucturas del cuerpo del adulto, 

Las características de la estructura corporal de Drosophila, compartidas por muchos 
otros animales incluyéndonos a nosotros mismos, son las siguientes: un extremo cefálico, 
un extenso caudal, un lado ventral y uno dorsal, un tubo digestivo, un sistema nervioso y 
una serie de segmentos corporales, Ermpezaremos la explicación de los riuecanismos del de- 
sarrollo de Drosophila prestando atención a cómo se construye este esquema corporal. 


Figura 22-29 Mapa de destinos celulares 
de un embrión de Drosophila en la fase de 


. a blastodermo celular. El embrión se muestra 
ANTERIOR . EE POSTERIOR 


de lado y en sección transversal, mostrando 
idéñia la relación entre la subdivisión dorsoventral 
MN arte a principa 4 ali 4 
nervioso ' cuerpo segmentado postees delos principales tipos de tejidos y el patrón 
DORSAL y cabeza y , ñ “ anteroposterior de los futuros segmentos. 


Lalínea gruesa limita la región en que se 
formarán las estructuras segrientadas. 
Durante la gastrulación, las células situadas 
alo largo de la línea medía ventral se 
invaginan formando el mesodermo, 
mientras que las células destinadas a formar 
el intestino se lr 
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Mediante cribajes genéticos se han definido los grupos de genes 
necesarios para determinados aspectos del patrón inicial 


Después de llevar a cabo una serie de cribajes genéticos basados en la mutagénesis por sa- 
tuación (explicados en el Capítulo 8), ha sido posible reunir una colección de mutantes de 
Drosophila que presentan cambios en una gran parte de los penes que afectan a su desá- 
rollo. Podemos distinguir las mutaciones independientes de ua mismo gen de las de genes 
distintos mediante complementación (véase el Panel 8-1, de la pág. 555); de esta manera se 
ha obtenido un catálogo de genes clasificados según sus fenotipos. En este catálogo, gene- 
ralmente los genes que provocan fenotipos mutantes muy parecidos codifican proteínas que 
actúan juntas en el desarrollo de una función particular. 

A.veces los ferotipos mutantes revelan funciones en el desarrollo que son las que cabría 
esperar; pero amenudo se producen sorpresas. Los cribajes genéticos a gran escala centra- 
dos en el desarrollo teraprano de Drosophila han revelado que los genes clave se clasifican 
en un conjunto relativamente pequeño de clases funcionales definidas por sus fenotipos. 
Algunos de ellos (como los genes de polaridad del huevo; Figura 22-30) son necesarios para 
la definición de los ejes anteroposterior y dorsoventral del embrión y señalan sus dos extre- 
mos para ciertos destinos particulares, mediante mecanismos en que están implicadas las 
interacciones entre el vocito y las células de su entorno en el ovario. Otros son los llamados 
genes gap, que se necesitan en amplias regiones específicas a lo largo del eje del embrión 
teraprano para que su desarrollo sea normal, Una tercera categoría la constituyen los genes 
de regla par, los cuales son necesarios en el desarrollo de los segmentos del cuerpo, pero 
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final del tubo JUDO 
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y la cabeza 
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tubo digestivo 
y parte posterior 
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Figura 22-30 Dorninios de los sistemas 

de genes de polaridad del huevo: 

anterior, posterior y terminal. 

Los diagramas superiores muestran los 
destinos de las diferentes reglones del 
huevo/embrión temprano, e indican (en 
blanco) las partes que no se desarrollan 

si el sistema anterior, posterior o terminal es 
defectuoso. La fila de en medio muestra de 
forma esquemática la apariencia de una larva 
normal y de larvas mutantes a las que les falta * 
un gen del sistema anterior (a. ej, Bicoid), del 
sistema posteñor (p. ej, Nanos) o del sisterna 
terminal (p. ej., Torso). La fila inferior de 
dibujos muestra cómo aparecen las larvas 

en las cuales sólo es funcional uno (o no lo 

es ninguno) de los tres sistemas de genes. 
Las letras de debajo de cada larva indican 
qué sisterna está intacto (A PT para la larva 
normal, - PT para la larva en la que no es 
funcional el sistema anterior pero los 
sisternas posterior y terminal están intactos, 
y así sucesivamente). La inactivación de un 
sistema pardcular de genes causa la carencia 
del correspondiente grupo de estructuras 
corporales; las partes del cuerpo que se 
forman corresponden a los sistemas de 
genes que permanecen Funcionales. Las 
larvas que tienen un defecto en el sistema 
anterior pueden seguir formando estructuras 
terminales en el extremo anterior, pero estas 
estructuras son del úpo que se encuentran 
por lo general en el extremo caudal y no en el 
extremo de la cabeza. (Ligeramente 
modificado de D, St Johnaston y €, Nússlein- 
Volhard, Cel 68:201-219, 1992. Con 
autorización de Elsevier) 
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sorprendentemente sólo para los alternos. Una cuarta categoría son los genes de polaridad 
de segmento, que son los responsables de la organización del patrón anteroposterior de ca- 
da segmento. ] 

El descubrimiento de estos cuatro sistemas de genes y el análisis posterior de sus fun- 
ciones (un cometido que todavía continúa) constituyó un logro excepcional de los genetis- 
tas del desarrollo. Tirvo un impacto revolucionario en la biología del desarrollo en general 
porque indican el camino hacia una explicación sistemática y comprensiva del control 
genético del desarrollo embrionario. En esta sección se tratarán de forma resumida las con- 
diciones relativas a las primeras fases del desarrollo de Drosophila porque son específicas 
de los insectos; dedicaremos mucha más extensión a las partes del proceso que ilustran 
principios más generales. 


Las interacciones entre el oocito y su entorno definen los ejes 
del embrión: el papel de los genes de polaridad del huevo 


Sorprendentemente, los primeros pasos del desarrollo animal variables en grado sumo, 
incluso dentro de un mismo fun. Por ejemplo, aunque una rana, un pollo yan mamifero se 
desarrollen de forma similar en estadios posteriores, sus huevos difieren de forma radical 
tanto en tamaño come en estructura, y empiezan su desarrollo con diferentes secuencias de 
divisiones celulares y disthutos procesos de especialización celular. 

El modelo de desarrollo temprano descrito para €. elegans es pico de muchas clases de 
animales. En cambio el de Drosophila constituye una variante muy extrena. Los ejes princi- 
pales del cuerpo del futuro insecto se definen antes de la fecundación mediante un comple- 
jo intercambio de señales entre el huevo no fecundado, el oocito y las células foliculares que lo 
rodean en el ovario (Figara 22-31). Luego, en la fase sinciiial que sigue a la fecundación tiene 
lugar una intensa actividad modeladora de construcción del patrón en los núcleos que se divi- 
den rápidamente, antes de la púmera partición del huevo an células separadas. Aquí no hay 
necesidad de las formas habituales de comunicación célula-célula que implican las señales 
transmembrana; las regiones vecinas del embrión temprano de Drosophila se comunica me- 
diante proteínas reguis.doras y moléculas de RNA, que difuruden por el citoplasma de la gran 
célula phuriínuciear o son transportadas activamente. 

En etapas anteriores a la fecundación, el eje anteroposterior del futuro embrión queda 
definido la acción de tres sistemas de moléculas que generan marcas texitoriales en el ooci- 
to (Figura 22-32). Después de la fecundación, cada marca territorial actúa de baliza y pro- 
porciona una señal en forma de gradiente morfogénico que organiza el proceso de 
desarrollo en sus alrededores. Dos de estas señales se generan a partir de acumulaciones de 
moléculas especificas de mENA. El futuro extremo anterior del embrión contiene una ele- 
vada concentración de mRNA para una proteína reguladora llamada Bicoid; este mRNA se 
traduce produciendo la proteína Bicoid, la cual difunde lejos de su origen, formando una 
concentración de gradiente que tiene su máximo en el exxemo anterior del huevo. El futuro 
extremo posterior del embrión contiene una elevada concentración de mRNA para un regu- 
lador de traslación llamado Nanos, que establece un gradiente posterior del mismo mado. 
La tercera señal se genera de forma simétrica a ambos extremos del huevo, por activación lo- 
cal de un receptor transmembrana de la trosina quinasa llamado Torso. El receptor activado 
ejerce sus efectos a más corto alcance, marcando la localización de estructuras terminales 


célula folicular 
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propordonando 
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Figura 22-31 Oocito de Drosophila en su 
folículo. El oocite deriva de una célula 
germinal! que se divide cuatro veces dando 
lugar a una familia de 18 células comunicadas 
entre sí por puentes citoplasmáticos (gris). 

Un meribro de la familia se convertirá en 
oocipo, mientras que los otros se convertirán 
en células nodriza, las cuales fabrican muchos 
de los componentes que necesita el vocito y 
quese transheren al mismo por los puentes 
citoplasmáricos. Las céledas foliculares que 
rodean parcialmente al oocito tenen un 
ancestro distinto. Tal corno se indica, son 
fuentes de señales de polarización 

terminal y ventral del huevo, 
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SISTEMA POSTERIOR SISTEMA ANTERIOR 


SISTEMA TERMINAL 


SISTEMA DORSOVENTRAL 


MRNA localizado (Nanos) 


mRANA localizada (Bícoid) 


receptores transmembrana (Torso) 


receptores transmernbrena (Toll) 


determinando 
e células germinales vs. células somáticas 
+» cabeza vs. cola 
* segmentos del cuerpo 


especializadas que formarán los extremos de la cabeza y de la cola de la futura larva y tam- 
bién definirán los rudimentos del futuro tubo digestivo. Los tres conjuntos de genes respon- 
sables de estos determinantes de localización se llaman genes de polaridad del huevo 
anteriores, posteriores y terminales. 

Una cuarta marca territorial define el eje dorsoventral (véase la Figura 22-32): una pro- 
teína producida por las células foliculares, situadas por debajo de la futura región ventral del 
embrión, induce una activación localizada de otro receptor transmembrana llamado Tol, 
que actúa en la membrana del oocito. Los genes necesarios para esta función se llaman 
genes dorsoventrales de la polaridad del huevo. 

Todos los genes de polaridad del huevo de estas cuatro clases son genes de efecto ma- 
terno: el genoma materno es el decisivo y no el del cigoto. Así, una mosca cuyos cromosomas 
son mutantes en las dos copias del gen Bicoid pero que nace de una madre con una copia 
normal de Bicoid, se desarrolla con toda normalidad, sin ningún defecto en el patrón de la 
cabeza. Sin embargo, si esta mosca hija es una hembra, no se puede depositar mMiNA Bicoid 
funcional en el interior,de sus propios huevos y, en consecuencia, todos los embriones se 
desarrollarán sin cabeza, sea cual fuere el genotipo del padre. 

Estas cuatro señales de polaridad, proporcionadas respectivamente por Bicoid, Nanos, 
Torso y Toll, ejercen su efecto regulando (de forma directa o indirecta) la expresión de los genes 
de los núcleos del blastodermo. La utilización de estas moléculas en la organización del huevo 
no es una característica general del desarrollo temprano de los animales, ya que sólo 
Drosophila y otros insectos estrechamente relacionados poseen el gen Bicoid. Aunque en este 
caso Toll se haya unido al grupo de moléculas que definen el patrón dorsoventral, su función 
más antigua y universal está en la respuesta inmune, tal corno se explicó en el Capítulo 24. 

Sin embargo, el sistema de polaridad del huevo presenta algunas características muy 
conservadas. Por ejemplo, la localización de mRNA Nanos en un extremo del huevo es inhe- 
rente a la localización de los determinantes de las células germinales en este extremo del 
huevo, como ocuwre en €. elegans. En fases más avanzadas del desarrollo, a medida que el 
genoma del cigato entra en acción bajo la influencia del sistema de polaridad dei huevo, 
se hacen aparentes más similitudes con otras especies animales. A continuación, se tabiliza- 
rá el sistema dorsoventral para ilustrar este punto, 


Los genes de señalización dorsoventral crean un gradiente 
de proteína reguladora de genes nucleares 


La activación local del receptor Toll en el lado ventral del huevo controla la distribución de 
Dorsal, una proteína reguladora del interior del huevo. La proteína Dorsal penenece a la 
misma farilía que la NFxB, que es una proteína reguladora de los vertebrados (descrito en 
el Capítulo 15). La actividad regulada por Toll, como en el caso de NFxB, depende de su tras- 
locación desde el citoplasma, donde se mantiene en una forma inactiva, hasta el núcleo, 
donde regula la expresión génica, En el huevo acabado de poner, tanto el mANA de Dorsal, 
detectado por hibridación in sir, como la proteína que codifica, detectada por anticuerpos, 
están EtaB idas se manera unifor mue pos el PS No obstante, después Ae la migra- 
ción de los 
una redispa 


proteína Dor al ha orsa ale sente, la pioióas Permanecó en el Eno 
plasma, pero vez oncenta en los núcleos formándose un gradiente de con- 
entación homogéneo entre estos des s extemos (Figura 22-33). La señal transuaitida por la 


determinando 


a ectodermo vs. mesodermo vs. endodermo 
s estructuras terminales 


Figura 22-32 Organización de los cuatro 
sisternas de gradientes de polaridad" 

del huevo. Los receptores Toll y Torsa 

se distribuyen por toda la membrana; la 
coloración de los diagramas de la derecha 
indican el lugar donde serán activados por 
ligandos extracelulares, 


Figura 22-33 Gradiente de concentración 
de la proteina Dorsalen los núcleos del 
blastoderma, revelado con un anticuerpo. 
Dorsalmente, la proteína se localiza en 

el citoplasma y fuera de los núcleos; 
ventralmente, se concenea en los 

núd leos y es eñrmin nada sel croplasma. 
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proteína Toll controla esta redistribución de Dorsal mediante una vía de señalización que es 
esencialmente la misma que la vía Toll-dependiente que interviene en la inmunidad innata. 

Una vez dentro del núcleo, la proteína Dorsal inícia o impide, según sea su concentra- 
ción, la expresión de diferentes grupos de genes. La expresión de cada gen queresponde a la 
acción de Dorsal depende de su DNA regulador, especificamente del número y afinidad de 
los lugares de unión en este DNA para Dorsal u otras proteínas reguladoras. Por eso se dice 
que el DNA regulador interpreta la señal posicional que genera el gradiente de proteína 
Dorsal definiendo una serie de territorios dorsoventrales: bandas características de células 
que ocupan toda la longitud del embrión (Figura 22-34A). Sobre todo en la zona ventral, 
donde la concentración de Dorsal es la más alta, se inicia la expresión, por ejerapio, de ux 
gen denominado Twist, que es específico para el mesodermo (Figura 22-35). En la zona dor- 
sal, donde la concentración de Dorsal es la más baja, se activa Decapentaplégico (Dpp). Y ex 
la zona intermedia, donde la concentración de Dorsal es lo bastante elevada para reprimir 
Dpp, pero demasiado baja para activar Twist, las células activan otro grupo de genes, inclu- 
yendo el Llamado de gastrulación corta (Sog). 
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Figura 22-34 Gradientes de morfágeno que 
forman el patrón del eje dorsoventral del 
embrión. (A) El gradiente de la proteína 
Dorsal define tres territorios de expresión 
génica, marcados aquí por la expresión 

de tres genes representativos, Dpp, 

Sog y Twist. (8) Un poco más tarde, las 
células que expresan Opp y Sog segregan, 
respectivamente, las proteínas señal Dpp 
(un miembro de la familia TGF) y Sog 

(un antagonista de Dpp). Estas dos proteinas 
difunden e interactúan una con Otra [y con 
otros factores) generando un gradiente de 
actividad de Dpp que gobierna la formación 
de un patrón más detallado. 


Figura 22-35 Origen del mesodermo 

a partir de células que expresan Twist. 

El embrión se ha fijado en fases sucesivas, 
se ha seccionado transversalmente y se ha 
teñido con un anticuerpo contra la proteína 
Twást, una proteina reguladora génica de 

la familia DHLH. Las células que expresan 
Dañst se desplazan al interior del ernbrión 


ma. (De M. Leptin, 

y E. Reuter, 

on 
iologists.) 
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Dpp y Sog establecen un gradiente morfogénico secundario 
para perfeccionar el patrón de la parte dorsal del embrión 


Los productos de los genes directamente regulados por Dorsal generan a su vez más señales 
locales que definen más subdivisiones en el eje dorsoventral Estas señales intervienen des- 
pués de la celularización y actúan como si se tratara de moléculas señal extracelulares con- 
vencionales. En particular, Dpp codifica la proteína de secreción Dpp, que produce un 
gradiente morfogénico local en la parte dorsal del embrión. A su vez, el gen Sog, codifica otra 
proteína de secreción que se produce en el ectodermo neurógeno y que actúa como anta- 
gonista de Dpp. La difusión opuesta de gradientes de estas dos proteínas causa un cambio 
súbito en la actividad de Dpp. Los niveles más altos de actividad de Dpp, combinados con 
otros factores, inducen el desarrallo de la mayor parte del tejido dorsal, es decír, de la mem- 
brana extraembrionara; los niveles intermedios causan el desarrollo del ectodeumo dorsal, 
y los niveles muy bajos, el desarrollo del ectodermo neurógeno (Figura 22-34B). 


El eje dorsoventral de los insectos corresponde al eje ventrodorsal 
de los vertebrados 


Dpp es un miembro de la superfamilia de moléculas señal llamada TGFP, de gran impor- 
tancia en los vertebrados. Sog es un homólogo de la proteína cordina de los vertebrados. Es 
sorprendente que, en vertebrados, un homólogo de Dpp (BMPA) actúe eun compañía de cor- 
dina del mismo modo que lo hacen Dpp y Sog en Drosophila. Estas dos proteínas controlan 
el patrón dorsoventral del ectodermo, mediante niveles altos de cordina definiendo la re- 
gión neurógena y niveles altos de BMP4 definiendo lo que no lo es. Esta acción, combinada 
con otras moléculas que también actúan en paralelo, sugiere que esta parte del esquema 
corporal se ha conservado en insectos y en vertebrados. No obstante, el eje está girado, de 
forma que el dorsal de la mosca corresponde al ventral de los vertebrados (Figura 22-38). 
Este hallazgo podría hacer suponer que, en algún momento de la historia evolutiva, el ante- 
cesor de una de estas clases de animales empezó a vivir boca abajo. 


Tres clases de genes de segmentación perfeccionan el modelo 
materno anteroposterior y subdividen el embrión 


Después de los gradientes iniciales de Bicoid y Nanos, los genes de segmentación perfec- 
cionan el patrón. Mutaciones en algunos de estos genes de segmentación alteran el número 
de segmentos o su organización básica interna, sin afectar la polaridad global del embrión. 
Los genes de segmentación se expresan en subgrupos de células del embrión, de manera 
que sus productos son los primeros componentes del genoma propio del embrión, y no del 
genoma materno, que contribuyen al desarrollo. Por eso, se denominan genes de efecto cigó- 
tico, para distinguirlos de los genes de efecto materno. 

Los genes de segmentación se clasifican en tres grupos según sus fenotipos mutantes 
(Figura 22-37). Aunque las funciones de estos tres grupos se solapan en el fierampo, es con- 
veniente explicarlas suponiendo que actuasen secuencialmente uno tras otro. En primer 
lugar, los productos de seis o más genes gap marcan grandes subdivisiones en el embrión. 
Las mutaciones en un gen gap eliminan uno o más grupos de segmentos adyacentes y las 
mutaciones en distintos genes gap producen defectos diferentes aunque parcialmente sola- 
pados. Por ejemplo, en el mutante Kritppel la larva carece de oche segmentos, desde el T1 
hasta el 45 ambos inclusive. 
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Figura 22-36 El plan corporal de un 
vertebrado como inversión dorsoventral 
del plan corporal de un insecto. 

El mecanisrno de la formación del patrón 
dorsoventral en un vertebrado se describirá 
más adelante con más detalle en este 
capítulo. Nótese la correspondencia detallada 
del sistema circulatorio, el tubo digestivo 

y el sistema nervioso. En los insectos, el 
sistema circulatorio está representado 

porun corazón tubudar y un vaso sanguíneo 
principal dorsal que bombea la sangre de ida 
alos espacios de los tejidos a través de un 
grupo de aberturas y recibe la sangre de 
retomo a través de otro grupo de aberturas. 
En contraste con los vertebrados, no existe 
ningún sisterna de vasos capilares para 
retener la sangre cuando se extiende por 


“los tejidos. Sin embargo, en vertebrados 


y eninsectos el desarrollo del corazón 
depende de genes homólogos, reforzándose 
asi las relaciones entre los dos planes 
corporales. (Según EL. Ferguson, 

Curr Op. Genet, Dev. 424-431, 1996, 

Con autorización de Elsevier) 
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(Even-skipped) 


GEN DE POLARIDAD 
DE SEGMENTO (Gooseberry) 


GEN GAP (Krúppel) 


La categoría siguiente en la génesis de la segmentación la forma un conjunto de ocho 
genes de regla par. Las mutaciones en estos genes causan una serie de deleciones que afec- 
tan a segmentos alternos, quedando el embrión con sólo la mitad de los segmentos que de- 
bería tener. Aunque todos los mutantes de regla par presentan esta periodicidad de dos 
segmentos, difieren en la localización precisa de las deleciones, relativa a los límites de 
los segmentos o parasegmentos. Por ejemplo, el mutante de regla par Even-skipped (Eve), 
descrito en el Capítulo 7, carece de todos los parasegimentos impares, mientras que el mu- 
tante Fushi tarazu (Ftz) carece de los parasegrmentos pares; el mutante Hairy carece de una 
serie de regiones de anchura similar a las unidades de parasegmentos que están fuera del 
registro. 

Finalmente, existen por lo menos diez genes de polaridad de segmento. Las rmutacio- 
nes en estos genes producen larvas con un número normal de segmentos, en los que una 
parte de cada uno ellos ha sido eliminada y reemplazada por un duplicado especular de to- 
do o de parte del segmento restante. Por ejemplo, en mutantes Gooseberry la mitad posterior 
de cada segmento (es decir, la mitad anterior de cada parasegmento) se sustituye por un du- 
plicado simétrico de la mitad del segmento adyacente anterior (véase la Figura 22-37). 

Más adelante veremos que, paralelamente al proceso de segmentación, otro grupo de 
genes llamados genes selectores homeóticos debnen y conservan las diferencias entre un seg- 
mento y el siguiente. 

Los fenotipos de los diversos mutantes de segmentación sugieren que los genes de seg- 
mentación forman un sistema coordinado que, a lo largo del eje anteroposterior, subdivide 
el embrión en dominios progresivamente más pequeños, que se distinguen por sus diferen- 
tes patrones de expresión génica. La genética molecular ha contribuido a revelar cómo fun- 
ciona este sistema. 


La expresión localizada de los genes de segmentación se regula 
por la jerarquía de las señales posicionales 


Unas tres cuartas partes de los genes de segmentación, incluyendo todos los genes gap y los 
de regla par, codifican proteínas reguladoras. Las interacciones entre ellas y con otros genes 
se observan comparando la expresión génica en embriones normales y mutantes. En efecto, 
mediante sondas apropiadas para detectar los transcritos o sus productos proteicos pode- 
ros tomar una lostantánea de cada momento en que los genes se activan y se desactivan 
carobiando los patrones. Repitiendo el proceso con mutantes que carecen de un gen de seg- 
mentación determinado, es posible empezar a analizar cómo funciona el sistema completo 


. de control genético, 


Los productos de los genes de polaridad del huevo proporcionan las señales de locali- 
zación global en el embrión temprano. Éstas hacen que determinados genes gap se expresen 
en regiones concretas. Los productos de los genes gap proporcionan una segunda tanda de 
señales posicionales que actúan más localmente regulando el perfeccionarniento de los deta- 
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Figura 22-37 Ejemplos de fenotipos 
mutantes que afectan a los tres tipos de 
genes de segmentación. En cada caso, las 
áreas sombreadas en verde en la larva normal 
(izquierda) se han eliminado en el mutante 
o han sido reemplazadas por un duplicado 
especular de regiones no afectadas. 
(Modificado de € NússiseinVolhard 

y E. Wieschaus, Nature 287:795-801, 

1980. Con autorización de Macmillan 
Publishers Ltd.) 
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lles del patrón, proceso en el que también intervienen otros genes, incluyendo los de regla 
par (Figura 22-38). Los genes de regla par, a su vez, colaboran unos con otros y con los genes 
gap estableciendo un patrón regular de expresión de los genes de polaridad de segmento y 
éstos también colaboran unos con otros definiendo el patrón interno de cada segmento. Por 
lo tanto, se trata de una estrategía de inducción secuencial (véase la Figura 22-16). Hacia el 
final del proceso, los gradientes globales producidos por los genes de polaridad inducen la 
formación de un modelo muy detallado gracias a la jerarquía de controles posicionales 
secuenciales, que son progresivamente más localizados. Debido a que las señales posicio- 
nales globales que inician el proceso no tienen que especificar de forma precisa los detalles, 
no es necesario que los núcleos sean gobernados con extrema precisión mediante pequeñas 
diferencias en la concentración de estas señales. En lugar de ello, entran en juego nuevas 
señales en cada momento de la secuencia que proporcionan diferencias localizadas signiBi- 
cativas de concentración y definen nuevos detalles. Por lo tanto, la inducción secuencial es 
una estrategia efectiva. Actúa de una forma muy Sable produciendo embriones de mosca 
con el mismo patrón, a pesar de la impresión intrínseca de los sistemas de control biológico, 
y a pesar de las variaciones en condiciones tales como la temperatura a la que se desarrolla 
la mosca. 


La naturaleza modular del DNA regulador permite que los genes 
tengan funciones múltiples controladas independientemente 


El elaborado proceso de formación del patrón descrito depende de largas secuencias de 
DNA no codificante, que controlan cada uno de los genes Gúe intervienen. Estas regiones 
enlazan múltiples coplas de proteínas reguladoras producidas por los genes modeladores 
del patr sado de antemano. Como un mecanismo de lógica binaria, un 
gen individ 3 e desactiva en cada estadio del desarrollo, según sea la combina- 
ción de proteínas umidas a sus regiones reguladoras, En el Capítulo 7 se ha descrito un gen de 


Figura 22-38 Regulación jerarquizada de 
los genes de polaridad del huevo, gap, 

de segmentación y selector homeótico. 

Las fotografías muestran los patrones de 
expresión de ejernplos representativos 

de genes de cada categoría, revelados 

por tinción con un anticuerpo contra sus 
productos. Los genes selectores homeóticos, 
descritos más adelante, definen tardíamente 
las diferencias entre un segmento y el 
siguiente. (Fotografías (1) de W. Driever y 

C. Nússtein-Volhard, Cell 54:83-104, 1988. Con 
autorización de Elsevier; (1) cortesía de Jim 
Langeland, Steve Paddock, Sean Carroll 

y el Instituto Médico Howard Hughes; (iii) 
dePA. Lawrence, The Making of a Fly. Oxford, 
UK Blackwell, 1992; (iv) de €. Hama, Z. Ali 

y T.B. Kornberg, Genes Dev. 4: 1079-1093, 
19390. Con permiso de Cold Spring Harbor 
Laboratory Press; Ív) cortesía de William 
McGinnis, adaptado de D. Kosman et al. 
Science 305:846, 2004, Con autorización de 
AAAS.) 
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segmentación determinado: el gen de regla par Even-skipped (Eve), y se ha explicado cómo 
se realiza la toma de decisión de transcribirse o no en base a todas esas combinaciones de 
enuada (véase la Figura 7-55). Se podría extrapolar este ejeraplo para ilustrar algunos de los 
principios fundamentales en la formación del patrón de desarrollo. 

La expresión de cada una de las bandas de Eve depende de módulos reguladores sepa- 
rados en el DNA regulador de Fve. Así, un módulo regulador es el responsable de que Eve 
exprese las bandas 1 +5, otro para la banda 2, un tercero para las bandas 3 + 7 y un cuarto 
módulo para las bandas 4 + 6 (Figura 22-39). Según la concentración de productos de los ge- 
nes de polaridad del huevo y de los genes gap, cada módulo regulador define un conjunto de 
premisas para la expresión génica. De esta forma, el DNA regulador de Eve participa en la 
traducción del complejo modelo no repetitivo de las proteínas de polaridad del huevo y gap 
en el patrón de expresión periódico de un gen de regla par. 

La organización modular del DNA regulador de Eve que acabamos de describir es típica 
de la regulación génica en los animales phuricelulares y en las plantas, y tiene profundas ina- 
plicaciones. Se puede generar casi cualquier patrón de expresión génica basado en cualquier 
otro mediante la unión consecutiva de los módulos correspondientes a diferentes combi- 
naciones de proteínas reguladoras. La modularidad permite adernás que el DNA regulador 
defina patrones de expresión génica que no son sólo complejos sino que sis partes son ajus- 
tables de forma independiente. Un cambio en uno de los módulos puede alterar parte del 
patrón de expresión sin afectar el resto y sin necesidad de proteinas reguladoras que re- 
percutirían en la expresión de otros genes. Como se ha descrito en el Capítulo 7, este DNA 
regulador es la clave de la compleja organización de las plantas y de los animales pluricelu- 
lares y sus propiedades hacen posible la adaptabilidad independiente de cada parte de la 
estructura corporal de ua organismo alo largo de la evolución. 

La mayoría de los genes de segmentación también tienen funciones importantes en 
otros momentos y lugares durante el desarrollo de Drosopkila..El gen Eve, por ejemplo, se 
expresa en subgrapos de neuronas, en las células precursoras del músculo y en varios obros 
lugares, bajo el control de activadores adicionales (véase la Figura 22-39). Mediante la 
adición de nuevos módulos al DMA regulador, cualquier gen puede ser incorporado duran- 
te la evolución para nuevos fines en nuevos lugares del cuerpo, sia detrimento de sus obras 
funciones. : 


Los genes de polaridad del huevo, los gap y los de regla par . 
crean un patrón temporal que es recordado por otros genes 


Los genes gap y los de regla par se acuvan durante las primeras horas después de la fecun- 
dación. Los productos del miENA aparecen primero en patrones que sólo se aproximan a la 
imagen final entonces, en an corto espacio de Hierapo y mediante una distabución difu- 
minada inicial de lo y se resuelve en tn sistema regular de bandas defl- 


¿ 


vroductos génio 
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Figura 22-39 Organización modular 

del DNA regulador del gen Eve. En el 
experimento, se han unido fragmentos 
clonados de ONA regulador a un reportero 
Lací (un gen bactedano). Unos erabriones 
transgénicos con estas construcciones se han 
teñido mediante hibridación Ín situ, para 
revelar el patrón de expresión de LacZ 
(azuitoscuro), y se han contrastado con un 
anticuerpo anti-Eve (naranja) para mostrar 
las posiciones de las bandas de expresión 
normal de Eve. Por lo tanto, se han 
encontrado diferentes segmentos de DNA 
regulador de Eve locre) que controlan su 
expresión en regiones corespondientes a 
las diferentes partes del patrón norrnal de 
expresión de £ve. Dos segmentos en tándem 
dirigen la expresión siguiendo un patrón que 
es la adición de los patrones generados por 
cada uno de ellos de forma individual. 
Mádulos reguladores diferentes son 
responsables de la expresión de genes 

en diferentes momentos y en diferentes 
locabzaciones: el panel situado más a la 
izquierda muestra la acción de un módulo 
que entra en juego más tarde que los demás 
y controla la expresión en un subgrupo de 
neuronas, (De M. Fujioka et al, Development 
126:2527-538, 1999, Con autorización de 
The Company of Biologists.) 
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2,7 horas después de la fecundación 


3.5 horas después de la fecundación 


nido débilmente (Figura 22-40). Pero este sistema es inestable y temporal. A medida que el 
embrión va avanzando en la gastadlación y las fases siguientes, el patrón segmentado de los 
productos de los genes gap y de regla par se desintegra. No obstante, sus acciones han deja- 
do un conjunto de marcas permanentes que resultan en la persistente activación de deter- 
minados genes de polaridad de segmento y de genes selectores homeóticos cuya función 
es mantener la organización en segmentos de la larva y del adulto. El gen de polaridad de 
segmento llamado Engraled constituye un buen ejemplo de ello. Los productos de su RNA 
se pueden observar en el blastodermo celular formando 14 franjas, cada una de ellas aproxi- 
madamente del grosor de uma célula, y corresponden a las porciones más anteriores de los 
futuros parasegmentos (Figura 22-41). 

Los genes de polaridad de segmento se expresan en patrones que se repiten de un para- 
segrnento al siguiente y sus bandas de expresión muestran una relación definida con las ban- 
das de expresión de los genes de regla par que intervienen en su inducción. Sin embargo, la 
generación de este patrón en cada parasegmento depende de las interacciones entre los ge- 
nes de polaridad de segmento. Estas interacciones tienen hugar en los estadios siguientes a la 
pertición del blastodenmo en células individuales, cuando las señales céhula-célula de tipo 
normal ya han entrado en juego. Un gran subconjunto de los genes de polaridad de segmen- 
to codifican componentes de dos vías de transducción de señales, la vía Wnx y la Hedgehog, 
incluyendo las proteínas señal Wingless (un miembro de la fanúliaWn0) y Hedgebog. Éstas se 
expresan en diferentes bandas de células que actúan de centros de señales en cada paraseg- 
mento, manteniendo y perfeccionando la expresión de otros genes de polaridad de segmen- 
to. Aunque su expresión inicial está determinada por los genes de regla pax, las dos proteínas 
señal regulan una la expresión de la otra a modo de refuerzo mutuo y ayudan a activar la ex- 
presión de genes como Engrailed en los lugares exactos donde deben hacerlo. 

El modelo de expresión de Engrailed permanece durante toda la vida, mucho tiermpo 
después de que las señales hayan organizado su producción y hayan desaparecido (véase la 
Figura 22-41). Este ejemplo ilustra no sólo la progresiva subdivisión del ermbrión, por medio 
de señales cada vez más estrechamente localizadas, sino también la transición entre los st- 
cesos de señalización temporal del desarrollo ternprano y el mantenimiento estable de la 
información del desarrollo en fases más avanzadas. 

Además de regular los genes de polaridad de segmento, los productos de los genes de 
regla par colaboran con los de los genes gap causando la activación perfectamente localizada 
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Figura 22-40 Formación de las bandas 

Ftz y Eve en el blastodernmo de Drosophila. 
Fiz y Eve son genes de regla par. Su patrón 
de expresión mostrado en marrón para Ftz y 
en gíís para Eve) es borroso al principio pero 
rápidamente se resuelve en bandas definidas 
niídamente. (De PA. Lawrence, The Making 
of a Fly. Oxford, UK: Blackwell, 1992.) 


Figura 22-41 El patrón de expresión 

de Engrailed, un gen de polaridad de 
segmento. El patrón de Engroiled se muestra 
en un embrión de 5 horas (en el estadio de 
banda germinal extendida), en un embrión 
de 10 horas y en un adulto (cuyas alas se han 
arrancado en esta preparación). El patrón 
se revela mediante un anticuerpo (marrón) 
contra la proteína Engraied (para los 
embriones de 5 y de 10 horas) o (para el 
adulto) mediante la confección de una 
cepa de Drosophila que contenga 
secuencias control del gen Engrailed 
acopladas a secuencias codificantes del 
gen marcador LacZ, cuya proteína se 
detecta histoquimicamente de cotor 

azul por el producto de la reacción que 
cataliza. Nótese que el patrón de Engrailed, 
una vez establecido, se preserva durante la 
vida del animal (De C Hama, Z Ali y TB. 
Komberg, Genes Dev. 411079-1093, 1990. 
Con autorización de Cold Spring Harbor 
Laboratory Press) 
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de otro conjunto de marcas espaciales: los genes selectores homeóticos. Estos genes son los 
que distinguen permanentemente un parasegmento de otro. En el próximo apartado se exa- 
minarán estos genes selectores con detalle y consideraremos su papel en la memoria celular. 


Resumen 


La mosca Drosophila ha sido el organismo modelo más utilizado en el estudio de la genérica del desa- 
rrollo animal Al igual que en otros insectos, su desarrollo empieza con una serie de divisiones muclea- 
res que dan lugar a un sincitio y una gran parte del desarrollo temprano tiene lugar en el interior de 
esta célula plurinucleada. El patrón se origina mediante la asimetría del huevo, que se organiza gra- 
cias a las reservas de mA de su interior y a las señales que proceden de las células foliculares que- 
lo rodean. La información posicional en el embrión plurinucleado se surninistra mediante cuatro 
gradientes intracelulares establecidos por los productos de cuatro grupos de genes de efecto materno 
llamados genes de polaridad del huevo. Estos productos génicos controlan cuatro diferencias fisn- 
damentales del esquema corporal de los animales: la parte dorsal en contraposición a la parte ven- 
tral, el endodermo frente el mesodermo y el ectodermo, las células germinales frente a las células 
somáticas y el extrerno anterior frente el posterior. 

Los genes de polaridad del huevo actúan estableciendo distribuciones graduales de proteínas 
reguladoras en el huevo y en el embrión. Los gradientes a lo largo del eje anteroposterior inician la 
expresión ordenada de los genes gap, de los genes de regla par, de los genes de polaridad del huevo y 
de los genes seleciores homeóticos. Todos ellos, mediante una jerarquía de interacciones, se expresan 
en unas regiones del embrión y no en otras, subdividiendo progresivamente el blastodermo en series 
regulares de unidades modulares repetidas llamadas segmentos. Los complejos patrones de expre- 
sión génica reflejan la organización modular del DNA regulador, con activadores específicos de un 
gen determinado responsable de partes concretas desu patrón de expresión. 

Los genes de polaridad de segrnento entran en juego al final del proceso de la segmentación, 
después de que el síncitio se haya dividido en células separadas, y controlan la formación del pa- 
trón de cada segmento mediante la señalización celula-célula a través de las vías Wnt (Wingless) y 
Hedgehog. Este proceso conduce a una activación localizada persistente de genes como Engrailed y 
proporciona a las células un recuerdo de su dirección anteroposterior dentro del segrnento. Al mismo 
tiempo, se establece otro gradiente de señalización célula-céliia a lo largo del eje dorsoventral en el 
que actúan corno morfógenos un miembro de la familia TGFB denominado Decapentaplégico 
(Dpp) y su antagonista llamado Short gastrulation. Este gradiente ayuda a perfeccionar la asigna- 
ción de caracteres diferentes a las células situadas a diferentes niveles dorsoventrales. En vertebrados 
existen proteínas homólogos que controlan la formación del patrón dorsoventral, 


LOS GENES SELECTORES HOMEÓTICOS 
Y SU PAPEL EN LA FORMACIÓN DEL PATRÓN 
DEL EJE ANTEROPOSTERIOR 


A medida que se va desarrollando, el cuerpo es cada vez más complejo, No obstante, en toda 
esta complejidad creciente existe una característica simplificadora que hace comprender to- 
do el proceso del desarrollo. Una y otra vez, en cada especie y en cada nivel de organización, 
encontramos que las estructuras complejas están formadas por la repetición de unos cuan- 
tos temas básicos con variantes. Por lo tanto, bay un número limitado de tipos celulares di- 
ferenciados básicos como son las células musculares e los fibroblastos, que se repiten con 
sutiles variaciones individuales en diferentes hugares. Estos tipos celulares se organizan en 
tuna vaedad limitada de tipos de tejidos, corno el inúsculo o el tendón, los cuales se repiten 
a su vez con variaciones sutiles en regiones diferentes del cuerpo. Á partir de los diversos 
tejidos se forman los órganos como los dientes o los dedos (los molares y los incisivos, los 
dedos de la mano y del pie, los dedos pulgares); en definitiva, unos cuantos tipos estructura- 
les reperídos con variaciones. : 

Siempre que encontramos este fenómeno de repetición modular, podemos resumir el 
problema del biólogo del desarrollo en dos tipos de preguntas: ¿cuál es el mecanismo de cons- 
trucción básico que es común a todos los objetos de una clase determinada? y ¿cómo se mo- 
dífica este mecanismo para dar lugar a las vandaciones observadas? El embrión se sirve de 
una estrategia combinatoria para generar su complejidad y el investigador puede utilizar 
a su vez, una estrategia cornbinatoría para comprenderlo. 
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Los segmentos del insecto constituyen un ejemplo muy claro de ello. Hemos explicado 
sucintamente de qué forma se construye el rudimento de ua segmento típico. Ahora se con- 
siderará de qué forma un segrmento se hace distinto de otro. 


El código Hox determina las diferencias entre el sector anterior 
y el posterior 


Hace más de 80 años que se empezó a vishumbrar la respuesta genética a la pregunta de có- 
mo cada segmento adquiere su identidad individual y fue gracias al descubrimiento de un 
primer conjunto de mutaciones de Drosophila que causan alteraciones caprichosas en la or- 
ganización de la mosca adulta. Por ejemplo, en el mutante Antennapedía las patas salen de 
la cabeza donde debería haber antenas (Figura 22-42), mientras que en el mutante Bithorax 
aparece un par extra de pseudoalas donde normalmente debería haber unos apéndices mu- 
cho más pequeños denominados balancines. Estas mutaciones que transforman partes del 
cuerpo en estructuras que serían las apropiadas en otras localizaciones, se laman homeóti- 
cas. Un grupo de genes selectores homeóticos determinan el carácter anteroposterior de los 
segmentos de la mosca. 

Los genes de este grupo, que son ocho en la mosca, están relacionados entre sí como 
miembros de una gran familia mulugénica y forman parte de uno de los dos conglomerados 
de genes conocidos como el complejo Bithorax y el complejo Autennapedia. Los genes del 
complejo Bithorax controlan las diferencias entre los segmentos abdominales y torácicos 
del cuerpo, mientras que los del complejo Antennapedia controlan las de los segmentos to- 
rácicos y de la cabeza. Las comparaciones con otras especies nos muestran que esencial- 
mente los mismos genes están presentes en todos los animales, incluso en el hombre. Estas 
comparaciones también revelan que los complejos Antennapedia y Bithorax son las dos mi- 
tades de una sola entidad, llamada complejo Hox, el cual se ha dividido en el transcurso de 
Ja evolución de la mosca, y sus miembros actúan de modo coordinado ejerciendo su control 
sobre el patrón cabeza-cola del cuerpo. 


Los genes selectores homeóticos codifican proteínas que se enlazan 
al DNA que interactúan con otras proteínas reguladoras 


En una primera aproximación podríamos decir que, porlo general, un gen selector homeó- 
tico se expresa sólo en aquellas regiones que se desarrollan de manera anormal cuando el 
gen ha mutado o está ausente. Los productos de estos genes se pueden considerar como 
marcas moleculares de dirección que poseen las células de cada parasegmento y que, por lo 
tanto, están físicamente incorporadas al valor de posición de la célula. Si las marcas de di- 
rección cambian, el parasegmento se cormporta como si estuviera colocado en algún otro 
lugar; la deleción de todo el complejo tiene como consecuencia una larva cuyos segmentos 


blema consiste en corno 
E ES E 


os productos del 
gen selector homeótico sobre la maquinaria básica que diseña el segrnento proporcionando 
a cada parasegmento su individualidad. Los productos de los genes selectores homeóticos 
son proteinas reguladoras génicas, todas ellas relacionadas por poseer un homeodominio al- 
tamente conservado de 60 arninoácidos de largo que se enlaza al DNA tal como se ha descri- 
to en el Capitulo 7. El correspondiente fragmento de DNA se denomina homeobox, del cual 
tora nombre el complejo Hox, que es la abreviatura de homeobox 

Si los productos de los genes selectores homeóticos tenen regiones de unión al DNA 
similares, ¿cónio pueden ejercer efectos diferentes para que un parasegrmaento diñiera del si- 
guiente? La respuesta parece encontrarse en gran medida en los dominios de la proteína que 
no se unen de forma directa al DNA sino que interaccionan con otros complejos proteicos 
que se unen al DNA. Los distintos integrantes de estos complejos actúan junto con las pro- 


iminación de la mayoria de los genes del complejo 
sophila normal mostrada con lunsinación de campo 

2; (8) larva mutante de la e ha eliminado la mayor parte del complejo 
todos los parasegmentos posteñores al P5 se parecen a PS. 
81. Con permiso de Macmillan Magazines 11d) 
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Figura 22-42 Mutación homeótica. 

La mosca que se muestra es un mutante 
Antennapedía. Sus antenas se han convertido 
en patas debido a una mutación en una 
región reguladora del gen Antennapedia 

que hace que este gen se exprese en la 
cabeza. Compárese con una mosca normal 
mostrada en la Figura 22-24, (Cortesía 

de Matthew Scott.) 
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teínas selectoras homeóticas dictando qué sitios de unión al DNA se reconocerán y si el 
efecto sobre la transcripción será de activación o de represión. De esta forma, los productos 
de los genes selectores horneóticos se combinan con otras proteínas reguladoras y modulan 
sus acciones dando a cada parasegmmento sus características propias. 


Los genes selectores homeóticos se expresan secuencialmente 
según el orden que siguen en el complejo Hox 


Para comprender de qué forma el complejo Hox proporciona valores posicionales a las célu- 
las, hemos de tener en cuenta cómo se regula la expresión de los genes Hox. Las secuencias 
que codifican los ocho genes selectores horneóticos de los complejos Antenmapedia y Bithorax 
están intercalados entre uma gran cantidad de DNA regulador (cerca de un total de 650.000 
pares de nucleótidos). Este DNA también presenta sitios de unión para los productos de los 
genes de polaridad del huevo y de polaridad de segmento. El DNA regulador del complejo Hox 
actúa corno intérprete de las múltiples informaciones posicionales que proporcionan todas 
las proteínas reguladoras. Como respuesta, se transcribe un grupo determinado de genes se- 
“lectores homeóticos, que son los apropiados para una localización concreta. 

En el patrón de control se observa una notable regularidad. La secuencia en la que se 
ordenan los genes en el cromosoma, tanto en el caso del complejo Antennapedia como en 
el de Bithorax, corresponde casi con completa exactitud al orden en que se expresan a lo largo 
del eje corporal (Figura 22-44). Este hallazgo sugiere que los genes se activan en serie me- 
diante algún proceso que es gradual (en duración o en intensidad) a lo largo del eje corporal 
y cuya acción se extiende gradualmente a lo largo del cromosoma. Por lo general el gen más 
“posterior” que se expresa en una célula es el más dominante: dirige la expresión de los ge- 
nes “anteriores” previamente activados, dictando así el carácter que debe tener cada seg- 
mento. Los mecanismos reguladores subyacentes de estos fenómenos todavía no son bien 
conocidos, pero sus consecuencias son profundas. Más adelante se comprobará que la or- 
ganización seriada de la expresión génica del complejo Hox es una característica funda- 
mental que se ha conservado en el curso de la evolución. 

En el genoma de la mosca, como en el de otras especies, existen centenares de otros 
genes que también contienen la secuencia homeobox pero la mayoría de ellos están disper- 
sos y no agrupados en complejos como el Hox. Tienen muchas funciones reguladoras, pero 
una buena parte de ellos desempeña un papel similar al de los genes Hox: controlan las va- 
riaciones sobre un mismo tema básico del desarrollo. Por ejemplo, se pueden distinguir di- 
ferentes clases de neuronas unas de otras mediante la expresión de genes específicos 
pertenecientes a esta gran superfamilia. 


El complejo Hox contiene un registro permanente 
de información posicional 


El patrón espacial de expresión génica en el complejo Hox se establece mediante señales Figura 22-44 Patrones de expresión 

que actúan en las primeras fases del desarrollo, pero cuyas consecuencias son muy duraderas. comparados con las localizaciones 
cromosómicas de los genes del 
complejo Hox. El diagrama muestra 

cromosoma 3 la secuencia de genes en cada una 

] de las dos subdivisiones del complejo 

cromosórnaco, Esta secuencia se 

coresponde, con desviaciones 

mínimas, con la secuencia espacial en 
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Aunque el patrón de expresión sufra ajustes complejos en el ranscurso del desarrollo, el 
complejo Hox se comporta en cada célula como si la posición anteroposterior que la célula 
ocupaba en el embrión temprano estuviera grabada de forma permanente. De esta forma, 
las células de cada segmento llevan consigo uma memoria alargo plazo de su localización a 
lo largo del eje anteroposterior del cuerpo; en otras palabras, tienen un valor posicional ante- 
roposterior. Como se indicará en la próxima sección, la traza de memoria grabada por el 
complejo Hox gobierna la identidad específica de cada uno de los segrnentos, y no sólo de 
los larvarios sino también de las estructuras de la mosca adulta que se generan en un estadío 
muy posterior a partir de los discos imaginales larvarios y de otros reservorios de células pre- 
cursoras imaginales de la larva. 

El mecanismo molecular que memoriza la información posicional depende de dos tipos 
de entradas reguladoras. Una de ellas procede de los propios genes homeóticos, ya que nu- 
chas proteínas Hox activan la transcripción de sus propios genes. Otra entrada crucial es la 
que proviene de dos grandes grupos complementarios de proteínas que controlan la estruc- 
tura de la cromatina, el grupo Polycomb y el gnepo Trithorax. Si faltan estos reguladores, el 
patrón de expresión de los genes selectores homeóticos se establece de forma adecuada al 
principio pero no se mantiene correctamente cuando el embrión crece, 

Los dos grupos de reguladores actúan de forma opuesta, Las proteínas del grapo Tri- 
thorax son necesarias para mantener la transcripción de los genes Hox en células donde ésta 
ya ha empezado. En cambio, las proteínas del grupo Polycomb forman complejos estables 
que se unen a la cromatina del complejo Hox y mantienen el estado de represión en las cé- 
lulas dondelos genes Hox10 se ban activado en el momento preciso (Figura 22-45). La me- 
moría del desarrollo implica modificaciones covalentes específicas de las histonas de los 
nucdeosomas cercanos a dos genes Hox, hecho que conlleva cambios de estado de la croma- 
tina que se perpetúan de uma generación celular ala siguente, como se ha explicado en los 
Capítulos 4 y 7. 


También en vertebrados los genes selectores Hox controlan 
el eje anteroposterior 0 


Se han encontrado homólogos de los genes selectores homeúóticos de Drosophila ea casito- 
das las especies estudiadas, desde los cnidarios (hidroideos) y los nematodos hasta los mo- 
luscos y los marniferos. Es notable el hecho de que a menudo estos genes se agrupan en 
complejos similares al complejo Hox de los insectos. En el ratón encontramos cuatro de es- 


Figura 22-45 Actuación de los genes 

del grupo Polycomb. (A) Fotografía de un 
embrión mutante defectuoso para el gen 
Extra sex combs (Esc) y cuya madre también es 
defectuosa para este gen. El gen pertenece 
al grupo Polycomb, Prácticamente todos los 
segmentos se han transformado de forma 
que se parecen al segmento abdominal más 
posteñor (cormpárese con la Figura 22-43). 
En el mutante, el patrón de expresión de 

los genes selectores homeóticos, que al 
principio es más o rnenos normal, es 
inestable de forraa que enseguida todos 
estos genes se van activando a lo largo del 
eje corporal. (8) Distribución normal de los 
sitios de unión de la proteína Polycomb en 
los cromosomas gigantes de Drosophila, 
visualizados con un anticuerpo contra 
Polycomb. La proteína se une al complejo 
Antennapedia (ANT-O) y al complejo Bithorax 
(8X-C) y a 60 sitios más. (A, de G. 5truhl, 
Nature 293:36-41, 1981. Con autorización 

de Macmillan Magazines Ltd; B, cortesía de 
B. Zink y R, Para, Trends Genet. 6:416-421, 
1990, Con autorización de Elsevier.) 
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tos cormplejos (los larmmados HoxA, HoxB, HoxC y HoxD) cada uno de ellos en un cromosorna 
distinto. Los genes todividuales de cada complejo se pueden reconocer según sus secuencias 
como copias de determinados miembros del conjunto de Drosophila. Como es obvia, los ge- 
nes Hox de mexnifero pueden funcionar en Drosophila como sustitatos parciales de los 
correspondientes genes Hox de Drosophila. Parece ser que cada uo de los cuatro conaplejos 
Hox de los marnaíferos es, en general, equivalente a un complejo completo de insecto, es 
decir, un coraplejo Antennapedia més un complejo Bithorax (Figura 22-48). 

En cada complejo Hox de vertebrado los genes están ordenados esencialmente de la rmis- 
¿haa forma como se hallan en el complejo Hox de insecto, hecho que sugiere que los cuatro 
complejos de los vertebrados se originaron mediante duplicaciones de un solo complejo ini- 
cial conservándose su organización básica. Más aún, cuando se exarcinan los patrones de ex- 

presión de los genes Hox en un embrión de vertebrado por hibridación in sitas, resulta que los 
. raiembros de cada complejo se expresan en forma seriada desde la cabeza a la cola, a lo largo 
del eje del cuerpo, justo igual coño lo bacen en Drosophila (Bigura 22-47). El patrón se obser- 
va más claramente en el tubo neural, pero también es visible en otros tejidos, sobre todo en el 
mesoderroo. Con raras excepciones, la ordenación anatórnica se corresponde con la ordena- 
ción cromosómica de los genes en cada complejo; los genes correspondientes de los diferentes 
complejos Hox tienen dorsinios de expresión anteropostedores casi idénticos. 


Figura 22-46 Comparación entre el 
complejo Hox de un insecto y las complejos 
Hox de un mamifero, y su relación con 

las regiones del cuerpo. Los genes de 

los complejos Antennapedia y Bithorax de 
Drosophila se muestran, en la ínea superior, 
en el orden en que aparecen en el 
cromosoma; los genes correspondientes 
alos cuatro complejos Hox de mamífero 

se muestran debajo, también en el orden 
Gomeosómico. Los dominios de expresión 
génica enla mosca y en el marnífero se 
indican de forma simplificada en colores 

en los dibujos de arriba y de abajo. Sin 
embarga, los detalles de los patrones 
dependen de la fase de desarrollo y varian 
un poco de un complejo Hox de mamífero a 
otro. Además, en muchos casos, los genes 
mostrados corno expresados en el dominio 
anterior tarmbién se expresan más 
posteriormente, solapando los dominios de 
los genes Hox más posteriores (véase, p. el, 
Figura 22-47). Parece que los complejos 
han evolucionado de la forma siguiente: en 
algún ancestro cormún a gusanos, moscas y 
vertebrados, un solo gen primordial selector 
homeótico experimentó duplicaciones 
repetidas formando una serie de estos genes 
en tándem, el complejo Hox ancestral. En el 
sublinaje de Drosophila este complejo se 
escindió en dos complejos diferentes, 
Antenneapedia y Bithorax. Mientras tanto, en 
el linaje que conduce a los marnfíeros el 
complejo completo se duplicó varias veces 
dando lugar a los cuatro complejos Hox. El 
paralelismo no es periecto puesto que, 
aparenternente, desde que los complejos 
divergieron algunos genes se duplicaron, 
otros desaparecieron y otros dieron lugar a 
propuestas diferentes (genes entre paréntesis 
en la línea superior). (Basado en un diagrama 
cedido amablemente por William McGinnis.) 
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Figura 22-47 Dominios de expresión de los genes Hox en el ratón. Las fotografías muestran embriones enteros exponiendo los dominios de 
expresión de dos genes del complejo HoxB (tinción azul), Estos dominios pueden revelarse por hibridación in situ o, como en estos ejemplos, 
por confección de ratones transgénicos que contengan la secuencia control de un gen Hox acoplada a un gen marcador LacZ, cuyo producto 
se detecta histoquimicamente. Cada gen se expresa en Una larga extensión de tejido con un límite anterior bien definido. Este límite se 
corresponde con la posición del gen en el complejo cromosómico, Así, con pocas excepciones, los daminios anatómicos de genes sucesivos 
forraan un grupo ordenado de acuerdo con el orden de los genes en el complejo cromosómico. (Por cortesía de Robb Krumlaut) 


Los dorninios de expresión génica definen un sistema de correspondencias entre las re- 
giones corporales del insecto y las del vertebrado (véase la Figura 22-46). Los parasegmentos 
de la mosca corresponden a una serie de segmentos marcados en la parte anterior del em- 
brión de vertebrado. Éstos están más claramente delimitados en el cerebro posterior (véan- 
se las Figuras 22-46 y 22-47), donde reciben el nombre de rombómeros. En los tejidos 
Jaterales del cerebro posterior la segmentación se observa en las sexies de arcos branquiales, : 
que son prominentes en todos los embriones de vertebrados y son los precursores del siste- 
ma branquial en los peces y de las mandíbulas y de las estructuras del cuello en los mamife- 
ros; cada par de rombómeros del cerebro posterior corresponde a un arco branquial. Igual 
que en Drosophila, en el cerebro posterior las uniones de los dominios de expresión de mu- 
chos de los genes Hox están alineadas con las uniones de los segmentos anatómicos. 

Los productos de los genes Hox de mnamiíeros especifican valores posicionales que 
controlan el parón anteroposterior de parte del cerebro posterior, el cuello y el tronco, así 
corno el de otras zonas. Como ocurre en Drosophila, cuando un gen Hox posterior se expre- 
sa de forma aríficial en una región anterior puede hacer que el tejido anterior tenga un ca- 
rácter posterior. Y a la inversa, la pérdida de los genes Hox posteriores hace que el tejido 
posterior donde por lo general se expresan adopte un carácter anterior (Figura 22-48). Las 
transformaciones observadas en ratones mutantes de Hox no siempre son tan directas y a 
menudo son incompletas a causa de una redundancia de genes de los cuatro grupos Hox. 
Pero parece claro que la mosca y el ratón se sirven de la misma maquinaria para dar carac- 
teres individuales a sucesivas regiones, por lo menos en una parte del eje anteroposterior. 


qt 


Resumen. 


La complejidad del cuerpo adulto de un animal se construye mediante la reperición modulada de 
unos cuantos tipos estructurales básicos. Es decir que, por encima del parrón de expresión génica 
quese repite en cada segrnento, existe un patrón de expresión seríado de los genes selectores hameó- 
ticos que confiere a cada segmento una identidad propia. Los genes selectores homeóticos codifican 
proteínas que se enlazan al DNA y pertenecen a la familia del homeodominio. En el genorna de 
Drosophila estos genes se clasifican en dos grupos, llamados complejos Antennapedia y Bithorax; 
parece que estos dos grupos constireyen las dos partes de un solo complejo Hox primordial que se 
dividió durante la evolución, En cada complejo, los genes se ordenan en una secuencia que corres- 


porude a su secuencio de expresión a lo large del eje corporal La expresión del gen Hox se inicia en el 
embrión y se mantiene gracias a la acción de las protelnas de los grupos Polycomb y Trithorax, que 
miarcan la cromatina del complejo Box con un recuerdo hereditario de su estado embrionario. En 


co o 


> han estidiado, desde los cnidarios hasta los humanos, existen ho- 


todos los tipos de animales que se 


inólogos del cor hila, y en todos ellos ha conservado evolutivamente su papel er 


el diseño del eje anteroposterior Los mamiferos poseen cuatro complejos Box, con una relación si- 
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milar entre la ordenación seriada en el cromosoma y su patrón de expresión seríado, 
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Los segmentos de la larva de insecto son variaciones sobre un mismo tema básico, con los 
genes de segmentación que definen el módulo repetitivo básico y los genes selectores ho- 
meóticos que dan a cada segmento su carácter propio. Lo mismo puede aplicarse a los apén- 
dices principales del cuerpo del insecto adulto: patas, alas, antenas, piezas bucales y 
genitales externos también son variaciones de un tema básico común. A otro nivel de deta- 
lle, encontramos la misma maravillosa simplificación: los apéndices y otras partes del cuer- 
po están formados por subestructuras que también son variaciones de unos cuantos ternas 
básicos que se han conservado durante la evolución. 

En esta sección seguiremos el curso del desarrollo de Drosophila hasta llegar a su etapa 
final y la atención se centrará en cada uno de los pasos, examinando un ejeraplo de las rau- 
chas estructuras relacionadas que se desarrollan en paralelo, Al mismo tiempo, seseñalarán 
paralelismos con estructuras de vertebrados que se desarrollan de modo similar y no sólo 
utilizan las mismas estrategias sino también muchos de los mismos mecanismos molecula- 
res específicos. 

Con el fin de evitar interrupciones en la exposición, explicaremos primero brevemente 
algunos de los experimentos clave en biología molecular que han sido necesarios para hacer 
frente al problema especial que surge cuando intentamos descubrir córno los genes Contro- 


lan las etapas avanzadas del desarrollo. 


Las mutaciones somáticas condicionales e inducidas 
hacen posible el análisis de las funciones génicas 
en el desarrollo tardío 


Como hemos destacado, un mismo gen puede ser utilizado repetidamente en muchas si- 
tuaciones, en diferentes partes del cuerpo y en momentos diferentes. A menudo, las muta- 
ciones de pérdida de función alteran de forma tan grave al embrión temprano que éste, o la 
larva, muere y no da la oportumidad de observar cómo alectaría la mutación en procesos 
posteriores, 

Una de las maneras de tratar este problema es el estudio de las rnartaciones condiciona- 
les. Si disponernos, por ejemplo, de una rutación sensible a la termperatura del gen que nos 
interesa, podemos mantener al anincal a temperatura baja dunante el desarrollo temprano, 
ducto del gen funciona correctamente, y luego inhabilitar el producto de este 
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iendo el embrión a temperatura alta y observando qué 


(iones tardías se alteran. 


13. costilla 
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Figura 22-48 El control del patrón 
anteroposterior por los genes Hox 

en el ratón. (A, B) Un ratón normal tiene 
alrededor de 65 vértebras, cuyas estructuras 
se diferencian de acuerdo con su posición 
alo largo del eje corporal: 7 cervicales 
(cuello), 13 torácicas (con crestas), 6 lumbares 
(marcadas con los asteriscos amarillos en (B)), 
4 sacras (marcadas con los asteriscos rojos 

en (B)) y alrededor de 35 caudales (cola). 

(A) vista lateral; (8) vista dorsal; para mayor 
claridad, las extremidades se han suprimido 
en los dibujos, (€) El gen HoxA10 por lo 
general se expresa en la región lumbar (junto 
con sus parátogos HoxC10 y HoxD10) en este 
caso, se expresan artificialmente en la 
totalidad del tefido vertebral a lo largo del eje 
corporal en desarrolla, Coma resultado, todas 
las vértebras cervicales y torácicas han 
adquirido el carácter tumbar, (D) En cambio, 
cuando se anula Hox410 junto con HoxC10 y 
HoxD10, las vértebras que porla general 
tendrian un cacácterlumbaro yacro, 
adquieren el carácter torácico. (A y C, de M. 
Carapugo et al, Genes Dev, 19:2116-2121, 
2006, Con autorización de Cold £pring 
Harbor Laboratory Press; B y D, de DM, Wellik 
y MA. Capecciál, Science 301:363-367, 2003, 
Con autorización de AAAS) 
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Otros métodos implican una modificación directa del DNA en subgrupos de células que 
se hallan en etapas tardías del desarrollo; se trata de una especie de cirugía genética aplicada a 
células individuales que permite generar grupos de células mutantes con un genotipo de- 
terminado en cualquier momento del desarrollo celular. Este notable logro científico se con- 
sigue mediante recombinación somática inducida; el organismo resultante recibe el nombre 
de mosaico genético. 

Gracias a los mosaicos genéricos, no sólo se evita el problema de la Jetalidad de la fun- 
ción génica alterada en el organismo completo sino que además permite explorar la fun- 
ción del gen en las interacciones célula-célula, mediante la yuxtaposición de células 
mutantes y no mutantes, Por ejemplo, podemos examinar si las células se sirven o no del pro- 
ducto génico para enviar una señal a sus vecinas o para recibir una señal de ellas. induciendo 
el cambio genético en momentos diferentes podernos precisar cuándo actúa el gen para 
- producir un efecto determinado. 

Una técnica habitual de recombinación somética inducida utiliza moscas transgénicas 
que se han criado de manera que contengan dos elernentos genéticos derivados de la leva- 
dura: el gen de la recorobinasa FLB que es específica de un sitio determinado, y la secuencia 
diana de la recombinasa FLP (FRT). De forma característica, el animal es homocigótico pa- 
ra la secuencia de FRT, la cual se inserta cerca del centrómero en el brazo del cromosoma 
adecuado, mientras que otra construcción consistente en el gen Flip se inserta en cualquier 
sitio del genoma bajo el control de un promotor de choque térmico. Si este embrión o larva 
transgénica se somete a un choque térmico, es decir, se expone a una temperatura elevada 
durante unos minutos, se induce la expresión de Flp y esta enzima cataliza el entrecnuza- 
miento y la recombinación de los cromosomas materno y paterno en el sitio FRT. Si el choque 
térmico se ajusta de manera que sea lo bastante suave, sólo tendrá efecto en una o en algunas 
células esparcidas al azar. Como se explica en la Figura 22-43, si el animal es, al mismo tiempo, 
heterocigoto para el gen que nos interesa en la región cromosómica entrecruzada, el proceso 


Figura 22-49 Generación de células 
mutantes mediante la inducción de 
recombinación somática. Los diagramas 
siguen los destinos de un sola par de 
cromosomas homólogos, uno de ellos 
procedente del padre (sombreado) y el 

otro procedente de la madre (no sombreado). 
Estos cromosomas tienen un elemento Frf 
(verde) insertado junto al centrómero y 
contienen un locus para un gen de interés, 
gen X, en el mismo brazo del cromosoma. 

El cromosoma paterno (en este ejemplo) 
lleva el alelo tipo salvaje del gen X (rectángulo 
rojo vacio) y el cromosorna materno lleva el 
alelo recesivo mutante (rectángulo rojo lleno). 
La recombinación mediante el intercambia 
de DNA entre los crormosomas materno y 
patemo, catalizada por la recombinasa FLP, 
da lugar a un par de células hijas, una de 

ellas con dos copias del tipo salvaje del gen X, 
y la otra con dos copias mutantes. Para 
ayudar a identificar a las células en las que 

ha tenido lugar la recormbinación, se puede 
escoger que los cromosermas matemo y 
patemo lleven, respectivamente, las 
versiones mutante y salvaje de un gen 
adicional provisto de una marca visible, 

por ejemplo un gen de pigmentación (no 
mostrado), y dispuesto en el cromosoma de 
tal manera que la recombinación implique el 
locus del marcador y altere de forma visible 
la apariencia de las células; de este modo, se 
utíliza como signo seguro de que el gen X 
también ha experimentado la 
recombinación. 
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dará como resultado un par de células hijas que serán homocigotas y una de ellas recibirá 
dos copias del alelo materno del gen, mientras que la otra recibirá las dos copias del alelo 
paterno. Cada una de estas células bijas crecerá con normalidad y se dividirá dando lugar a 
retazos clónicos de progenie homocigótica, 

El entrecruzamiento se puede detectar si el animal escogido también es heterocigoto 
para un marcador genético situado en el mismo brazo cromosómico que el gen de interés y, 
por tanto, también experimenta entrecruzamiento. De esta forma se pueden diseñar clones 
mutantes hormocigotos a nuestra elección. Tanto la pareja de elementos de recombinación 
ELP y ERT corao la pareja análoga Cre y Lox pueden utilizarse en otras configuraciones para 
activar o desactivar la expresión de un gen (véase la Figura 5-79). Mediante estas técnicas 
podemos descubrir qué ocurre, por ejemplo, cuando se induce a las células a sintetizar una 
molécula señal determinada en un sito anormal o cuando se elimina un determinado 
h receptor, 

En vez de utilizar un promotor de choque térmico para inducir la expresión de la 
recombinasa FLB se puede utilizar la secuencia reguladora de un gen del genoma normal 
de mosca que se exprese en un lugar y en un momento determinado de nuestro interés. La 
recombinación se activará y obtendremos células mutantes en los lugares precisos donde 
normalmente se expresaría el gen. Una variante de esta técnica utiliza la maquinaría de re- 
gulación transcripcional de la levadura en vez de la maquinada de recombinación genética, 
de forma que se puede activar y desactivar de manera reversible la expresión de un determi- 
nado gen de mosca según sea el patrón normal de expresión de otro gen de mosca elegido 
(Figura 22-50). 

Activando y desactivando funciones génicas en lugares y momentos específicos, los bió- 
logos del desarrollo pueden empezar a descifrar el sistema de señales y respuestas especifi- 
cadas genéticamente que controlan el diseño de cualquier órgano del cuerpo. 
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1 Figura 22-50 Técnica Gol4/Uas para controlar la expresión errónea de un gen en Drosophila, El rnétodo permite levar a cabo la expresión de un gen G 
escogido en un lugar y en un mornento en los que algún otro gen H de Drosophila se exprese normalmente. (A) Se confecdona un animal transgénico, con 
dos construcciones separadas insertas en su genoma. Uno de los insertos consiste en una secuencia reguladora específica procedente de levadura, llamada 
elemento Uas (upsiream actívating seguence; secuencia activadora corriente arriba) acoplada a una copia de la secuencia codificadora del gen G. El otro 
inserto comiene la secuencia codificadora del gen de levadura Ga/4, cuyo producto es na proteína reguladora génica específica de levadura que se une al 
elemento Uas; este inserto Galá se coloca cerca de la región reguladora del gen H, quedando regulado por esta región reguladora, Dondequiera que el 

gen H se exprese normalmente, también se fabricará la proteína Gal4 do cual conjleva la transcripción del gen 6, (B) Aunque se puede llegar al mismo 
resultado ligando de forma directa una copia de la secuencia reguladora de H con la secuencia codificadora de G, la técnica Gol4/Los permite una estrategla 
rnás eficiente a largo plazo, Se confeccionan dos “bibliotecas” de moscas vansgénicas, una que coritenga insertos Gal4 cuya expresión está dirigida por 
secuencias reguladoras de genes diferentes A, B, C etc, y la otra con insertos Uas que diúgen diferentes regiones codificadoras X, Y, Z etc. Por cruzamiento 
de una mosca de una biblioteca con una mosca de la otra, cualquier secuencia codificadora que 5e desee puede estar acoplada en términos funcionales a 
cualquier secuencia reguladora, Para generar una biblioteca de moscas con inserciones Galá en sitos convenientes, primero se confeccionan las moscas 
con inserciones Gal en sitios al azar en su genorna. Entonces se cruzan con moscas que contengan el elemento Uas ligado a un gen marcador con un 
producto fácibmente detectable, La expresión del marcador revela si Gala ha sido insertado en el sitio en el que se induce su expresión bajo el control 

de un activador de interés; se han criado y estudiado moscas con 14m patrón interesante de marcadores. Ésta técnica recibe el nombre de caza del 

activador, puesto que facilita tino vía para rastrear y caracterizar secuencias reguladoras de interés en el genorna. 
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Las partes del cuerpo de la mosca adulta se desarrollan 
a partir de los discos imaginales 


Las estructuras externas de la mosca adulta se forman principalmente a partir de unos ru- 
dimentos llamados discos imaginales que son agrupaciones de cébulas aparentemente indi- 
ferenciadas que se mantienen aparte en cada segmento de la larva. Los discos son bolsas de 
epitelio en forma de vesículas arrugadas y aplanadas que formaa un continuo con la epider- 
mis (la capa superficial) de la larva. Existen un total de 19 discos, colocados en 9 pares a cada 
lado de la larva y uno en la línea media (Figura 22-51). Estos discos crecen y desarrollan su 
patrón interno mientras la larva va creciendo, hasta que en la metamorfosis inalmente revier- 
ten (se dan la vuelta de dentro a fuera), se extienden y se diferencian abierremente formando 
la epidermis del adulto. Los ojos y las antenas se desarrollan a partir de un par de discos, las 
alas y parte del tórax de otro, el primer par de patas de otro y así sucesivamente. 


Los genes selectores homeóticos son esenciales en la memoria 
de la información posicional en las células de los discos imaginales 


Las células de un disco imaginal parecen iguales a las de otros discos, pero los experimentos 
con injertos muestran que ya están regionalmente determinadas y no son equivalentes. Si, 
en la larva, se trasplanta un disco imaginal a la posición de otro y se deja que transcurra la 
metamorfosis, el disco injertado se diferencia de forma autónoma en la estructura corres- 
pondiente a su origen; es decir, un disco de ala dará estructuras de ala, un disco de balanein 
dará balancines, sea cual sea su nueva localización. Este hecho evidencia que los discos ima- 
ginales están gobernados por el recuerdo de la posición que ocupaban originalmente. 
Mediante un procedimiento más complejo de injertos en serie, que permite que las células 
de los discos imaginales proliferen durante un periodo largo antes de diferenciarse, se pue- 
de mostrar que este recuerdo se hereda de forma estable (con pocas excepciones) durante 
un gran número de generaciones celulares. 

Los genes selectores homeóticos son componentes esenciales del mecanismo de memo- 
ría. Si en algún estadio durante el largo periodo que lleva a la diferenciación en la metamor- 
fosis, se eliminan, por recombinación somática inducida, las dos copias de un gen selector 
homeótico de un clon de células de disco imaginal que por lo general expresaría este gen, 
estas células se diferenciarán en estructuras incorrectas, como si pertenecieran a otro 
segmento del cuerpo. Ésta y otras observaciones indican que la memora de información 
posicional de cada célula depende de la actividad continuada de los genes selectores homeó- 
ticos. Esta mexrnoría, además, se expresa con autonomía celular; es decir, cada célula man- 
tiene su estado individual, según su propia historia y su genoma, 
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Figura 22-51 Los discos imaginales en la 
larva de Drosophila y las estructuras a 
que dan lugar en el adulto. Según 

SA. Fristroro et al, en Probleras in Biology: 
ANA da Developers [EW Hanley, eL, O. 


382. Salt Lake Cite: University of Utah Press, 


1969.) 


je 


ORGANOGÉNESIS Y DISEÑO DE LOS APÉNDICES 


Los genes reguladores específicos definen las células 
que formarán un apéndice 


Ahora vamos a examinar cómo un apéndice desarrolla su patrón interno a partir del ejemplo 
del ala de un insecto. 

El proceso empieza con los mecanismos de diseño temprano explicados. En el embrión 
temprano, los sistemas de señales anteroposterior y dorsoventral delimitan una rejilla octo- 
gonal en el blastodermo en forma de líneas limítrofes de expresión génica dorsoventrales, 
anteroposteriores y de segmento, regularmente esparcidas. En ciertos puntos de intersección 
de estas líneas, la combinación de los genes que se expresan es tal que inducen a un agrega- 
do celular a seguirla vía de disco imaginal. 

En términos moleculares esto corresponde a activar la expresión de los genes regulado- 
res que definen los discos imaginales. En la mayor parte de los discos se activa el gen Distal- 
less. Este gen codifica una proteína reguladora que es esencial para el crecimiento sostenido 
y también para la formación de un apéndice alargado como es el caso de una pata o de una 
antena con tn eje próximo-distal. En su ausencia, no se forman estos apéndices y cuando se 
expresa de forma artificial en lugares anormales, se pueden producir apéndices fuera de lu- 
gar. Distal-less se expresa de forma similar en el desarrollo de extremidades y de otros apén- 
dices en la mayoría de especies de invertebrados y vertebrados estudiados (Figura 22-52). 
En el caso del disco del ojo, otro gen, lamado Eyeless, junto con otros dos genes estrecha- 
mente relacionados, levan a cabo la función correspondiente; este gen también tiene ho- 
mólogos, con funciones hornólogas (p. ej., los genes Pax6, que dirigen el desarrollo del ojo en 
Otras especies, como se ha explicado en el Capítulo 7). 


El disco del ala del insecto se divide en compartimientos 


Desde el principio, el agregado celular que forma el disco imaginal tiene los ridimentos de 
un patrón interno, heredado del proceso ternmprano de formación del patrón. Por ejernpla, 
las células de la rmiitad posterior del rudimento del disco del ala (y de la mayoría de los otros 
rudimentos de discos imaginales) expresa el gen de polaridad de segmento Engrailed, 1mien- 
tras que las de la mitad anterior no lo hacen. Las asimetrías iniciales son el haudaraento 
del diseño posterior de un patrón más detallado, como ocurre en el huevo y en el embrión 
temprano. 

Los sectores del disco del ala definidos por estas diferencias tempranas de expresión 
génica conresponden a partes determinadas de la futura ala. La región postenor, que exprese 
Engrailed, formazála mitad posterior del ala, mientras que la región que no expresa Engralled 
formará la wnitad anterior. A su vez, la parte dorsal del disco del ala expresa un gen denondl- 
nado Apterorws, raientras que la mitad ventral no lo hace. En la metamorfosis, el disco se plie- 
ga alo largo de la línea que separa estos dominios y da paso an ala cuya capa dorsal deriva 


de la región que expresa Apterous y la capa ventral de la región que no expresa este gen. El 
margen del ala, donde se unen estas dos capas epiteliales, corresponde a la línea limítrofe 
del dorninio de expresión de Apterous en el disco (Figura 22-53). 

s céludas del disco, una 
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Figura 22-572 Expresión de 
Distalless en el desarrollo 
de las patas y de los apéndices 
relacionados en varias 
espedes. (4) Larva de enzo 
de mar. (8) Larva de polilla. 
(A, de G. Panganiban etal, 
Proc, Nati. Acad. 5ci USA, 
94:5162-5166, 1997. National 
Academy of Sciences; 8, de 
G. Panganiban, L. Nagy y S.B. 
Carroll, Curr. Biol, 4:671-675, 
1994, Con autorización de 


Elsevier.) 
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cuatro grupos de células resultantes, sin que se produzca niogún intercambio de células en 
las interfases. Los cuatro cuadrantes correspondientes en el disco se laman compartimien- 
tos, porque no hay intercambio de células entre ellos (Figura 22-59). z 


Cuatro vías de señalización conocidas se combinan 
entre sí formando el patrón del disco del ala: Wingless, 
Hedgehog, Dpp y Notch 


A lo largo de las líneas que separan los compartimientos (a línea anteroposterior definida 
par Engrailed yla dorsoventral por Apterous), se enfrentan células en diferentes estados e in- 
teraccionan generando bandas estrechas de células especializadas. Estas células producen. 
nuevas señales que organizan el crecimiento subsiguiente y la formación del patrón más de- 
tallado del apéndice. y 

Las células del compartimiento posterior del ala expresan la proteína señal Hedgebog, 
pero no pueden responder a ella, Las células del cormpartimiento anterior sí que responden a 
Hedgehog. Debido a que esta señal sólo actúa a distancias cortas, la vía de recepción se activa 
sólo en una estrecha banda de células anterior a la Hnea fronteriza del compartimiento, donde 
se yuxtaponen las células anteriores y las posteriores. Estas células Mixiítrofes responden 
activando la expresión de otra molécula señal, Dpp (la misma proteína que hemos encon- 
trado en el diseño del patrón dorsoventral en el embrión temprano) (Figura 22-55). En este 
nuevo contexto, Dpp actúa más o menos de la roisma forma que antes: extiende sus efectos 
hacia afuera, más allá de las células limítrofes (por difusión, por citonemas o mediante trans- 
ferencia de célula a célula por exocitosis o endocitosis), estableciendo un gradiente morfo- 
génico que controla la subsiguiente formación del patrón detallado de crecimiento y de 
expresión génica. 

En la línea limítrofe del compartimiento dorsoventral ocurren sucesos análogos (véase 
la Figura 22-55). En el futuro margen del ala, la comunicación de corto alcance mediada por 
la vía Notch genera una banda de células limítrofes que produce otro morfógeno, la proteí- 
na Wingless, que es el mismo factor de señalización, de la farnilia Wnt, que ha actuado en el 
diseño anteroposterior de cada segmento del embrión. Los gradientes de Dpp y Wingless, 
junto con otras señales y con las asimetrías de expresión génica descritas antes, se combinan 
entre sí dirigiendo la expresión de otros genes en localizaciones precisas dentro de cada 
compartimiento. 


El tamaño de cada compartimiento se regula por interacciones 
entre sus células 


Tar 


Uno de los aspectos rmmás oscuros y mal comprendidos del desarrollo animal es el control del 
crecimiento: ¿cómo crece cada parte del cuerpo hasta llegara un tamaño definido? Este pro- 
blema se ejemplifica magníficamente en los discos imaginales de Drosophila, Por recombi- 
nación somática inducida podemos obtener, por ejemplo, un con de células que prolifere 
con más rapidez que el resto de las células del órgano en desarrollo. El clon crecerá hasta 
ocupar casi todo el compartimiento y no sobrepasará sus límites, Sorprendentemente, su 
rapidez de crecimiento casi no tiene efecto sobre el tamaño final del compartimiento ni 
sobre su forma, ni tan sólo sobre los detalles de su patrón interno (véase la Figura 22-54), 
De alguna forma, las células del interior del corepartimiento interactúan determinando 
cuándo deben parar su crecimiento y cada compartimiento se comporta coro una unidad 
reguladora en este aspecto. 

Una primera cuestión es si el tamaño del compartimiento se regula de forma que 
contenga un número determinado de células. Podemos servirnos de mutaciones en los 
componentes de la maquinaria de control del ciclo celular para acelerar o frenar el ritmo de 
las divisiones cebulares sin alterar el ritmo de crecimiento celular ni físular. Este proceso da 
lugar a un número anormalmente grande de células de raenor tamaño, o bien todo lo con- 
trario, pero el tamaño, es decir, el área del compartimiento, casi no cambia, Por lo tanto, el 
mecarisroo regulador parece que depende de señales que indican la distancia física entre 
una y otra parte del cormpartimmiendo, y depende también de las respuestas celulares que de 
alguna forma leen estas señales, de manera que el crecimiento sólo se detenga cuando el 
espacio entre las partes haya Hegado a un valor adecuado. 
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Figura 22-54 Compartimientos del ala adulta. (A) Las formas de los clones marcados en el ala de 
Drosophila revelan la existencia de un límite de compartimiento, Ej borde de cada clon marcado 
tiene un límite nítido. Incluso cuando se ha alterado genéticamente un clon marcado de tal forma 
que crezca más rápido que el resto del ala y, por lo tanto, es muy grande, sigue respetando el 
lírnite (dibujo de la derecha). Nótese que el límite del compartimiento no coincide con la vena 
central del ala. (B) Patrón de expresión del gen Engrailed en el ala, revelado por la misma técnica 
que para la mosca adulta mostrada en la Figura 22-41. El límite del compartimiento coincide p 
con el limite de la expresión del gen Engrailed. (A, según F.H.C Crick y PA. Lawrence, Science (B) . (PA: 
189:340-347, 1975. Con autorización de AAAS; B, cortesía de Chíhiro Hama y Tom Kormbesg.) 500 pra 
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Figura 22-35 Señales morfogénicas que se generan en las limites del compartimiento en el disco irmaginal del ala. (A) Formación de una región 
señalizadora de Dpp en el límite anteroposterior del compartimiento a través de una interacción mediada por Hedgehog entre las células anteriores y 
posteriores, De manera análoga, una interacción mediada por Notrch entre las células dorsales y ventrales forma una región señalizadora de Wingless (Wind 
ata largo del límite dorsoventral. (8) Patrones de expresión que se observan de Dpp y de Wingless. Aunque parece claro que Dpp y Wingless actúan corno 
morfógenos, aún no está claro si se extlenden desde su fuente por simple difusión a través del medio extracelular o de otra forma. Además, se ha visto 

que las células del disco imaginal envían largas protrusiones, llamadas citonernas, que permiten detectar señales a distancia. Asi, la cóbola receptora puede 
emváar sus sensores a la fuente de la señal en lugar de desplazarse la señal hacia la célula receptora, 1B, fotografías cedidas por cortesía de Sean Carroll y Scott 
Weatherbee, de 5.3, Day y PA. Lawrence, Development, 1272977-2987, 2000. Con autorización de The Company of Biologists) 
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Este tipo de regulación del crecimiento se observa claramente en la regeneración inter- 
calar que tiene lugar cuando fragmentos de un disco imaginal de Drosophila o distintas pax- 
tes de una pata en crecimiento de cucaracha se injertan mediante cirugía. Después del 
injerto, las células cercanas al lugar de unión proliferan y rellenan la parte que normalmente 
estaría en medio de los dos trozos injertados, continuando el crecimiento hasta que se res- 
tablece la distancia normal entre las marcas limítrofes (Figura 22-58). El mecanismo por e 
que se obtiene este resultado constituye un misterio, pero parece probable que sea similar a 
los mecanismos que regulan el crecimiento durante el desarrollo normal. 

¿Cuál es el mecanismo que podría asegurar que cada pequeña pieza del patrón de un 
compartimiento crezca hasta su tamaño apropiado, a pesar de los desajustes locales en 
el ritmo de crecimiento o en las condiciones iniciales? Los gradientes de muorfógenos 
(p. ej. de Dpp y Wingless) generan un patrón por imposición de diferentes caracteres en cé- 
lulas situadas en diferentes lugares. ¿Podría ser que las células de cada región fuesen capaces 
de detectar cuán cerca están las unidades repetitivas en el patrón, cuál es la pendiente del 
gradiente de cambio en el carácter celular y continuasen su crecimiento hasta que el tejido 
se haya extendido hasta el límite correcto? 

Esta idea se ha verificado generando clones de células en el disco del ala en las cuales el 
Rujo de componentes de la vía de señalización Dpp se expresan erróneamente con el fin 
de mantener un nivel de activación más alto o más bajo que el de las células vecinas. Desde 
el punto de vista de las células, las condiciones en la zona limítrofe del clon mutante son 
equivalentes a las que se producirían con un gradiente brusco de Dpp. El resultado de ello es 
que las células de los alrededores se estimulan dividiéndose a un ritmo creciente. Por el con- 
trario, si el nivel de la señal Dpp es uniforme en la región media del disco del ala en desarro- 
lo, donde tendría que ser creciente de forma gradual, la división celular se inhibe. Pero sl es 
así, ¿cómo detectan las células la pendiente del gradiente? 

Desconocemos la respuesta pero existen indicios consistentes de que el mecanismo 
depende de señales que se generan en las uniones célula-célula, donde confluyen diferentes 
niveles de activación. Como se ha expuesto en el Capítulo 19, mutaciones en los componen- 
tes que forman parte de las uniones celulares tales como la proteína estructural Dig (Dises- 
large) o un mienibro de la superfamilia de la cadherina llamado Fat, provocan 1 error fatal 


en el control del crecimiento que hace que el disco del ala crezca más allá de su tamaño nor-. 


mal En el coso de Fat, se ha identificado un grupo de moléculas que inchiye las proteínas quí- 
nasa Hamadas Hippo y Warts, corno componentes de una vía de señalización que desde Fat, 
en la membrana celular, controla la expresión génica en el núcleo. Los productos de los ge- 
nes diana incluyen la ciclina E, que es un regulador del ciclo celular, un inhibidor de la apop- 
tosis y también un micro-RNA Hamado Bantar, que parece ser una parte esencial del 
mecanismo de control del crecimiento. A pesar de que estos hechos despiertan el afán de 
conseguir hallazgos que todavía están fuera de nuestro alcance, los mecanismos que contro- 
lan el tamaño de los órganos todavía constituyen un misterio. Si pudiéramos descubrir cómo 
actían en Drosophila, podríamos empezar a vishumbrar cómo se resuelve en los vertebrados 
el problema del control del tamaño de los órganos, sobre el cual la perplejidad actual ante es- 
ta cuestión fundamental es aún más profunda. Dado que en otros aspectos del desarrollo de 
los árganos las moscas y los vertebrados son, a nivel molecular, más semejantes de lo que ca- 
bría esperar, los mecanismos de control del crecimiento también podrían ser similares. 


Mecanismos similares modelan las extremidades de los vertebrados 


Las extrermidades de los vertebrados son muy dHerentes de las de los insectos. Por ejemplo, 
el ela de un insecto consiste principalmente en dos capas de epitelio con muy poco tejido 


Figura 22-56 Regeneración intercalar. 
Cuando dos porciones de una pata de 
cucaracha, que normalmente se hallan 
separadas, se injertan juntas, entre ambas 
se intercala un nuevo tejido (verde) (por 
proliferación celular) que llana el intervalo 
correspondiente en el patrón de estructuras 
de la pata, restituyéndose un segmento de 
pata de tamaño y patrón normales. 
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entre ellas. Por el contrario, la extremidad de un vertebrado consta de um sistema elaborado 
de músculos, huesos y tejidos conjuntivos envueltos por una cubierta delgada de epider- 
mis de estructura más sencilla. Además la evolución sugiere que el último ancestro común a 
vertebrados e insectos debía carecer de patas, brazos, alas y aletas, y que todos estos apén- 
dices evolucionaron independientemente. No obstante, cuando se observan los mecanismos 
moleculares que controlan el desarrollo de las extremidades de los vertebrados, encon- 
tramos una cantidad sorprendente de similitudes con las de los insectos. Ya se han mencio- 
nado algunas de estas semejanzas, pero hay muchas otras: casi todas las moléculas que 
actúan en el caso del ala de mosca tienen sus homólogos en las extremidades de los verte- 
brados, aunque se expresen en relaciones espaciales diferentes. 

Los paralelismos se han estudiado de forma más exhaustiva en el embrión de pollo. 
Como se ha señalado, cada una de las alas o patas de pollo se originan a partir de una yema 
en forma de lengua, que consiste en una masa de células de tejido conjuntivo embrionario, 
llamada mesénquima, englobada dentro de una cubierta epitelial En esta estructura en- 
contramos la expresión de homólogos de casi todos los genes mencionados en la exposición 
sobre el diseño del ala de Drosophila, incluyendo Distal-less, Wingless, Notch, Engrailed, Dpp 
y Hedgehog, todas ellas con funciones más o menos similares a las del disco del ala de 
Drosophila (Figura 22-37). 

Asimismo, los genes Hox también aparecen tanto en las extremidades de Drosophila co- 
mo en las de los vertebrados. En el apéndice del insecto, se distinguen los compartimientos 
anterior y posterior por la expresión de varios genes del complejo Hox, como resultado de 
una expresión en serie de estos genes a lo largo del eje de todo el cuerpo. En las extremidades 
delos vertebrados los complejos Hox (HoxA y HoxD)) se expresan en uan patrón regular, obe- 
deciendo las reglas habituales de la expresión génica secuencial de estos cornplejos. Junto 
con otros factores como las proteínas Tx mencionadas anteriormente (véase la Figura 22-9), 
estos complejos intervienen en la regulación de las diferencias de comportamiento celular a 
lo largo del eje próximo-distal de la extremidad. 

Se ha sugerido que estas semejanzas moleculares errtre las extremidades en desarrollo de 
diferentes fíuimas reflejan que proceden de un ancestro cornún que, aungue no tenía extrerni- 
dades, sí que poseía algún tipo de apéndices diseñados según los mismos principios (quizás 
eran antenas o piezas bucales que sobresalían para coger el alimento). Los apéndices actuales, 
en forma de extremidades, desde las alas y las patas de la mosca hasta los brazos y las piernas 
de un humano, habrían evolucionado mediante activación de los genes de formación de apén- 
dices en nuevos lugares del cuerpo como resultado de cambios en la regulación génica. 


La expresión localizada de clases específicas de genes de proteínas 
reguladoras prefigura la diferenciación celular 


Retornemos el hilo del desarrollo en el disco imaginal de Drosophila y sigámoslo hasta el pa- 
so final en el cual las células se convierten definitivamente en diferenciadas. Una observa- 
ción más atenta a los detalles tomará como ejermplo de diferenciación una pequeña 
estructura que surge del epitelio del disco imaginal: la queta sensorial 
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Figura 22-57 Moléculas que controlan 

la formación del patrón en la yema de 

una extremidad de vertebrado, (A) Yerna 
de ala de un embrión de pollo de4 días de 
incubación. La electromicrografía de barrido 
muestra una vista dorsal, con las somitas 
(los segmentos del tronco del embrión) 
visibles a la izquierda. Justamente en el 
margen distal de la yerna se puede ver 

una cresta engrosada, la cresta ectodérmica 
apical, (B) Patrones de expresión de protelnas 
señalizadoras clave y factores reguladores 
génicos en la yema de la extremidad 

del pollo. Los patrones se representan 

de forma esquemática en dos planos 
imaginarios de cortes de la yema, 

uno (horizontal) para enseñar el sistema 
dorsoventral y el otro (vertical) para enseñar 
los sistemas anteroposterior y próximo-distal, 
Sonic hedgehog, Bmp2 y Lmx1 se expresan 
en el núcleo mesodérmico de la yerna de 

la extremidad; las otras moléculas del 
diagrama se expresan en su cubierta 
epiteñial, Casi todas las moléculas 

mostradas tienen homólogos implicados 
enla formación del patrón del disco del ala 
de Drosophila, (A, cortesta de Paul Martin) 
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Las quetas que cubren la superficie del cuerpo de un insecto son Órganos sensoriales 
en miniatura Migunas de ellas responden a estímulos químicos, otras a estímulos mecánicos 
pero todas están construidas de forma sirnilar. De entre las quetas mecanosensoriales ésta es 
la de estructura más sencilla. Cada una de ellas se compone de cuatro células: a célula ta- 
llo, uma célula alvéolo, una célula vaina y una neurona (Figura 22-58). El movimiento de la 
célula dardo de la queta excita la neurona, la cual manda la señal al sistema nervioso central. 

Las células de la queta de una mosca adulta derivan del epitelio del disco imaginal y las 
cuatro son nietas o bisnietas de una sola célula madre sensorial (véase la Figura 22-58), que 
se diferencia de las futuras células epidérmicas de su alrededor durante el último estadio 
larvario (Figura 22-59). Una quinta célula descendiente muere, o en algunos tejidos se con- 
vierte eniuma célula glial. Para explicar el patrón de la diferenciación de la queta, primero 
tenemos que explicar cómo se controla la génesis de las céhilas madre sensoriales y después 
cómo las cinco descendientes de cada una de ellas se vuelven diferentes de las demás. 

Dos genes amados Achaete y Scute son cruciales en el inicio de la formación de las que- 
tas en el epitelio del disco imaginal Estos genes tienen funciones similares que se solapan 
y codifican proteínas reguladoras fatimamente relacionadas, que son del tipo básico hélice- 
bucle-bélice fexplicado en el Capítulo 7). Cormo resultado de los mecanismos de diseño del 
disco estudiados, Achaete y $5cute se expresan en las regiones del disco imaginal donde se 
formerán las quetas. Las mutaciones que eliminan la expresión de estos genes en algunos de 
sus lugares habituales bloquean el desarrollo de las quetas precisamente en estos lugares y 
las mutaciones que causan la expresión adicional en lugares anormales hacen que las que- 
tas se desarrollen alí Pero la expresión de Achaete y de Scute es transitoria y sólo una nbno- 
cía de les células que inicialmente expresan estos genes serán células madres sensoriales, 
mientras qué las otras se convertirán en células epidérmicas normales. El estado que espe- 
cifica la expresión de Achaete y Scute se Mana proneural, y Achaete y S5cute se denominan 
genes pronenrales. Las células proneurales denen instrucciones de tomar la vía de diferen- 
ciación neurosensonial, pero cuáles de ellas lo hacen finalmente, depende de interacciones 
competitivas entre ellas, como se describirá más adelante. 


La inhibición lateral escoge las células madre sensoriales 
de los agregados proneurales 


Las células que expresan los genes proneurales se agrupan en el epitelio del disco imaginal - 


«de forma que un pequeño agregado aislado de menos de 30 células formará una gran queta 
aislada, mientras que un agregado continue de centenares o millares de células formarán 
un cacopo de quetas pequeñas. En el pripoer caso, sólo uma céhia del agregado se convierte 
en célula coadre sensoríal, mientras que en el segundo caso, lo harán ruchas de las células 
que se encuentran esparcidas por toda la región proneural. En arbos casos, cada una de 


las células madre sensoriales queda rodeada de células que han desactivado la expresión 


Figura 22-58 Estructura básica de una 
queta mecanosensorial. A la izquierda se 
muestra el linaje de las cuatro células de la 
queta, todas ellas descendientes de una 
célula madre sensorial. 


100 pr 


Figura 22-59 Células madre sensoriales 
enel disco imaginal del ala. Las cóbalas 
madre sensoriales (en azul) ye revelan 
fáciinente con esta inción especial de 
Drosopbila, que contiene un gen marcador 
arúfidal LocZ que, por casualidad, se ha 
insertado cerca de la región control, 
responsable de su expresión selectiva en las 


-cálulas madre sensoriales, La tinción púrpura 


muestra el patrón de expresión del gen Scute; 
este gen prefigura la producción de células 
madre sensoriales y se desdibuja a medida 
que les células madre sensoriales se van 
desarrollando, [De P. Cubas et al, Genes Dev, 
5996-1008, 1991. Con autorización 

de Cold Spring Harbor Laboratory Press.) 
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de los genes proneurales, quedando obligadas a diferenciarse como epidermis. Experimen- 
tos con mosaicos genéticos muestran que este fenómeno ocurre porque una cébula com- 
prometida a tomar la vía de diferenciación de célula madre sensorial envía una señal a sus 
vecinas para que ellas no hagan lo mismo, es decir, ejerce una inhibición lateral. Siuna célu- 
la que normalmente sería célula madre sensorial se incapacita en términos genéticos para 
que lo sea, entonces una célula proneural vecina queda libre de la iahibición lateral y se con- 
vierte en célula madre sensorial. a 

La inhibición lateral se lleva a cabo por la vía de señalización Notch. En principios, todas 
las células del agregado expresan el receptor transmembrana Noteh y también su ligando 
Delta. Dondequiera que Delta active Notch, se envía una señal inhibidora a la célula que ex- 
presa Notch; en consecuencia, inicialmente todas las células del agregado se inhiben unas a 
otras. No obstante, la recepción de la señal por una célula determinada parece que no sólo 
disminuye la tendencia a especializarse como célula madre sensorial, sino que también dis- 
minuye su capacidad para defenderse enviando la señal inbibidora Delta. Este hecho 
crea una situación cormpetítiva en la cual una sola célula de cada pequeña región Da furura 
célula madre sensorial) sale ganadora y envía une potente señal inbibidora a sus compañe- 
ras más cercanas, sin recibir ninguna señal de este po como respuesta (Figura 22-60). 
Las consecuencias que puede tener un fallo en este mecanismo regulador se muestran en la 
Figura 22-61. 


Figura 22-61 Resultado de la anulación de la inhibición lateral durante la singularización de las 
células madre sensoriales. La fotografía muestra una parte del tórax de una mosca que confiene un 
grupo de células mutantes en las cuales el gen neurogénico Delta ha sido percialmerte inactíivado. La 
reducción de la inhibición lateral ha sido la causa de que casi todas las células del grupo mutante len el . 
centro de la figura) se desarrollen como células madre sensoriales, y se produzca un gran exceso de 
quetas sensoriales. Grupos mutantes de células portadores de mutaciones más drásticas de la vía Notch, 
que dan lugar a una carencia total de inhibición lateral, no forman quetas visibles porque tada la 
progenie de las células madre sensoriales se desarrollan como neuronas o como células gliales en hugar 
de divesificarse fornando neuronas y las partes externas de la estructura de la queta. (Cortesía de P, 
Mettder y P Sirapson, Cell 64.1083-1093, 1991, Con autorización de Elsevier) 
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Roura 22-60 La inbibición lazeral. 

(4) Mecanismo básico de inhibición lateral 
competitiva mediada por Notch, ¡lustrada 
para dos células que interactúan entre sí. 

En este disgrama la ausencia de color en 

las proteínas o en las líneas efectoras indica 
inactividad, (8) Resultado del misrno proceso 
que actúa en un grupo más grande de células. 
En un principio, todas las células del grupo 
son equivalentes, expresando tanto el 
receptor transmembrana Notch como su 
ligando transmembrana Delta. Cada célula 
tiende a especializarse (como célula madre 
sensorial), pero también cada una de ellas 
envía una señal inhíbidora a sus vecinas que 
reprime tal especialización. Este proceso 
genera una situación competitiva. En cuanto 
una de las células gana alguna ventaja en 
esta competencia, esta ventaja se magnifica. 
La célula vencedora, a medida que va 
inidando la diferenciación como célula 
madre sensorial, también va inhibiendo 

más fuertemente a sus vecinas, A la inversa, 

a medida que estas células vecinas van 
perdiendo su capacidad para diferenciarse 
como células madre sensoriales también 

van perdiendo su capacidad para inhibir a las 
otras células a que lo hagan. Por consiguiente, 
la intúbición lateral hace que las células 
adyacentes sigan destúnos diferentes. Parece 
que normalmente la interacción depende de 
contactos célula-célula, pero la futura célula 
madre sensorial puede ser capaz de enviar 
una señal inhibidora hacia células que están 
a más de un diámetro celular de distancia, 
por ejemplo emitiendo largas protuberancias 
para contactar con ellas, 
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Figura 22-62 Numb sesga la inhibición lateral durante el desarrollo de la queta. En 
cada división de la descendencia de la célula madre sensorial, la proteína Numb se 
localiza de manera asimétrica y produce células hijas diferentes entre sí. Nótese que 
algunas de las divisiones se orientan con el huso mitótico en el piano del epitelio y otras 
perpendiculares a él; en estos diferentes tipos de división, la localización de Numb se 
controla por diferentes vías, pero en todas ellas dene un papel crítico decidiendo los 
destinos celulares, (Basado en datos de M. Gho, Y. Bellaiche y E. Schwelsguth, 
Development 126:3573-3584, 1999. Con autorización The Company of Biologist) 


La inhibición lateral conduce a la descendencia de la célula madre 
sensorial hacia destinos finales diferentes 


Elmismo mecanismo de inhibición lateral dependiente de Notcb achía repetidamente en la 
formación de las quetas, no sólo para obligar a las células vecinas de las células madre seo- 
soriales a seguir una vía diferente y convertirse en epidérmicas, sino también para hacer que 
más tarde las células nietas y bisnietas de la célula madre sensorial expresen diferentes genes 
que dirijan la formación de los distintos componentes de la queta, En cada etapa, la inhibi- 
ción lateral genera una interacción competitiva que obliga a las células adyacentes a con- 
portarse de modo distinto. Mediante una mutación de Notch sensible a la teraperarura, se 
puede desactivar la señalización Notch después de que la célula madre sensorial haya sido 
elegida, pero antes de que se divida. Entonces la prole se diferencia de la misma forma, pro- 
duciendo un aglomerado de neuronas en lugar de los cuatro tipos de células de la queta. 

Como en otras situaciones compeútivas, las que se producen por inhibición lateral a 
menudo están amañadas: una célula empieza con Luna ventaja que le garantiza que será la 
ganadora. En el desarrollo de los distintos tipos de células de la queta sensorial existe un ses- 
go inicial potente, producido por la asimetría de todas las divisiones de la cótula madre sen- 
sorfíal y de su prole. En un exremo de la célula en división se encuentra una proteína 
llamada Numb (unto con otras proteínas) que hereda una de las células hijas y la otra en 
cambio no (Figura 22-62). Nuvalb bioquea la actividad de Notch. En consecuencia, la célula 
que contiene Numb no detecta la señal inbíbidora de sus vecinas, mientras que la otra sigue 
siendo sensible. Dado que las dos células expresan inicialmente el Ugando Delta de Notch, la 
célula que ha heredado Numb será neural mientras que su hermana será conducida hacia 
un destino no neuronal, 


La polaridad planar de las divisiones asimétricas está controlada 
por la señalización mediada por el receptor Frizzled 


Para que actúe el mecanismo Numb, en la célula en división tiene que existir la rnaquinaria 
que segregue el determinante a un lado de la célula antes de que se produzca la división. 
Adernás cuando la célula entra en mitosis, el huso mítótico tene que alinearse con esta 
asimetría, de forme que el determinante sólo se localice eqxuna célula hija y no sea compartd- 


do porlas dos células hijas durante la división. Ea el caso analizado, la cérla madre sensorial, 


en su pra 
da Munab y una célula posterior que no lo hac 


or que here- 
. Como se ba explicado en el Capítulo 1 


tipo de polaridad en el plano del epitelio se denoraina polaridad planar, en cor 


alvéolo 


vaina 


neurona 
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con la polaridad ápico-basal, en la que la asimetría celular es perpendicular al plano del 
epitelio. Esto se manifiesta en la orientación uniforme hacia atrás de las quetas, que da a la 
mosca un aspecto como si hubiera sido barrida por el viento (Figura 22-63), 

La polaridad planar de la primera división de la célula madre sensorial se controla me- 
diante una vía de señalización sirailar a la de las divisiones asimétricas del nematodo (véase 
la Figura 22-21), que dependen del receptor Frizzled. En el Capítulo 15 se han descrito las 
proteínas Frizzled como receptores de las proteínas Wnt, pero en el control de la polaridad 
planar, en moscas, y probablemente también en vertebrados, esta vía funciona de un modo 
especial, ya que el mecanismo inrracelular de transmisión ejerce sus efectos sobre todo en 
el cioesqueleto de actina, más que en la expresión génica. La proteína intracelular 
Dishevelled, que se encuentra por debajo de Frizadled en la cascada de la vía de señalización, 
es común a las dos ramas de la vía: la reguladora génica y la reguladora de actina. 
Distiatos dominios que presenta la molécula Dishevelled son los responsables de las dos 
funciones (Figura 22-64). Frizzled y Dishevelled toman nombre del aspecto despeinado que 
tiene la mosca cuando la polaridad de las quetas está desordenada (véase la Figural19-32). 


Las divisiones asimétricas de las células madre generan 
neuronas adicionales en el sistema nervioso central 


Los mecanismos descritos, además de actuar en el control de la génesis de las neuronas de 
las quetas sensoriales, también intervienen, aunque con variaciones, en la génesis de casi 
todas las demás neuronas, no sólo en insectos, sino también en otros fíluros. Por lo tanto, en 
el sistema nervioso central, tanto de moscas como de vertebrados, las neuronas surgen de 
regiones que expresan genes proneurales afines a Achaete y Scute. La neuronas nacientes 
expresan Delta e inhiben sus vecinas más próximas, que expresan Notch, para que no se 
comprometan también a tomar el camino de la diferenciación neuronal. Cuando se blo- 
quea la señal Notch, falla la inhibición y entonces en las regiones proneurales se generan 
neuronas en exceso a expensas de las células no neuronales (Figura 22-65). 

Sin embargo, en el sistema nervioso central entra en juego un mecanismo adicional que 
ayuda a generar el gran número de neuronas y células de la glía que se necesitan; una clase 
especial de células se compromete a ser precursor neuronal, pero en vez de diferenciarse de 
forma directa como neuronas o células de la glía, sufren una larga serie de divisiones celula- 
res asimétricas por las cuales se añaden a la población muchas neuronas y células gliales 
adicionales. Este mecanismo se comprende mejor en Drosophila, aunque hay rmuchos indi- 
cios de que en la neurogénesis de vertebrados ocurre algo similar. 
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Figura 22-63 La polaridad celular planar se 
manifiesta en la polaridad de la queta sobre 
el dorso de la mosca: todos los pelos 
apuntan hacia atrás. (Electromicrografía de 
barrido cedida por cortesía de S. Oldham 

y E Hafen, de E. Spana y N. Perrimon, Trends 
Genet. 15:391-302, 1999. Con autorización 

de Elsevier.) 


Figura 22-64 El control de la polaridad 
celular planar. (A) Dos ramas de la vía de 
señalización WnyFrizaled. La rama páncipal, 
descrita en el Capítulo 15, controla la 
expresión génica mediada por la B-catenina; 
la rama de la polaridad planar controla el 
ditoesgueleto de actina mediante GTPasas 
Rho. Los responsables de ambos efectos son 
los dominios de la proteína Dishevelled. Aún 
no está claro cuál es el miembro de la familia 
de proteinas señalizadoras Vint, sies que hay 
alguno, responsable de la activación de la 
función de la polaridad planar en Drosophila. 
(8) Esquerna de células mostrando la 
polaridad planar. Al menos en algunos 
sistemas, la polaridad celular planar se 

asocia con la localización del propio 
Fizaded a un lado de cada célul 
tembién Capítulo 19, Figura 11 
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superproducción 
de neuronas en placa neural 
el lado inyectado 


inyección de un mRNÑA de fijación y tinción para 
Delta truncada en una célula neuronas en el estadio 
en el estadio de 2-células de placa neural 


En el sistema nervioso central de Drosophila, los precursores de las células nerviosas, 0 
neuroblastos. se eligen inicialmente del ectodermo neurogénico mediante el pico mecanis- 
ro de la inhibición leteral que depende de Notch. Cada neuroblasto se divide de forma repe- 
tida de forma asinéuica (Figura 22-664). En cada división una célula hija signe siendo 
neuroblasto, mientras que la otra, que es mucho más pequeña, se especializa como célula ma- 
dre ganglionar o GMC. Ésta se divide una sola vez, dando un par de neuronas, o una neurona 
y una célula de la glía o un par de células gliales. El neuroblasto se hace más pequeño en ca- 
da división, mientras suministra sus matedales a una célula madre ganglionar después de 
otra. Finalmente, después de unos 12 ciclos, el proceso se dejene, seguramente porque el 
neuroblasto ha quedado demasiado pequeño para sobrepasar el umbral del tamaño necesario 
para seguir un nuevo ciclo de división celular. Más tarde, en la larva, las divisiones continúan, 
acompañadas ahora de crecirnijento celular, que permite que el proceso continúe indefinida- 
mente y genere el gran número de neuronas que se necesitan en la mosca adulta. 

Por lo tanto, los neuroblastos larvarios se consideran células madre iniciales, que son 
las que, sin ser definitivamente diferenciadas, se comportan como una fuente autorrenova- 
ble y en potencia inagotable de células que finalmente se diferenciarán. En el Capítulo 23 


APICAL ectodermo 
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Figura 22-465 Los afectos del bloqueo 

de la señalización Notch en el embrión de 
Xenopus. En este experimento, a una célula 
de un embrión en el estadio de dos células 

se le microinyecta un mANA que codifica 

una forma truncada del ligando Delta de 
Norch y como marcador otro mBNA de LaczZ, 
La proteína Delta truncada producida a partir 
del mBNA bloguea la señalización de Notch en 
las células descendientes de la célula que ha 
recibido la misroinyección. Estas células 
quedan al lado izquierdo del embrión y son 
idenuficables porque contienen la proteína 
LacZ íindón azuh así corno la proteína Delta 
truncada. Ul lado derecho del embrión no 
queda afectado por lo que sirve de control. 

El embrión se fija y se fíñe en una fase en la 
que el sisterna nenáoso central todavía no 

se ha enrollado formando el tubo neural, 

sino que es una placa más o menos plana 

de célutes, la placa neural, expuesta en la 
superície del ernbrión. Las primeras heturonas 
en la fotografía teñidas de púrpura) ya han 
empezado a diferenciarse en bandas alargadas 
iregiones proneurales) a cada lado de la línea 
mediana. En el lado control ía la derecha), hay 
un subgrupo disperso de población celular 
proneural. En el lado en el que Notch está 
bloqueado ía la izquierda), casi todas las 
células de las regiones proneurales se han 
diferenciado como neuronas, generando una 
banda densancente teñida de neuronas sin 
células intermedias. Les micromyecciones de 
un MENA, que codifñaue un Dela nonnal 

y funcional, lenen un efecto opuesto, 
reduciendo el número de células que se 
diferencian en neuronas. (Fotografía de 

A. Chimmis ez al, Nature 375:/61-786, 1995, 

Con autorización de Macrnillan Publishers Ltd.) 


después de 4 ciclos 
divisionales más del 
neuroblasta 


Figura 22-66 Meuroblastos y división celular asimétrica en el sistema nervioso central de un embrión de mosca. (A) El neuroblasto se origina como una 
célula erodénpica especializada. Se singulariza por inhibición lateral y emerge de la cara basal (interna) del ectodermo. Luego pasa por una serie de cidos 
de división repetidos, dividiéndose asimétricamente y generando una serie de células madre ganglionares. Cada célula madre ganglionar se divide una vez 
dando lugar a un par de células hijas diferentes (típicamente una neurona y una célula alial), (B) La distribución asimétrica de los determinantes del destino 
celular en un neuroblasto aislado a medida que va sufriendo la mitosis. Los crormosomas mitóticos se han teñido en azul. El complejo Par3/Par6faPKC, 
mostrado de color azul por el inmunomarcaje de aPKC, se concentra en el córtex apical y provoca que Miranda lverde), Brat rojo, o amarillo donde se solapa 


con Miranda) y Prospero [no raarcado) se localice en el cónex basal Cuando la célula se divide, es 


, tres últimas moléculas se se 


egan en la célula madre 


ganglionar, forzando a ésta a diferenciarse y dejando al neuroblasto libre para recobrar su asimetría y dividirse otra vez de la misma manera, (8, de CN. Lee 


etal. Dev, Cell 10-443-449, 2006. Con autorización de Elsevier) 
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trataremos en detalle de las células madre y verernes que no tienen que dividirse necesaria- 
mente de forma asimétrica, sino que la división asimétrica es una estrategia posible, de lo 
cual los neuroblastos de la mosca constituyen un magnífico ejemplo. 


Las divisiones asimétricas de los neuroblastos segregan un inhibidor 
de la división celular en una sola de las células hijas 


Las divisiones del neuroblasto son asimétricas en tres aspectos: (1) físicamente, en el hecho 
de que una célula hija es más pequeña que la otra; (2) bioquímicamente, en factores que 
controlan la diferenciación, y (3) bioquímicamente, en factores que controlan la prolifera- 
ción. Estas asimetrías tienen que estar coordinadas entre ellas y con la orientación del eje del 
huso mitótico de forma que el plano de la partición corte las células en las dos partes co- 
rrectas. ¿Cómo se consigue esto? 

El neuroblasto tiene una asimetría ápico-basal que refleja su origen ectodérmico, ya que 
el ectodermo, corno otros epitelios, tiene una polaridad de este tipo bien definida. Como se 
describió en el Capítulo 19, la polaridad ápico-basal está gobernada por un complejo de tres 
proteínas: Par3 (también llamada Bazooka en Drosophila), Par6 y aPKC (a proteína quinasa 
C atípica); éstas se localizan en el córtex, hacia el extremo apical de la célula. Parece que es- 
te complejo localizado Par3/Parb/aPKC es la fuente primaria de la asimetría del neuroblas- 
to. Además coordina todo el proceso de la división asimétrica, con la ayuda de otros 
componentes, algunos de los cuales ejercen un efecto de realimentación que mantiene la 
localización del complejo. 

El complejo Par3/Par6/aPKC define la orientación del huso mitótico y la partición desi- 
gual de la célula en la citocinesis mediante la interacción con unas proteínas adaptadoras 
denominadas Inscuteable y Partner de Inscuteable (Pins). Éstas a su vez se ayudan de la su- 
bunidad a de la proteína trimérica G (cuestión descrita anteriormente en el Capítulo 15), 
que en este contexto actúa como un mensajero intracelular que guía la organización del 
citoesqueleto. 

Al mismo tiempo, el complejo Par3/Par6/aPKC fosforila localmente un regulador de la 
arquitectura intracelular denorninado Lgl arva gigante letal), con lo cual dirige otra proteí- 
na adaptaciora damada Miranda a que se concentre en el córtex del extremo npuesto (basal) 
de la célula (Figura 22-66B). Miranda se une a proteínas que controlan la diferenciación y la 
proliferación, concentrándolas en un mismo lugar. Cuando el neuroblasto se divide, 
Miranda y su cargermento se segregan y quedan dentro de la célula madre ganglionar Una de 
las moléculas que también van a la célula madre ganglionar es una proteína reguladora 
larnada Prospero, que dirige la diferenciación. Otra es un represor postransecripcional la- 
mado Brat (Brain tumor; tumor cerebral). Brat actúa corno inhibidor de la proliferación ce- 
lular, aparentemente impidiendo la producción de la proteína activadora del crecimiento 
Myc, famosa por su papel en el cáncer (tratado en el Capítulo 20). En mutantes que carecen 
de Brat o que no se localiza en el lugar adecuado, la célula hija más pequeña de la división 
asimétrica del neuroblasto normalmente no llega a diferenciarse como célula madre gan- 
glionar, sino que crece y se divide como un neuroblasto. El resultado es 11m tumor cerebral: 
una masa de neuroblastos que crece de forma exponencial y sin límite, hasta que la mosca 
muere. 

Especialmente en relación con el cáncer, es de gran interés la cuestión de si los tejidos 
de los vertebrados tienen células madre que se comportea como los neuzroblastos de la 
IMOSCAa. 


En muchos tejidos, la señalización Notch regula el patrón detallado 
de los tipos de células diferenciadas 


Cada una de las células hijas de una célula madre ganglioner puede convertirse en una neu- 
rona o en una célula glial Esta elección final está controlada por la señalización Notch y la 
inhibición lateral, igual que la elección del destino de la prole de una cábala madre sensorial 
del sistema nervioso periférico. De hecho, la inhibición lateral mediada por Notch es crucial 
para la diversificación celular y el patrón detallado en una gran variedad de tejidos. En la 
mosca no sólo controla la producción de neuronas, sino también de otros muchos tipos de 
céhidas diferenciadas, por ejemplo, en el músculo, el tubo digestivo, el sistema excretor, la 
tráquea y también en el ojo y otros órganos sensoriales, En los vertebrados, son homólogos 
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de Noteh y sus ligandos los que se expresan en los correspondientes tejidos y tienen funciones 
similares; las mutaciones de la vía Notch desajustan el equilibrio, no sólo de neuronas y célu- 
las no neuronales del sistema nervioso central, sino también de diferentes células especiali- 
zadas del tubo digestivo, las células endocrinas y exocrinas del pánereas y también de las 
células sensoriales y las acompañantes en órganos como el oído, para citar sólo algunos 
ejeraplos relevantes. 

En estos tejidos se necesita una mezcla equilibrada de diferentes tipos celulares. La 
señalización Notch proporciona los medios para generar esta mezcla, habilitando células in- 
dividuales que expresan un grupo de genes para hacer que las células vecinas más cercanas 
expresen otro grupo. 


Algunos genes reguladores son clave para definir un tipo celular; 
otros pueden activar el programa de generación de un órgano 
completo 


Coxrno se mencionó al principio de este capítulo, existen algunos genes cuyos productos ac- 
tían como activadores del desarrollo de un órgano específico, iniciando y coordinando el 
complejo programa total de expresión génica que se requiere para ello. Así, por ejemplo, 
cuando el gen Eyless se expresa de forma artificial en un grupo de células del disco imaginal 
de la pata, se desarrollará en la pata un trozo de tejido de ojo, perfectamente organizado y 
con todos los tipos celulares bien ordenados (véase la Figura 22-2). De modo similar, cuan- 
do una célula hace su elección final de un modo particular de diferenciación, en el último 
juego de interacciones mediadas por Notch, tiene que seguir un programa complejo que im- 
cluye la expresión de todo un grupo de genes; este programa de diferenciación está iniciado 
y coordinado por un grupo más o menos pequeño de reguladores de alto nivel. Estos regu- 
ladores se llaman a veces “proteínas reguladoras maestras”, aunque sólo pueden ejercer su 
efecto específico en combinación con los acompañantes adecuados, en una célula debida- 
mente iniciada. 

Un ejemplo de ello es la familia MyoD/miogenina de proteínas reguladoras. Éstas in- 
ducen las células a diferenciarse como músculo, expresaudo las actinas y miosinas especí- 
ficas y todas las otras proteínas citoesqueléticas, metabólicas y de membrana que la célula 
muscular necesita (véase la Figura 7-75). Las proteínas reguladoras que definen tipos de cé- 
lulas determinados a menudo pertenecen a la familia básica estructural de hélice-bucle- 
hélice (como es el caso de MyoD y de otras proteínas relacionadas), que son codificadas por 
genes homólogos a los proneurales (a veces aparentemente idénticos a ellos), que ya se han 
mencionado. Su expresión está casi siempre gobernada por la vía Notch, mediante compli- 
cados bucles de retroalimentación. 

La diferenciación celular terminal nos ha llevado al final del esbozo de cómo los genes 
controlan la construcción de una mosca. La explicación ha sido necesariamente simplificada. 
Enlos procesos del desarrollo descritos intervienen muchos más genes de los mencionados. 
Bucles de retroalimentación, mecanismos alternativos que actúan en paralelo, redundancia 
génica y otros fenómenos complican en gran medida la imagen final No obstante, el men- 
saje predominante de la genética del desarrollo es su inesperada sencillez. Un número limi- 
tado de genes, utilizados repetidamente en diferentes circunstancias y combinaciones, son. 
los responsables del control de las características principales del desarrollo de todos los ani- 
males pharicelulares. 

A continuación, la exposición girará en toro a un aspecto del desarrollo animal que 
hemos dejado relegado: los desplazamientos celulares. 


Resumen 


Las partes externas de una mosca adulta se desarrollan a partír de nas estructuras epiteliales Hla- 
madas discos imaginales. Iniciolmente cada disco imagina! está dividido en un número de donmi- 
nios que expresan distintas proteínas reguladoras, como resultado de los procesos embrionarios 
ternpranos de formación del patrón. Estos dominios se llaman compartimientos porque las células 
no se mezclan. En las lineas fronterizas entre compartimientos, las células que expresan distintos 
genes se enfrentan unas con otras e interactúan, induciendo una prodicción localizada de imor- 
fógenos que gobiernan el crecimiento posterior y la formación del patrón de cada compartimiento. 
Así en el disco del ala, las células dorsales y ventrates interactúan mediante el mecanismo de seña- 
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lización Norch y generan una fuente de la proteína Wingless (WD a lo largo de la línea dorsoventral 
del cormparimiento, mientras que las células anteriores y posteriores interachian mediante la seña- 
lización Hedgehog, de corto alcance, y dan hugar a una fuente de proteína Dpp (en miembro de la 
familia TGFB) a lo largo de la línea anteroposterior del compartimiento. Todas estas moléculas señal 
tienen homólogos que desempeñan papeles similares en la formación de las extremidades de los 
vertebrados. 

Cada compartimiento de un disco imaginal y cada subestructura de su interior crecen hasta un 
tamaño predecible, incluso si sufren alteraciones drásticas, tales como mutaciones que alteran el 
rirmo de la división celular. Aunque los gradientes de morfógeno del disco están sin duda implica- 
dos, los mecanismos reguladores críticos que controlan el tamaño de los órganos todavía no son bien. 
conocidos. 

Dentro de cada compartimiento, los gradientes de morfógeno controlan los lugares de expre- 
sión de otros grupos de genes y definen agregados de células que interachúan de nuevo generando los 
detalles con más alta definición del patrón final de diferenciación celular. Ast por ejemplo, la expre- 
sión de los genes proneurales define en qué lugares se formarán las quetas sensoriales y los 
mecanismos por los cuales las céhilas toman difererites wías de diferenciación terminal son las inte- 
racciones entre las células del agregado proneural, mediadas por Notch, junto con las divisiones esi- 
métricas. En el sisterna nervioso central, los neuroblastos se escogen del ectodermo por inhibición 
lateral de un modo similar, pero después sufren una larga serie de divisiones asimétricas como célu- 
las madre, generando las neuronas y la glía. Los errores en la distribución asimétrica de las molé- 
culas que controlan la diferenciación y la proliferación provocan la transformación de las células 
madre neuroblásticas en células tumorales, 

Parece que muchos de estos mecanismos también actúan en las tejidos de vertebrados. 


LOS DESPLAZAMIENTOS CELULARES 
Y LA FORMACIÓN DEL CUERPO 
DE LOS VERTEBRADOS 


La mayoría de las células del cuerpo de un animal son móviles y en el embrión en desarro- 
lo sus desplazamientos suelen ser extensos, intensos y sorprendentes. <GAGC> Cambios 
controlados en la expresión génica producen series ordenadas de células en diferentes es- 
tados; los desplazamientos celulares reordenan estas piezas de construcción y las colocan 
en sus lugares correspondientes. Los genes que expresan las células determinan córao de- 
ben desplazarse; en este sentido, el control de la expresión génica es el fenómeno principal. 
Los desplazamientos son cruciales y, por lo tanto, es necesario encontrar una explicación 
para ellos sí queremos comprender cómo se crea la arquitectura del cuerpo. En esta sec- 
ción se examinará este tema en el contexto del desarrollo de los vertebrados. Tornaremos 
como ejemplo principal la rana Xenopus laevis (Figura 22-467), enla cual se ban estudiado 
los desplazarnientos celulares, pero tarmbién se prestará atención a lo que ocuze en el po- 
llo, el pez cebra y el ratón. 


Figura 22-67 Sinopsis del desarrolla de Xenopus laevis, desde el huevo reción fecindado hasta 
el renacuajo autosuficiente. El sapo adulto se muestra en la fotografía de arriba. Los estadios de 
desarrollo se ven de lado, excepto los embriones de 10 y de 19 horas que se ven desde abajo y 
desde arriba, respectivamente, Todos los estadios excepto el adulto se muestran a la misma 
escala. (Fotografía cedida por cortesfa de Jonathan Slack dibujos según PD. Nieuwkoop 

y ). Faber, Normal Table de Xenogs laevis [Daudio]. Arnsterdara: North-Holland, 1958.) 
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La polaridad de un embrión de anfibio depende de la polaridad 
del huevo 


El huevo de Xenopus es una célula bastante grande, de poco más de 1 mm de diámeto 
(Figura 22-684). La parte inferior, de color más claro, se denomina el polo vegetativo, y la 
parte superior, más oscura, el polo animal. Los dos hemisferios contienen diferentes selec- 
ciones de moléculas de mRNA y otros componentes celulares que se reparten entre cada 
una de las células resultantes de la división que tiene lugar después de la fecundación. Cerca 
del polo vegetativo enconuamos un cúmulo de moléculas de mRNA que codifican la pro- 
teína reguladora VegT (una proteína que se une al DNA de la familia T-Box) y proteínas señal 
de la superfemilia TGFEB, así como algunos componentes proteicos específicos de la vía de 
señalización Want (Figura 22-68B). En consecuencia, las células que heredan el citoplasma 
vegetativo producirán señales que organizan el comportamiento de las células adyacentes, 
que se comprometerán a formar el tubo digestivo (el tejido más interno del cuerpo); las 
células que hereden el citoplasma animal formarán Jos otros tejidos. Así, en términos gene- 
rales, el eje animal-vegetal del cuerpo corresponde alas dimensiones extema-interna (piel- 
tubo digestivo) del fituro organismo. 

La fecundación inicia una serie de divisiones y desplazamientos que finalmente imvagi- 
narán las células vegetales y las de la región ecuatorial del eje animal-vegetal. En el trans- 
cuxso de estos complejos desplazamientos, se establecen los tres ejes principales del cuerpo: 
el anteroposterior, de la cabeza a la cola; el dorsoventral de la espalda al vientre, y el medio- 
lateral desde la línea media hacia afuera, a la derecha o a la izquierda. La orientación de es- 
tos ejes queda determinada por las asimetrías del embrión temprano. El huevo no 
fecundado tiene un solo eje de asimevía (el animal-vegetal), pero la fecundación desenca- 
dena los desplazamientos intracelulares que darán al huevo una asimetría adicional, defi- 
niendo un segundo eje perpendicular al primero. Después de la entrada del espermatozoide, 
el córtex del huevo, rico en actina, realiza una rotación con respecto al centro del huevo, de 
manera que el polo animal se desplaza un poco hacia un lado. Los tratamientos que blo- 
quean la rotación no impiden que tenga lugar la segrnentación con normalidad, pero gene- 
ran un embrión con un tubo digestivo central y sin estructuras dorsales ni asimetrías. Por 
lo tanto, la rotación es necesaria para definir el eje dorsoventral del futuro organismo. Este 
eje de simetría que se crea en el huevo por rotación se llama el eje dorsoventral del huevo. 
Sin embargo hemos de destacar que los desplazamientos celulares posteriores indican que 
la relación entre los ejes del huevo y los del futuro organismo es más complicada de lo que la 
terminología podría sugerir. La dirección de la rotación cortical es sesgada y depende del 
punto de entrada del espermatozoide, que podría estar situado hacia el centrosoma y en- 
tonces el desplazamiento estaría asociado a una reorganización de los microtúbulos en el ci- 
toplasrma del huevo. Este proceso llevaría a un transporte de varios componentes basado en 
los microtúbulos, incluyendo el mERNA que codifica Wnt11, un miembro de la familia de mo- 
lécules señal, hacia el futuro lado dorsal (véase la Figura 22-68B). Este mBNA se traduce 
pronto, produciendo la proteína en el lado dorsal de la región vegetal, La Wn111 secretada 
en esta región es crucial para que desencadene la cascada de sucesos que organizarán el eje 
dorsoventral del cuerpo. 
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Figura 22-63 Huevo de Xenopus y sus 
asimetrías. (A) Vista lateral de un huevo 

de Xenopus justo antes de producirse la 
fecundación. (8) Distribución asimétrica de 
moléculas dentro del huevo y cómo estos 
cambios definen, una vez que ha tenido lugar 
la fecundación, la asimetría dorsoventral y 
animalvegetal. Mediante la reorganización 
de los microtúbulos, la fecundación 
desencadena una rotación del córtex del 
huevo [un estrato de unos cuantos um de 
profundidad) de alrededor de 30% con 
respecto al núcleo del huevo, en un sentido 
determinado por el punto de entrada del 
espermatozoides. Algunos componentes aún 
se transportan más hacia la futura zona 
dorsal mediante transporte activo mediado 
por microtúbulos. La concentración dorsal 
resultante de mRNA de Wnt11 conduce a 
una producción dorsal de la proteína señal 
Wnt11 en esta zona y define la polaridad 
dorsoventral del futuro embrión. 

(A, cortesía de Tony Múlis.) 
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% hora, 1 célula 


3 horas, 8 células 


La segmentación genera muchas células a partir de una sola 


La rotación cortical se completa aproximadamente al cabo de una hora después de la fe- 
cundación y va seguida de la segmentación, en la cual una célula huevo grande se subdivide 
mediante mitosis repetidas en muchas células más pequeñas llamadas blastómeros, sin 
cambio alguno en la masa total (Figura 22-69). <ATTT> De esta forma, los determinantes 
distíbuidos asimétricamente en el huevo, se reparten entre dos células con destinos dife- 
rentes (Figura 22-70). 

En Xenopus estas primeras divisiones celulares duran unos 30 minutos cada ciclo celu- 
lax, con una alternancia directa de las fases S y M, tal como se ha descrito en el Capítulo 17. 
Parece que el ríteno trepidante de la replicación del DNA y de la mitosis impide casi toda la 
transcripción génica (aunque sí que existe síntesis de proteínas) y el embrión en segmenta- 
ción depende casi en exclusiva de las reservas de RNA, proteínas, membranas y otros mate- 
ríales almacenados en el huevo cuando se desarrollaba en la madre formando el oocito. 
Después de unos 12 ciclos de segmentación (7 horas), el ritmo de las divisiones se hace más 


lento y los ciclos celulares empiezan a seguir el patrón estándar con las fases G1 y G2 entre. 


las fases 5 y M, y empieza la transcripción del genoma del embrión. Este suceso recibe el 
nombre de transición a media blástula y úene lugar a un iteno muy similar en muchas es- 
pecies animales faunque los mamiferos son una excepción). Los estudios con el pez cebra 
muestran gue los transcritos acabados de sintetizar incluyen moléculas de micro-RNA que 
reconocen muchos de los transcritos almacenados en el huevo por la madre y dirigen su rá- 
pida degradación. La transición a media blástula marca el punto de partida en que el propio 
genoma del embrión toma el control del desarrollo. 


La gastrulación transforma una esfera hueca en una estructura 
con tres capas y un tubo digestivo primitivo 


Durante la segmentación, el embrión de rana que consistía en una esfera celular sólida se 
transforma en algo más que una esfera hueca, con una cavidad interna llena de fluido ro- 
deada por células que se adhieren hasta formar una cubierta epitelial. Abora, el embrión 
recibe el nombre de blástula (Figura 22-71). 

Poco después, empiezan los desplazamientos coordinados de la gastrulación. <TCCC> 
Este proceso extraordinario transforma la esfera hueca en una estructura multicapa con un 
tubo digestivo central y simetría bilateral; se trata de una versión más elaborada del proceso 
esquernatizado para el caso del erizo de mar (véase la Figura 22-3), en el cual ma gran nú- 
mero de células del exterior del embrión se desplazan hacia denvo. El desarrollo posterior 
depende de las interacciones entre las capas interna, media y externa que se han formado: el 


blastómeros 
animales ——. 


blastómeros 
vegetales “7 


tre 


MESODERMO 


ECTODERMO 


ENDODERMO 


4 horas, 64 células 


Figura 22-69 Fases de la segmentación en 
Xenopus. Las divisiones de la segmentación 
subdividen el huevo en muchas células más 
pequeñas. Todas las células se dividen 
sincrónicamente en las 12 primeras 
segmentaciones, pero las divisiones 

son asimétricas, de forma gue las células 
inferiores vegetales, cargadas de vitelo, 

son más grandes y renos numerosas. 


Figura 22-70 El origen de las tres hojas 
germinales se remonta a los distintos 
blastómeros del embrión en sus 

estadios tempranos de la segmentación. 
El endodermo deriva de los Dlastómeros 
vegetales, el ectodermo de tos rnás animales 
y el mesodermo del grupo rnedio de 
blastáómeros que también contribuye al 
endodermo y al ectodennmo, La coloración 
intensa de los blastómeros es proporcional 
ala descendencia celular que contribuirá a 
la formación del estrato germinal (Según 
L. Dale, Curr. Biol. 9: RBY2-RBT1S, 1999, 

Con autorización de Elzevier,) 
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de tipo gap 


endodermo en el interior, compuesto por las células que se han desplazado hacia el interior 
formando el tube digestivo primitivo; el ectodermo en el exterior, formado por las células 
que hau permanecido en la zona externa, y el mesodermo entre las dos, constituido por las 
células que se apartan del epitelio formando una organización más laxa del tejido conjunt- 
vo embrionario (Figura 22-72). .4 partir de estas tres hojas germinales se formarán los tejidos 
característicos del vertebrado adulto, conservando la estructura corporal básica que se esta- 
blece en la gastriulación. 


Los desplazamientos de la gastrulación se pueden predecir 
con precisión 


El patrón de desplazamientos de la gastudlación que da lugar a las capas germinales y esta- 
blece los ejes del cuerpo se describe para Xenopus en la Figura 22—73. Los detalles son corm- 
plejos, pero los principios son sencillos. 

Las células del futuro endodermo se repliegan hacia el interior, o involucionan, sucesi- 
vamente una tras otra. El proceso empieza con un desplazarniento hacia abajo de las células 
del hemisferio animal hasta cubrir e incluir el hemisferio vegetal vitelino, que representa el 
suministro alimenticio del embrión. Las células que están en la vanguardia de este despla- 
zamiento, en el margen vegetal de la capa de células que van avanzando, son las primeras en 
sufrir involución, girándose hacia dentro y luego desplazándose hacia arriba en dirección al 
polo animal hasta formar la parte más anterior del mibo digestivo. Cuando se acercan al polo 
animal, estas células endodérmicas señalarán al ectodermo que está por encima, definien- 
do el extremo anterior de la cabeza. Finalmente la boca se desarroHará como un orificio que 
se forma en una localización anterior donde el endodermo y el ectodermo entran en con- 
tacto directo. Mientras tanto, las faturas células meseodérmicas, destinadas a separarse de la 
capa epitelial para formar el relleno entre el endodermo y el ectodermo, se doblan hacia el 
interiorjunto con las células endodérmicas y también se desplazan hacia el polo animal Las 
primeras células en involucionar son las que formarán parte de la cabeza y las últimas 
las que formarán parte de la cola. De esta forma, el eje anteroposterior del embrión final se 
va construyendo de forma secuencial, . 

Los desplazamientos anteroposteriores están estrechamente relacionados con los que 
organizan el eje dorsoventral. La gastulación empieza en el lado de la blástula que se ha 


cresta neural lectodermo) 
somita (mesodermo) 
tubo neural (ectodermo) 


cavidad intestinal 
“UT frevestudo de 
endoderma) 


— yema de la cola 


de 
place lateral de mesodermo 
endodermo y vitelo 


epidermis lectodermo) 


Figura 22-71 La blástula, En las regiones 
más externas del embrión, las uniones 
esvechas entre los blastómeros empiezan a 
formar una hoja epitelial que aísla el interior 
del embrión del medio externo. Elion Na+ 

se bombea a través de esta hoja hacia los 
espacios del interior del embrión, 
generándose un gradiente de presión 
osmótica por el que el agua también entra en 
estos espacios. Coma resultado de ello, los 
espadas intercelulares de dentro del embrión 
aumentan hasta formar una cavidad Única, el 
blastocele, En Xenopus, la pared del 
blastocele tiene un grosor de varias células y 
sólo las células más externas están unidas 
con fuerza como en un epitelio. 


Figura 22-72 Sección transversal del tronco 
de un embrión de anfibio después del 

final de la gastrulación, que muestra la 
distribución de los tejidos endodérmicos, 
mesodérmicos y ectodérmicas, 

El endodermo formará el revestimiento 
epitelial del tubo digestivo, desde la boca 
hasta el ano. Da lugar no sólo a la faringe, 
esófago, estómago e intestinos, sino también 
a muchas glándulas asociadas. Por ejemplo, 
las glándulas salivares, el hígado, el páncreas, 
la tráquea y los pulmones se desarrollan a 
partir de extensiones de la pared del tracto 
digestivo original y crecen hasta convertirse 
en sistemas de tubos ramificados que 

se abren alíntestino o a la faringe. 

El endodermo solamente forma los 
componentes epiteliales de estas estructuras, * 
como el revestimiento interno del intestino 

a las células glandulares del páncreas. 

El soporie muscular y los elementos flbrosos 
proceden del mesodermo. El mesodermo 

da lugar a los tejidos conjuntivos, al 

práncipio una red tridimensional de células 
embrionarias que Henan de forma laxa un 
espacio y que se denomina mesénquima, y 

al final el carrlago, el hueso y el tejido fibroso 
corna la dermis (el estrato más imerno de 

la piel El mesodermo también forma los 
músculos, el sistema vascular en su totalidad 
inciuyendo el corazón, los vasos sanguíneos 
y las células de la sangre- y los túbulos, 
conductos y tejidos de soporte de los riñones 
y de las gónadas. El ectodermo fonmará la 
epidermis lel estrato externo de la piel) y los 
apéndices epidérmicos coma los pelos, las 
glándulas sudoríparas y las glándulas 
sramarias. También dará lugar a la totalidad 
del sistema nendoso, central y periférico, 
incluyendo no sólo las neuronas y la glía, sino 
también las cálidas sensitivas dela nar 
cido, el ojo y otros órganos de los sentidos 
¿Según T Mobn et al, Cell 22-15, 1980, 
Con la autornzadión de Elsevier) 


el 
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blastoporo 
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Figura 22-73 Gastrulación en Xenopus. <TCCC> (A) Por su aspecto externo (antba), el embrión aparece como un objeto semitransparente, en 
este caso visto lateralmente; la dirección de los desplazamientos celulares se indican con flechas rojas; las secciones (abajo) se han efectuado 
según el plano mediano (el plano de las líneas medias dorsal y ventral). La gastrulación empieza cuando una pequeña muesca, el blastoporo 
incipiente, aparece visible en el exterior de la blástula. Esta muesca se extiende gradualmente, curvándose hasta formar un círculo cornmpleto 

y rodeando a una masa de células muy ricas en vitelo (destinadas a quedar encerradas dentro del intestino y ser digeridas). Mientras tanto, 
diferentes capas de células se introducen por el labio del blastoporo y penetran en profundidad hacia el interior del embrión. Al mismo tiempo, 
el epiteño externo de la región del polo animal se extiende activamente ocupando el hugar de las capas de células que se han introducido hacia 
adentro. Por último, el epitelio del hemisferio animal se extiende hasta cubrir todo el exterior del ermbrión y cuando finaliza la gastrulación, el 
círculo del blastoporo se ha reducido casí hasta hacerse un punto. (8) Mapa de destinos celulares para un embrión temprano de Xenopus (visto 
de lado) al inicio de la gastrulación, que muestran los orígenes de las células que formarán los tres estratos germinales como resultado de los 
desplazamientos de la gastrulación. Las diferentes partes del mesodermo (placa lateral, somitas y notocorda) derivan de células situadas 
profundamente, derivadas del epitelio de la región rayada. Las otras células, incluyendo las más superficiales de la región rayada, darán hagar 

al ectodermo (azul, arriba) o endodermo tamaerillo, abajo). En general, las primeras células que se introducen, o se pliegan, se desplazarán hacia 
adentro del embrión formando las estructuras endodérmicas y mesodérmicas más anteriores, mientras que las últimas que se pliegan formarán 
las estructuras más posteriores. (C) Esquema que muestra cómo las diferentes regiones del ectodermo quedan representadas en la superficie 
corporal del animal adulto, (Según R.E. Keller, 1. Exp, Zool. 216:81-101, 1981, con autorización de John Wiley 8:Sons, inc. y Dev. Biol, 42:222-241, 
1975, con autorización de Academic Press.) 


marcado como dorsal por la rotación cortical, En esta zona, la involución de las células ha- 
cia el interior empieza con una pequeña indentación que rápidamente se exiende y forma 
el blastoporo: ina línea de invaginación que se curva y rodea al polo vegetal. El lugar de ini- 
cio de la invaginación define el labio dorsal del blastoporo. Como veremos, este tejido de- 
sempeña un papel director en los sucesos siguientes y da lugar a las estructuras dorsales 
centrales del eje central del cuerpo. 


Las señales químicas desencadenan los procesos mecánicos 


VegT, Wnt11 y otras moléculas de mENA localizadas en el citoplasma vegetal del huevo pro- 
ducen distribuciones localizadas de sus productos proteicos. Éstos actúan en y sobre las cé- 
lulas de la parte baja y media del embrión, les confiere caracteres especiales y las pone en 
marcha, ya sea por efectos directos o estimulando la producción de otras moléculas señal, 
en particular proteínas de la superfamilia TGFR. Si se bloquean estas señales, no se generan 
los tipos celulares mesodérmicos y la gastrulación se imerrumpe. La activación local de la vía 
Woten el lado dorsal del embrión, como resultado de la anterior rotación cortical (véase la 
Figura 22-68), modibca la acción de otras señales induciendo el desarrollo de células espe- 
ciales que forrean el labio dorsal del blastoporo (Figura 22-74). 
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ANIMAL 
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q 


la proteina reguladora génica S 
VegT de los blastómeros los desplazamientos del ] 

vegetales dirige la síntesis mesodermo y de la gastrulación 

de proteinas señal Xnr L 


las proteínas Xnr inducen 


la señal VWnt11 
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(inducida por Xnr) 


YENTRAL +———_——> DORSAL 


OS 


el Organizador libera 
antegonistas difusibles 
de Vint y BMP 


(a) (B) 


se genera un gradiente de señalización 
dorsoventral que controla el patrón tisular y 


coordina los desplazamientos de la gastrulación 


El labio dorsal del blastoporoe desempeña un papel central en la gastidación, no en el 
sentido geomébrico, sino como una nueva fuente de control potente. Si el labio dorsal del 
blastoporo se extirpa al principio de la gastrulación y se injerta en otro embrión, pero en otra 
posición, el embrión huésped inicia la gastrulación en las dos posiciones: en su labio dorsal 
y en el lugar del injerto. Los desplazamientos de la gastrulación en el segundo lugar llevan a 
la formación de un segundo conjunto completo de estructuras corporales, con el resultado 
de un doble embrión (gemelos siameses) (véase la Figura 22-6B). 

Es evidente que el labio dorsal del blastoporo es la fuente de una señal (o señales) que 
coordina los desplazamientos de la gastrulación y el patrón de especialización de los tejidos 
de su alrededor, Debido a su papel crucial en la organización de la formación del eje central 
del cuerpo, el labio dorsal del blastoporo se conoce con el nombre de Organizador (o de or- 
ganizador de Spemama, en honor a su descubridor). Se trata del ejemplo más antiguo y más 
famoso de un centro de señales embrionario. 


Cambios activos en el empaquetamiento celular proporcionan 
la fuerza motriz de la gastrulación 


El Organizador controla el patrón dorsoventral de la diferenciación celular a todo su alre- 
dedor y secreta por lo menos seis proteínas señal. Estas proteínas actúan como antagonistas 
de los dos tipos principales de señales mencionadas y que se originan en las células más ve- 
getales: las señales Wnt y las del tipo TGFP (en concreto las proteínas BMP). Es posible que 
estos inhibidores que se originan en el Organizador contribuyan a limitar su propio tamaño, 
ya que impiden que las células vecinas adopten el carácter de Organizador. Al mismo tiena- 
po, generañ un gradiente de morfógeno, cuyo valor en cada lugar refleja la distancia del 
Orgenizador (Figura 22-740). Durante los desplazamientos de la gastrulación, las células ex- 
perimentan distintas dosis de BMP y Otras señales, que se transmiten en diferentes momen- 
tos e inducen las células a distintos cormportamientos que les llevan a sus destinos finales. 
Pero ¿cómo se organiza el patrón de desplazamientos celulares en términos mecánicos? y 
¿qué tipo de fuerzas los impulsau? 

La gastrudación empieza con cambios en la forma de las células del blastoporo. En los 
anfibios, estas células se denominan células botella: ienen un cuerpo anche y un cuello es- 
trecho que las une a la superbeie del epitelio (Figura 22-75); estas células tienen que contri- 
buira que el epitelio se vea obligado a curvarse e invaginarse, produciéndose la indentación 
inicial, según se ve desde fuera. Cuando se ba formado el primer pliegue, las células pueden 
continuar desplazándose hacia el interior formando el tubo digestivo y el mesodermo. El 
desplezamiento se produce sobre todo mediante el reermpaquetamiento activo de las célu- 
las, especialmente de aquellas que se sitían en las regiones que involucionan alrededor del 
Organizador (véase Figura 22-75). Entonces sucede la denominada extensión convergente, 
Si de este tejido se extraen pequeños fragmentos de forma cúbica y se cultivan aislados, ob- 
servaremos que de forma espontánea se encogen y se alargan por reorganizaciones de las 


Figura 22-74 Vista actual de las 

principales señales inductivas que 
organizan los procesos de la gastrulación. 
(A) La distribución de las moléculas 
determinantes del eje en la blástula se 
produce a causa de la herencia de diferentes 
partes del citoplasma del huevo fecundado 
del sapo. La proteína reguladora génica 
VegT de los blastómeros vegetales se ha 
traducido a partir del mRNA de Veg?, ya 
localizado en el polo vegetal antes de 

la fecundación. La proteína Wnt11en la 
futura cara dorsal se traduce del mRNA 

cuya localización viene dada por la rotación 
cortical que sigue a la fecundación. (B) VegT 
estimula la expresión de las proteinas Xnr 
(Xenapus nodal-related) y otros miermbyos 
de la superfamilia TGFB que inducen la 
formación de una banda de mesodernmo 

en la parte mediana del embrión, mientras 
que Wnt0 4 modifica la organización en 
ellado dorsal), cooperando con Xnren la 
inducción de la formación del Organizador. 
(G Un gradiente de morfógeno gue define - 
al eje dorsoventral surge de la combinación — 
de señales como EMP4 [otro mierbro 

de la superfamilia TGFB), segregada por el 
mesodermo, y de antagonistas de las vias 
Wint y de BMP segregados por las células del- 
Organizador en el labio dorsal del blastoporo. 


pe 
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capa rica de fibronectina Figura 22-75 Desplazamientos celulares 
ena gastrulación. Sección de un embrión 
de Xenopus en gastralación, obtenida en 
el mismo plano que en la Figura 22-73 
o indicándose los cuatro tipos púncipales 
cerrado Ñ isitlulas mescdórmicas de desplazamientos que participan en la 
migran sobre la fibronectina gastrulación. El epitelio del polo animal se 
expande por reagrupamientos celulares 
tas celulas Balcones eYudan y se vuelve más no a medida que se va 
a forzar la curvatura del a . e Ñ 
epitelio invaginado extendiendo. La migración de las células 
mesodérmicas sobre una matriz ica 
de fibronectina que tapiza el techo del 
blastocele puede ayudar a estirarios 
tejidos invaginados hacia adentro. 
Sin embargo, la fuerza conductora 
labio dorsal del blastoporo principal de la gastrulación en Xenopus 
esla extensión convergente en la zona 
marginal. (Según R.£. Keller, J. Exp. Zool. 
216:31-101, 1981. Con la autorización 
células, igual que lo harían en el embrión durante el proceso de convergencia hacia la línea de Wiley-Liss.) 
media dorsal, invaginándose alrededor del labio del blastoporo y luego alargándose hasta 
formar el eje central del cuerpo, 
Para que se produzca esta transformación tan notable, las células individuales tienen 
que arrastrarse unas sobre otras de forma coordinada (Figura 22-76). La alineación de sus 
desplazamientos depende de la rmisma maquinaria mediante la que el gusano y la mosca 
controlan la polaridad planar: la vía de señalización de polaridad Frizzled /Dishevelled. 
Cuando se bloquea esta vía (p. ej., mediante una forma negativa dominante de Dishevelled), 
la extensión convergente no se produce, 


el epitelio del polo 
animal se expande 


vitelo 


la zona marginal experimenta 
una extensión convergente 


Un cambio en los patrones de adhesión celular obliga a las células 
a reordenarse 


Los patrones de expresión génica gobiernan los desplazamientos embrionarios de varias 
formas. Regular la motilidad celular, la forma de las células y la producción de señales guía. 
Y lo que es más importante, también determinan los grupos de moléculas de adhesión que 
las células disponen en la superficie. Mediante cambios en estas moléculas de superíicie, 
una célula puede roraper antiguas adhesiones y establecer otras nuevas. Las células de una 
región determinada tienen que desarrollar propiedades de superficie que les permitan cohe- 


EXTENSIÓN 


los Jamelipodios intentan 
reptar sobre las superficies 


EXTENSION - Geles células vecinas, 
| estirándolas hacia 
í el interior en el 
sertido de las Hechas 
La) linea media dorsal (8) 


Figura 22-76 La extensión convergente y su base celular. (A) Patrón de extensión convergente en la zona rnarginal de la gástrula tal como se observa 
dorsalmente. Las Ñechas andes representan la convergencia hacía la línea media dorsal; las fechas rojas representan la extensión del eje anteroposterior. 
Este diagrama simplificado no muestra el desplazamiento que acompaña al plegardiento, por el que las células se sorneten hacia el interior del embrión. 
(8) Diagrama esquernático del comportarniento celular responsable de la extensión convergente, Las célidas forman lamelipodios, con los cuales intentan 
reptar ana sobre otra, La extensión convergente se consigue por un alineamiento de los lamelipodios en un eje coraún. El proceso depende de la vía de 
señalización de polaridad Frizded/Dishevelled y probablemente es cooperativo puesto que las células que ya están alíneadas ejercen fuerzas que tienden 
a alinear alas vecinas de la misma manera, (B, según 3, Shib y R. Keller, Developrnent 116201-914, 1992, Con autorización de The Cornparny of Biologists.] 
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Figura 22-77 Clasificación. Células de diferentes partes de un embrión temprano de 
anfibio se clasifican de actierdo con sus orígenes, En el experimento clásico mostrado, 

las células mesodérmicas tverde), las células de la placa neural (azul) y las células 
epidérmicas (rojo) se disgregan y reagregan posterjonmente en una mezcla al azar. Se 
clasifican de acuerdo con una distmbucdón rerniniscente de un embrión normal, con un 
“tubo neural” interno, una epidermis externa y un mesodermo entre ambos. (Modificado de 
PL Townes y J. Holtfreter, ./, Exp. Zool. 128:53-120, 1955. Con autorización de Wiley-Liss.) 


sionarse con otras células y segregarse de un grupo de células vecinas cuya superficie es quí- 
micamente diferente. 

Los experimentos llevados a cabo hace medio siglo en embriones de anfibios mostraron 
que los efectos de la adhesión selectiva cétula-célula puede ser tan potente que se podría Hle- 
varacabo ina reconstrucción aproximada de la estructura normal de un embrión ternpra- 
no en postgastrulación incluso después de haber disociado las células artificialmente. 
Cuando estas células se reagregan en una mezcla al azar, las células se distribuyen de forraa 
espontánea según sus características originales (Figura 22-77). Como ya describimos en el 
Capítulo 13, las cadherinas (una familia extensa y variada de proteínas de adhesión depen- 
dientes de Ca**, evolutivamente relacionadas) desempeñan un papel central en estos fená- 
menos. Éstas y otras moléculas de adhesión célula-cétula se expresan de modo diferente en 
varios tejidos del embrión temprano; los anticuerpos contra ellas interfieren en la adhesión 
selectiva normal entre células del mismo tipo. 

Los cambios en los patrones de. expresión de las distintas cadherinas se correlaciona- 
ron con los cambios en los patrones de asociación entre células durante la gastrulación, la 
neurulación y la formación de somitas (véase la Figura 19-25). Estas reordenaciones podrían 
estar reguladas en parte y dirigidas por el patrón de cadberinas, En concreto, las cadherinas 
tienen un papel importante en el control de la formación y disolución de capas epiteliales 
y agregados celulares. No sólo adhieren una célula a otra, sino que proporcionan el anclaje 
de los filamentos de actina en los lugares de adhesión célula-célula, De esta forma, el 
patrón de fuerzas y desplazamientos en el tejido en desarrollo se regula según el patrón de 
adhesiones. 


La notocorda se alarga y la placa neural se abarquilla formando 
el tubo neural 


La gastrulación es la primera maniobra, quizá la más extraordinaria, de una serie vertigino- 
sa de desplezamientos que dan forma alas partes del cuerpo. Todo seguido se describirán al- 
gunos de ellos. 

En. el embrión inmediatamente posterior ala gasowación, la capa del mesodermo está 
dividida en dos solapas separadas, una hacia el lado izquierdo y otra hacía el derecho. La es- 

' pecialización más temprana del mesoderno, que define el eje central del cuerpo y lo separa 
en dos mitades, es la larmnada notocorda. Se trata de un fino cordón de células con ectodermo 
por encima, endodermo por debajo y mesodermo a cada lado (véase la Figura 22-72), que 
deriva del mismo Organizador Las células de la notocorda se caracterizan por la expresión 
de una proteína reguladora llamada Brachyury (del griego: “cola corta”, que corresponde al 
fenotipo mutante); pertenece a la misma fanilia T-box que la proteína VegT de los blastó- 
meros vegetativos, 

Cuando la notocorda da la vuelta al labia dorsal del blastoporo y se desplaza hacia el in- 
terior del embrión, se forma una colunma de tejido que se alarga extraordinariamente por 
expansión convergente. Las células de la notocorda se lenan de vacuolas y el cordón se alar- 
ga todavía más y estira el embrión. La notocorda es la peculiaridad que define alos cordados 
(el fítima el cual pertenecen los vertebrados), Es una de las características principales de 
los vertebrados que no tiene ninguna contrapartida aparente en Drosophila. Enlos cordados 
más primitivos, que carecen de vértebras, la notocorda persiste corno un sustituto primitivo 
deta cohunna vertebral En los vertebrados actúa de núcleo alrededor del cual se reunirán fl- 
nalmente otras células rmmesodérmicas formando las vértebras. 

Mientras tanto en la capa superior tienen lugar otros desplazarnientos, formando el ec- 
toderrao, que llevan a la formación de los mudi 
ceso Hamado neenilación se engrosa una ancha región central del ectodermo llamada placa 

2eural, se enrolla hacia arriba formando an bibo y se desengancha del resto de células de la 


entos del tejido nendoso. Mediante 110 pro- 
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capa. Este tubo formado a partir de ectodermo se llama tubo neural y formará el cerebro y 
la médula espinal (Figura 22-78). 

La mecánica de la neurulación depende de cambios en el empaquetamiento celular y 
en la forma de las células, que hacen posible que el epitelio se doble hacia arriba formando 
un tubo (Figura 22-79), Las señales que inicialmente proceden del Organizador y más tarde 
de la notocorda y del rnesodermo, definen la extensión de la placa neural, inducen los des- 
plazamientos que la hacen enrollar y también intervienen enla organización del patrón in- 
terno del tubo neural. Concretamente, la notocorda secreta la proteína Sonic hedgehog (ua 
homólogo de la Hedgehog de Drosophila), que actúa como morfógeno en el control de la 
expresión génica de los tejidos circundantes (Figura 22-80). 


Un oscilador de expresión génica controla la segmentación 
del mesodermo en somitas 


Los cambios en la adhesión celular, regulados genéticamente, son el fundamento de tuno de 
los procesos más sorprendentes y característicos del desarrollo de los vertebrados: la forma- 
ción de los segmentos del eje corporal. 

A cada lado del tubo neural recién formado encontramos una solapa de mesodermo 
(véase la Figura 22-72). Esta solapa se rompe en bloques separados o somitas (grupos de cé- 
lulas cohesionadas y separadas por hendiduras), que formarán las series repetítivas de 
vértebras, costillas y músculos segmentarios. La Figura 22-81A muestra el proceso tal como 
tíene lugar en el embrión de pollo. Los somitas se forman uno tras de ouo, ernpezarido por 
la cabeza y terminando en la cola. Según las especies, el mimero de somitas varía entre me- 
nos de 50 (en ranas y aves) hasta más de 300 (en las serpientes). La parte posterior de la so- 
lapa mesodérmica, llamada mesodermo presontitico, es la zona más inmadura y es la que 
proporciona el tejido necesario: a medida que se va retrayendo hacia la cola, va alargando el 
embrión y depositando un rastro de somitas. El carácter especial del mesodermo presomí- 
tico se mantiene mediante la señal FGF: en el extremo posterior del embrión se sintetiza 
MANA de Fef8 y las células se degradan poco a poco, alejándose de esta región. La traduc- 
ción del mensaje genera un gradiente de proteína FGF8 que tiene sí punto álgido en el ex- 
tremo posterior. 

Un patrón espacial alternante de expresión génica en el mesodermo presomitico prell- 
gura la formación de la hendidura ente un somúta y el siguiente; las células que forraarán la 
parte posterior de cada nuevo somita inician la expresión de un grupo de genes, mientras 
quelas que formarán la parte antedior del siguiente somita boician la expresión de otro grupo, 
La cohesión selectiva que resulta de la expresión génica diferencial parece ser la cansa Ó100- 
damental de la segrnentación física que ODServarnos. 

El probleraa radica en comprender cómo se establece el patrón alternante repetitivo de 
expresión génica. Los estudios realizados origicalmente con el evabrión de pollo hax pro- 
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Figura 22-78 Formación del tubo neural 
en Xenopus. Las vistas externas son por la 
parte dorsal. Las secciones transversales se 
han cortado por el plano señalado por las 
líneas de trazos. (Según T.E. Schroeder, 

+. Embryol. Exp. Morphal. 23:427-462, 

1970. The Cormpany of Biologists.) 
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Figura 22-79 Flexión de un epitelio basada 
en cambios de forma celular mediados 
por rmicrotúbulos y flarmentos de actina. 
iesqueroa se basa en observaciones 

de neurulación en erbriones de tritón 

y de salamandra, en los que el epitelio es 


ITErmos 


ta 


1372 — Capítulo 22: Desarrollo de los organismos pluricelulares 


la placa superior 
y células adyacentes 


segregan proteínas — ¿ybo neural 
BPM z 


placa superior 


Pax3/7 


células 
progenitoras 
neuronales 
en división 
Pax3/7/6, Dbx2, 1N3 


Pax6, Dbx172, lrx3 
Pax6, Dbx2, irx3 — 
Pax6, Nkx6.1, Irx3 


Pax6, Nkx6.1 


Nkx2.2/Nkx6. 1 
7 k proteínas reguladoras 
la placa básica y la notocorda génicas expresadas 
segregan la proteína 
Sonic hedgehog 


(a). (8) 


grupos de 
neuronas en 
diferenciación 


placa básica 


porcionado los primeros indicios de la respuesta. En la parte posterior del mesodermo pre- 
somítico la expresión de determinados genes oscila en el tiempo. El primero de estos genes 
osciladores que se descubrió fue el Hes1, un homólogo del gen de regla par de Drosophila Ya- 
mado Hairy y la de los genes E(spi) que median las respuestas a la señal Notch. La longitud 
total de un ciclo de oscilación completa de este reloj de segmentación (90 minutos en el po- 
lo) es igual al tiempo que se necesita para producir un nuevo somita. A medida que las 
células ernergen del mesodermo y forman los somitas (en otras palabras: a medida que pier- 
den exposición a la señal FGF8), su oscilación se hace más lenta y finalmente se detiene. 
Algunas de estas células permanecen retenidas en un estado y otras en otro, según la fase de 
su ciclo de oscilación en el momento de salir del mesodermo presomitico. Hes] y otros genes 
osciladores codifican proteínas reguladoras; entonces, las células que se encuentran por de- 
bajo del nivel crítico de FGF8 cuando están en el máximo de su ciclo de oscilación, activan un 
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Figura 22-20 Esquema de una sección 
bansversal de médula espinal de un 
embrión de pollo, mostrando de qué 
forma las celulas de diferentes niveles 

alo largo del eje dorsoventral expresan 
diferentes protefnas reguladoras de genes. 
(A) Las señales que dirigen el patrón 
dorsoventral la proteína Sonic hedgehog 
desde la notocorda y la placa base (la línea 
media ventral del tubo neural) y las proteínas 
BMP desde la placa superior la línea 

media dorsal) actúen coro morfógenos 
controlando la expresión génica. (B) Patrones 
resultantes de expresión génica en la parte 
ventral de la médula espinal en desarrollo. 
Diferentes grupos de células neuronales 
progenitoras en proliferación len la zona 
ventricular, junto a ta luz del tubo neural) 

y de neuronas en diferenciación (en la zona 
del manto, adidonal externa) expresan 
diferentes combinaciones de proteínas 
reguladoras génicas. Casi todas las proteínas 
indicadas en este diagrama son reiembro de 
la superfamilia homeodominio; otros genes 
de la misma superfamilia (corno las proteínas 
isleV/Lim) se expresan en las neuronas en 
diferenciación. Expresando diferentes 
proteínas reguladoras génicas, las 

neuronas forman conexiones Con 

diferentes compañeras y deberán 

formar diferentes combinaciones de 
nevrotransmisores y de receptores, 


Figura 22-81 Formación de las sornitas en el 
embrión de pollo. (A) Embrión de pollo a las 
40 horas de incubación. (8) Cómo se traduce 
la oscilación temporal de la expresión génica 
en el mesoderno presomitico, enn patrón 
espacial alternante de la expresión génica en 
las somitas formadas. En la parte posteñor 
del mesadenno presomitico, cada célula 
oscila con un periodo de 90 minutos. 
Armedida que las células van madurando 

y emergen de la región presomítica, sta 
oscilación se atenúa de forma gradual hasta 
pararse en cualquier fase del cidlo y en 
particular en un memento crítico. De este 
modo, una oscilación temporal de expresión 
génica dibuja un patrón espacial afternante. 
(8, de YL fiana, L Srníthers y L Leds, 

Curr. Biol 8362-8771, 1998, Con autorización 
de Elsevier] 
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grupo de genes reguladores, mientras que aquellas que pasan por el umbral cuando están en el 
mínimo del ciclo, activan otros genes (Figura 22-81B). En consecuencia, podemos afirmar 
que la oscilación ternporal de la expresión génica en el mesodermo presomiítico deja su rastro 
en un patrón de expresión especialmente periódico en el mesodermo en desarrollo y, a su 
vez, impone que el tejido se separe Hsicamente en bloques separados. 


Las oscilaciones del reloj de segmentación pueden deberse 
a una retroalimentación negativa retardada 


¿Cuál es el mecanismo que genera la oscilación temporal? ¿Cómo funciona el reloj de seg- 
mentación? En el 1mesodermo del ratón se han reconocido tres clases de genes que tienen 
expresión oscilante que codifican, respectivamente, componentes de las vías Notch, Wnt y 
Fgf. Pero la mayoría de las mutaciones que alteran el reloj y la segmentación de los somitas 
pertenecen a componentes de la vía Notch. Entre ellos, se encuentran genes como Hesl y 
sobre todo Hes7, que son regulados por Notch y codifican proteínas inhibidoras. Algunas de 
estas proteínas actúan de forma directa sobre el DNA regulador o sobre sus propios genes in- 
hibiendo su expresión. Según una de las teorías, este sencillo bucle de realimentación podría 
ser el generador principal de las oscilaciones (Figura 22-82): cuando se transcribe el gen, la 
cantidad de proteína producida va en aumento hasta que la transcripción es inhibida y cesa 
la síntesis de proteínas; entonces la proteína disminuye y la vranscripción tiene que volver 
a empezar, y así sucesivamente, Existe un retraso entre el inicio de una nueva transcripción 
y la aparición de las moléculas de proteína en el núcleo, porque la RNA polimerasa necesita 
un tiempo para examinar el gen y luego los transeritos de RNA tenen que madurar, salir del 
núcleo y dirigir la síntesis de la molécula proteica, que deberá controlar la transcripción una 
vez dentro del núcleo. Se supone que este retraso en el bucle de realimentación es el de- 
terminante principal del periodo de oscilación del reloj y, por lo tanto, del tamaño de cada 
somita. 

La mayor parte de las células de cada nuevo sorita se diferencian con rapidez y forman 
un fragmento de músculo que corresponde a un segmento muscular del eje principal del 
cuerpo. El embrión ya puede ernpezar a ondularse. Otros subgrapos de células formarán las 
vértebras y tejidos conjuntivos coro la dermis. Y otro subgrupo se separará del somita y mi- 
grará hacia el mesodernmo lateral no segmentado, arrastrándose por los espacios entre otras 
células; estas células migradoras son las que darán lugar a casi todas las células musculares 
esqueléricas del cuerpo, incluyendo las de las extreridades. 


Las células migradoras invaden los tejidos embrionarios 
de forma estrictamente controlada 


Los precursores de las células musculares o mioblastos, que erigran de los sornitas, están 
determinados, pero no definitivamente diferenciados. En los tejidos que colonizan, se mez- 
clan con otras clases de células; de las cuales apenas se distinguen; pero mantienen la ex- 
presión de las proteínas reguladoras específicas de mioblastos (coro Pax3 y roiembros de la 
fanilia Myol); cuando Hega la hora de diferenciarse, sólo ellos se corvrertirán en células 
musculares (Figura 22-43), 
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Figura 22-82 La retroalimentación negativa 
retardada da lugara una expresión génica 
oscilatoria. (A) Un solo gen, que codifica una 
proteína reguladora génica que inhibe su 
propia expresión, puede comportarse coma 
un oscilador. Pera que la oscilación tenga 
lugar, tiene que haber un retardo lo varios 
retardos) en el circiñtto de retroslimentación 
y la semivida del mRNA y de la proteína 
tienen que ser cortas en comparación con 

el retraso total. El retraso determina el 
periodo de oscilación. Una teoría propone 
que un circuito de retroalimentación como 
éste, basado en un gen denominada Her7 
en el pez cebra, o Hes7 en el ratón (parecido 
a Hes 1), es el marcapasos del reloj de 
segmentación que gobierna la formación 
de la somita. (8) Oscilación estimada del 
MRNA de Her? y su proteina, estudiada 
utilizando estimadores aproximados de 
parárnetros del circuito de retroalimentación 
apropiados para este gen en el pez cebra. 
Las concentraciones se han medido como 
número de moléculas por célula. El periodo 
estimado es muy parecido al periodo 
observado, el cual es de 30 minutos 

por somita en el pez cebra. 
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Figura 22-83 El origen migratorio de las células musculares de una extremidad. EMBRIÓN DE CODORNIZ 
Las migraciones se pueden seguir injertando células procedentes de un embrión de 
codomiz en un embrión de pollo; las dos especies fienen un desarrollo muy similar, pero 
las células de codomiíz son reconocibles por la forma característica de sus nucléolos. Sia 
los 2 días de la incubación de un emmbrión de pollo se sustituyen células de somita por 
células de somita de codomiz y una sejana después se secciona el ala del pollo, se ve que 
las células musculares del ala de pollo derivan de las sornites de codorniz trasplantadas. 


El patrón final de los músculos (p. ej., en las extremidades) queda determinado por las 
rutas que siguen las células migradoras y la selección de los lugares que colonizan. Los teji- 
dos conjuntivos erbrionarios forman el armazón a través del cual viajan los mioblastos y 
proporcionan las señales que guían su distribución. Sin importar de qué sormita hayan par- 
tido, los mioblastos que migran hacia una yema de una extremidad anterior formarán el pa- 
trón de músculos apropiado para la extrernidad anterior, y los que migran hacia una yema ] pe dd 
de una extremidad posterior formarán el patrón apropiado para ella, EMBRIÓN DE POLLO región donde se 

Otras clases de células migradoras seleccionarán otras rutas para sus desplazamientos, formará la yema del 
Alo largo de la línea donde el tubo neural se desengancha de la futura epidermás, otro grupo A tania dera E Pe 
de células epidérmicas se separan del epitelio y también migran, individualmente, a través 
del mesodermo (Figura 22-84). Se trata de las células de la cresta neural, que darán lugar a 
casi todas las neuronas y células de la glía del sistema nervioso periférico, así corno alas cé- 
lulas pigmentarias de la piel y también a muchos tejidos conjuntivos de la cabeza, inchuyen- 
do los huesos del cráneo y de las mandíbulas, Otras células migradoras importantes son las 
precursoras de las células sanguíneas, de las células gerrninales y de muchos grupos de neu- 
ronas del sistema nervioso central, así como de las células endoteliales que forman los vasos 
sanguíneos, Cada una de estas clases de células migradoras colonizará distintos lugares. gE ES 
Como resultado de estas invasiones, muchos tejidos del cuerpo de los vertebrados son mezclas 
de células de diferentes características derivadas de zonas rauy separadas del embrión. 

Mientras cada célula migratoria se desplaza por los tejidos embrionarios, exiende de 
forma repetida proyecciones, que examinan sus alrededores, en busca de indicios sutiles a 
lós cuales sea en particular sensible, gracias a las proteínas receptoras de la superficie de su el ala se desarrolla 
menbrana, Dentro de la célula, estas proteínas están conectadas al citoesqueleto que per- 
mite el desplazamiento de la célula. Algunas sustancias de la matriz extracelular, como la 
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Figura 22-34 Principales vías de roigración celular de la cresta neural, 58 muestra la sección transversal 
esquemática de un embrión de pollo en la parte media del tronco. Los derivados de cresta neural situados 
más profundamente están indicados en rectángulos amarillos, Las células que emprenden la vie justa 
debajo del ectodermo formarán las células pigmentarias de la piel; las que viajan profundarnente por 
evtre las sornicas formarán las neuronas y las células gllales de los ganglios sensitivo y simpático, y partes 
de la glándula adrenal. Las netronas y las cólulas gliales de los ganglios entéricos, en la pared del intestino, 
se forman a partr de células de la cresta neural que han rrigrado ado largo de la longittad del cuerpo desde 
osophila, d del intestino se originan de 
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proteína Gibronectina, proporcionan lugares de adhesión que ayudan a la célula a avanzar; 
otras, como el proteoglicano sulfato de condroitina, inhiben la locomoción y repelen la in- 
migración. Las células no migradoras que se encuentran a lo largo del camino también pue- 
den tener superficies atractivas o repelentes, e incluso pueden extender hlopodios que tocan 
las células migradoras y afectan a su comportamiento. 

En medio de esta masa de influencias distintas, algunas son especialmente importan- 
tes. En particular, diferentes tipos de células son guiados por quimiotaxis, que depende de 
un receptor Mamado CXCR4. Esta proteína de superficie pertenece a la familia de los recep- 
tores acoplados con la proteína G, y se activa mediante un ligando extracelular llamado 
SDF1. Las células que expresan CXCR4 pueden “olfatear” su camino por pistas marcadas 
para ellas, mediante la producción de SDF (Figura 22-85). La quimiotaxis hacia las fuentes 
de SDE1 tiene un papel importante en la guía de las migraciones de linfocitos y otros tipos de 
células sanguíneas, así como de neuronas del cerebro en desarrollo, de células musculares 
progenitoras que entran en las yemas de las extremidades, de células germinales primordia- 
les que van hacia las gónadas y también de las células cancerosas en una metástasis. 


La distribución de las células migradoras depende de factores 
de supervivencia así como de los indicios guía 


La distribución final de las células migratorias no sólo depende de las rutas que tenian, sino 
tarobién de si sobreviven al viaje y si prosperan en el ambiente que encuentran al final de su 
viaje. Existen lugares específicos que proporcionan los factores de supervivencia necesarios 
para cada tipo de cétula migradora. Por ejermplo, las células de la cresta neural que derán 
lugar a las células pigmentarias de la piel y las células nerviosas del intestino dependen de 
un factor péptico llamado endotelina-3, secretada por los tejidos de las vías de migración; ra- 
tones mutantes y humanos que carecen del gen de este factor o su receptor, muestran zonas 
no pigmentadas (albinas) y potencialmente malformaciones en el intestino, a causa de la 
falta de inervación de este órgano (una enfermedad llamada megacolon porque el colon se 
distende de forma exagerada). 

Las células germinales, las precursoras sanguíneas y las células pigmentarias derivadas 
de la cresta neural comparten por lo menos una necesidad común para su supervivencia 
que incluye in receptor transmenbrana, llamado proteína Kif, gue se encuentra en la mem- 
brana de las células migradoras, y un ligando llamado factor Steel, segregado por las células 
del tejido que atraviesan las células múgradoras y/o las del higar que colonizan. Los indivi- 
o de los genes de estas proteínas fienen pignentación deficiente, 


duos mutantes en algu 
así corno falta de células sanguíneas y de células germinales (Figura 22-88). 


Figura 22-85 Migración del primordio 

de la línea lateral en la larva del pez cebra, 
conducido por SDF1 y CXCRA. La línea lateral 
es una fila de órganos mecanosensoñales, 
muy parecida a las manchas sensoriales del 
oído interno, que detectan el movimiento 
del agua sobre la superficie de un pez o un 
anfibio, (A) Se origina en grupos de células 
depositadas por un prirmordio que migra a lo 
largo del flanco de la larva, desde un punto 
en la cabeza hacía la cola, como se observa 
en esta larva de 2 días, en la cual las células 
de la línea lateral se han marcado por 
expresión de la proteína fuorescente verde, 
(B) Células del primordio que expresan el 
receptor quimiotáctico CXCR4, mostrado 
mediante hibridación in situ en una 

larva de 1 día. (O) El camino que seguirán 

se ha marcado por la expresión del ligando 
SDF1, que se muestra mediante hibridación 
in situ en otro espécimen de 1 día, Si falta el 
ligando a lo largo de la ruta normal (como 
resultado de una mutación), el primordia 

se aparta de su ruta adecuada y sigue un 
camino alternativo, más ventral, marcado por 
otro trazo de 5DF1, que marca la ruta normal 
de otra estructura migratoria, el pronefros. 
(A, por cortesía de David Gilmour; B y €, 

de N.8. David et al Proc. Nati Aced. Sci. U.S.A, 
99:16297-16302, 2002. Con autorización de 
National Acaderny of Sciences.) 
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La simetría lateral de los vertebrados deriva de una asimetría 
molecular en el embrión temprano 


Los vertebrados pueden parecer bilateralmente simétricos desde el exterior, pero muchos 
de sus órganos internos (el corazón, el estómago, el hígado y otros) son asimétricos. Esta asi- 
metría fiene un nivel de reproducibilidad muy elevado: el 99,98% de las personas tienen el 
corazón a su izquierda. Hemos visto cómo se desarrollaban los tejidos internos y externos 
del embrión de vertebrado y también sus ejes anteroposterior y dorsoventral Pero ¿cómo 
surge la asimetría bilateral? 

Estudios genéticos en mamíferos sugieren que esta pregunta puede dividirse en dos: 
una relacionada con la generación de la asimetría y otra referida a su orientación. Tanto er 
humanos como en ratones se han encontrado varias mutaciones que causan una localiza- 
ción iregular del eje bilateral: e1 50% de los individuos murantes tienen sus órganos internos 
colocados de forma normal, mientras que el otro 50% tienen anatomía invertida, con el co- 
razón a su derecha. En estos individuos parece que el mecanismo que hace que los dos lados 
sean diferentes ha funcionado correctamente, pero el mecanismo que decide entre las dos 
posibles orientaciones del eje derecha-izquierda es defectuoso. 

El descubrimiento de las asimetrías moleculares que preceden alas primeras asimetrías 
anatémicas macroscópicas es la clave de la base de este fenómeno. Los primeros signos se 
observan en patrones de expresión génica alrededor del nodo (el homólogo en el ratón del 
Organizador de la rana). En concreto el gen Nodal, que codifica un miembro de la superfa- 
milia TGEB, se expresa asimétricamente en esta región (no sólo en el ratón, sino también en 
el pollo, la rana y el pez cebra) (Figura 22-87). La asimetría de la expresión de Nodal en las 
inmediaciones del nodo se transmite hacia afuera creando una franja ancha de expresión 


IZQUIERDA DERECHA 


IZQUIERDA DERECHA, 
expresión —— notocorda 
asimétrica en desarrollo 
de Nodal 


AD E 
íd 113 OS nado 


el batído 


el corazón Lefty de los cilios 
se desarrolia dirige el flo 
en el lado ¡ asimétrico del 
izquierdo | fivido extracelular 
rasgo 
(A) primitivo 


Figura 22-36 Efecto de las mutaciones 
en el gen Kin Tanto el bebé como el ratón 
son heterocigotos para la mutación 
carencia-de-función, por la que sólo se 
dispone de la mitad de la cantidad del 
producto del gen Kit. En ambos casos, la 
pigmentación es defectuosa porque las 
células pigmentarias dependen del 
producto de Kit como receptor para un 
factor de supervivencia. (Por cortesía de 
RA. Fleischman, de Proc. Natl Acad. 5ci, ULS.A. 
88:10825-10829, 1991, Con autorización 
de Mational Academy of Sciences.) 


Figura 22-87 Batido helicoidal de los cilios 
en el nodo y los orígenes de la asimetría 
izquierda-derecha. (4) El batido de los cilios 
genera una corriente hacia un lado del nodo, 
lo cual implica una expresión génica 
asimétrica en las cercanías del nodo. Una 
teoría propone que la corriente barre hacia 
un lado y provoca la expresión asimétrica 

de diversos genes. Otra teoría supone que 
los cilios también pueden actuar como 


'mecanosensores, y propone que Un grupo 


de cilios del nodo responde a un impulso 
debido al Hujo de líquido provocado por la 
apertura de canales de Ca**, generando así 
un incremento de concentración de Ca? en 
las células de un dada. (8) Patrón de expresión 
asiménico resultante de Modal, codificando 
para una proteína señal perteneciente a la 
superfamilia TGFf en las cercanías del nodo 
(dos manchas azules inferiores) endtan embrión 
de ratón ados 8 días de gestación, tel corno 
se muestra por hibridación ín situ. En este 
estadio, la asirnmetuía ya ha sido relegada hacia 
las placas mesodérmicas laterales, donde el 
gen Nodal se expresa en el lado izquierdo 
torao rnoncha aza alargada) pero no en el 
derecho. Nótese que el embrión se ve desde 
sulado ventral, de modo que su izquierda 
aparece en la derecha de la fotografía, 

(B, por cortesía de Elizabeth Robernson.) 
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: de Nodal en el mesodenmno, a lo largo del lado izquierdo (y sólo a este lado) del cuerpo del 
embrión. El mecanismo que transroite la asimetría desde el nodo y localiza la expresión de 
Nodal todavía no se conoce y puede variar de una clase de vertebrados a otra. No obstante, 
en todas las especies depende de bucles de retroalimentación en la que interviene Nodal, 
junto con otro grupo de genes, los llamados Lefty. Éstos, igual que Nodal, son regulados 
directamente por la vía de señalización Nodal y sus productos. Las proteínas Lefty están 
relacionadas con las proteínas Nodal; pero las Lefty difunden de forma más amplia y actúan 
de modo opuesto, corno antagonistas de Nodal, Es frecuente que los ratones que presentan 
una mutación por inactivación génica dirigida (ímockouo en el gen Lefty] tengan el lado de- 
recho convertido en la imagen quiral del izquierdo, de manera que no existe simetría dere- 
cha-izquierda. 

Otro gen que también se regula directamente por la vía Nodal es el Pite2, que codifica 
una proteína reguladora y actúa relacionando el resultado de las interacciones Nodal/Lefty 
con el posterior desarrollo anatómico. Nodal guía la expresión de Pitx2 en el lado izquierdo 
del cuerpo y de esta forma confiere asimetría al corazón y otros órganos imternos. 

Todos estos datos plantean el enigma de córno se origina la asimetría inicial de la ex- 
presión de Nodal. Cualquiera que sea el mecanismo, el resultado de lo que ocurre en el nodo 
de un animal nounal tiene que ser sesgado para que los genes específicos del lado izquierdo 
se expresen en este lado con normalidad: debe existir una relación ente el mecanismo que 
genera la asimetría y el que la orienta. Una pista sobre el mecanismo de orientación surgió 
enuuna clínica sueca para la infertilidad. Un pequeño gnaipo de hombres infértiles tenían los 
espermatozoides sia motlidad a causa de un defecto en las moléculas de dineína, que son 
necesarias para el movimiento de los cilios y flagelos. Estos hombres también sufrían bron- 
quitis y sinusitis crónicas porque los cilios de su tracto respiratorio eran defectuosos. Y 
sorprendentermente, el 50% de ellos tenían los órganos internos con la lateralidad invertida 
(con el corazón a la derecha). Los hallazgos parecieron en un principio misteriosos, pero se 
han observado efectos parecidos en mamiferos con otras mutaciones que cansan cilios de- 
fectuosos, Este hecho sugiere que el movimiento ciliar de alguna forma controla a qué lado 
está orientado el eje derecha-izquierda. 

La videomicroscopía de intervalo aplicada a un ratón vivo revela que las células del nodo 
tienen ciíos en su cara interna que baten de forma helicoidal en una dirección definida, al 
igual que la rosca de 10 tornillo; en el nodo estos cilios están alojados en un pequeño hueco 
con una forma que hace que su movimiento eve una corriente de fluido hacía el lado i2- 
quierdo (véase la Figura 22-874). De acuerdo con una de las teorías, las proteínas señal 
transportadas por esta corriente hacía el lado izquierdo, proporcionarían el sesgo que orienta 
el eje derecha-izquierda del cuerpo del rarón. Otra teoría propone que los cilios de este sis- 
tema, igual que en otros contextos, no sólo actuarían como conductores del flujo del fluido, 
sino que además harían las veces de sensores mecánicos, respondiendo a la flexión con la 
producción de una corriente asimétrica de jones Ca** a través del nodo y ejerciendo una im- 
fluencia en el tejido adyacente. E 

La lateralidad del movimiento ciliar refleja la lateralidad (la asimetría derecha-izquier- 
da) de las moléculas orgánicas que componen todos los seres vivos. Por lo tanto, este fenó- 
meno es esencialmente lo que dirige la asimetría derecha-izquierda de nuestro cuerpo. 


Resumen 


En el desarrollo animal intervienen unos desplazamientos extraordinarios. En la gastrulación, las 
células de la parte exterior del embrión se invaginan hacia el inzerior formando la cavidod del mbo 
digestivo generándose tres hojas germinales (el ectodermo, el mesodermo y el endodermo), a partir 
de las cuales se forma el cuerpo de los animales superiores. En los vertebrados, los desplazamientos 
que tienen lugar en la gastrulación se organizan mediante señales del Organizador (el labio dorsal 
del blastoporo de los anfibios, que corresponde al nodo del embrión de pollo y de ratón). Estas seña- 
les especifican el eje dorsoventral del cuerpo y dirigen la extensión convergente, en la cual la capa de 
células que se desplaza hacia el interior del cuerpo se alarga en la dirección del eje cabeza-cola, a la 


vez que se estrecha en sentido perpendicular a este eje. Los movimientos de reernpoquetamiento ac- 
tivo de las células individuales producen la extensión convergente y están coordinados por la vía de 
señatización de polaridad planas Frizzled/Dishevelled (una rama de la vía Wnt que regula el citoes- 
queleto de actina). 

El desarrollo posterior incluye muchos más desplazamientos. Parte del ectoderíao se engrosa, se 
enrolla y se separa, formando el tubo neural y la cresta neural En la línea medio observamos un 


1378 — Capítulo 22: Desarrollo de los organismos pluricelulares 


cordón de células especializadas llamado notocorda, que se alarga formando el eje central del ermn- 
brión. A cada lado de la notocorda, unas largas solapas de mesodermo se segmentan formando 
los somnitas. Una serie de células migradoras, como las de la cresta neural, se separan de sus vecinas 
y viajan a través del embrión para colonizar nuevos lugares. Las células germinales primordiales y 
muchas otras células migradoras son conducidas por quimiotaxis dependiente del receptor CXCR4 
y su ligando SDEL, Los moléculas de adhesión celular, como las cadherinas y las integrinas, ayudan 
a conducir las migraciones y controlan la cohesión selectiva de las células en su nueva distribución. 
Esencialmenie, el patrón de los desplazarnientos celulares está dirigido por el patrón de expre- 
sión génica, que determina las propiedades de la superficie celular y la motilidad. Así, la formación 
de los somitas depende de un patrón periódico de expresión génica, que constituye un oscilador 
bioquímico (el reloj de segmentación) del mesodermo, el cual específica de qué forma se debe diso- 
ciar la masa de células para formar bloques separados. De un modo similar, la asimetría anatórni- 
ca derecha-izquierda del cuerpo de los vertebrados está prefigurada en la asimetría del patrón de 
expresión génica del embrión temprano. Por lo menos en mamíferos, esta asimetría está dirigida 
fundamentalmente por la lareralidad de los movimientos ciliares en los alrededores del nodo. 


EL RATÓN 


El embrión de ratón (pequeño e inaccesible en el interior del útero materno) constituye un 
gran reto para los biólogos del desarrollo. Presenta dos atractivos principales. En primer lu- 
gar el ratón es un mamífero, y los mamiferos son los animales hacia los cuales nosotros, 
como humanos, sentimos más interés. En segundo lugar, es uno de los mamiferos más ade- 
cuados para los estudios genéticos, porque es pequeño y se reproduce con rapidez. Estos 
dos factores han estimulado enormemente la investigación, que ha dado como resultado el 
desarrollo de herramientas experimentales muy poderosas. Así, el rarón se ha convertido en 
el principal organismo modelo para la experimentación en genética de mamíferos y tarn- 
bién nuestro sustituto más intensamente estudiado, Desde un punto de vista evolutivo, está 
separado de los humanos tan sólo por 100 millones de años. Su genoma es el mismo que el 
nuestro en cuanto a tamaño y existe una correspondencia casi total entre los genes humanos 
y los del ratón. Nuestras proteínas son idénticas en secuencia de aminoácidos en un 80-90%., 
Además, es evidente la similitud de las secuencias de nucleótidos entre grandes bloques afi- 
nes y también cuendo se comparan secuencias de DNA regulador. 

Con muchas dosis de ingenio y de perseverancia, los biólogos del desarrollo han en- 
contrado vías de acceso al exobrión temprano sin matarlo y obtener ratones con caracte- 
rísticas previamente especificadas mediante la mutación den determinado gen. Casi todas 
las modificaciones genéticas que se pueden levar a cabo en un gusano o en un pez cebra 
también pueden aplicarse al ratón, y en algunos casos, con realizaciones más perfectas. Los 
gastos en investigación con ratones son mucho mayores, pero también lo son los incentivos. 
En consecuencia, el ratón se ha convertido en una fuente importante de información sobre 
todos los aspectos de la genética molecular del desarrollo, un modelo clave no sólo para los 
mamiferos, sino también para otros animales. Por ejeraplo, ha proporcionado gran parte de 


marca ramsci z me "7 2 E ad ds ro ea 
nuestros conocimientos sobre los genes Hox, la asimetría derecha 


: zauierda, el control de la 
muerte celular, el papel de la señal Motch y muchas otras cuestiones. 

Nos bernos referido repetidamente a datos sobre el ratón. Se utilizarán todavía más en 
el próximao capítulo donde trateremnos sobre los tejidos adultos y los procesos de desarrollo 
implicados. En la próxima sección, se examinarán las características especiales del desarro- 
o del ratón que han hecho posibles todas las manipulaciones genéticas. A modo de ejera- 
plo, esquenatizarernos cómo se ha utilizado el ratón para Hurmninar otro proceso importante 
del desarrollo: la generación de órganos como los pulmones y las glándulas mediante ínte- 
racciones entre el tejido conjuntivo y el epitelio. 


El desarrollo de los mamíferos empieza con un preámbulo especial 


El embrión de rmamifero empieza su desarrollo de un modo excepcional. Protegido dentro 
delíirero, no ene necesidad, como en otras especies, de coropletar con rapidez las primeras 
acepta pronto proporciona nutrición procedente de la 


desarrollo. Además, la p 
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tienen lugar a la roisma velocidad que las de muchas células somáticas y la transcripción eni- 
pieza ya en el estadio de dos células. Y lo que es más importante, aunque los últimos estadios 
sean similares a los de Xenopus, los mamiferos empiezan con un largo rodeo, generando un 
conjunto complicado de estructuras (principalmente el saco amniótico y la placenta) que 
envuelven y protegen al embrión y le proporcionan un intercambio de metabolitos con la 
madre. Estas estructuras, como el resto del cuerpo, derivan del huevo fecundado, pero se lla- 
man extraembrionarias porque son eliminadas cuando nace el animal y no forman parte del 
adulto, En aves y reptiles se forman, durante su desarrollo, estructuras accesorias similares. 

Los primeros estadios del desarrollo del ratón se han resemido en la Figura 22-88. Hacia 
los 3 días después de la fecundación el huevo fecundado se divide generando 16 células. Al 
principio, las células están juntas pero sólo laxamente unidas; al principio del estadio de 8 cé- 
lulas se vuelven más cohesivas y sufren compactación, formando una esfera sólida de células 
llamada mórula (del latín: “mora”) (Figura 22-39). Entre las células se forman desmosormas 
apicales que sellan el interior de la mórula aislándolo del medio externo. inmediatamente 
después, se desarrolla una cavidad intema, con lo que la mórula se convierte en una esfera 
hueca llamada blastocísto. La capa exterior de células, que forman la cubierta de la esfera, se 
Hama trofectodermo. Ésta dará lugar a los tejidos extraembrionarios. Un agregado interno de 
células, larmado la masa celular interna, se sitúa a 1n lado de la cavidad y dará lugar al em- 
brión propiamente dicho. 

Cuando el embrión ya ha escapado de su cápsula gelatinosa laprodmadamente a los 
cuatro días), las células del rofectodermo entran en contacto íntimo con la pared del útero, 


16 células 
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Figura 22-88 Estadios tempranos del 
desarrolla del ratón. La zona pelúcida es 
una cápsula gelatinosa por la que sala el 
embrión a los pocos días, que le permite 
implantarse en la pared del útero. 
(Fotografías por cortesía de Patricia 
Calarco.) 


Figura 22-89 Electromicrografías de barrido 
de un embrión temprano de ratón. Se ha 
eliminado la zona pelúcida. (A) Estadio de 
dos-cétulas. (8) Estadio de cuatro células 
(además de los cuatro blastómeros se ve 

un corpúsculo polar, véase Figura 21--23), 
(0) Mórula de echo a dieciséis células, se ha 
producido la compactación. (D) Blastocisto, 
(AC por cortesía de Patricia Calarco; D. de * 
P Calarco y CS. Epstein, Dev. Biol, 32:208-213, 
1973. Con autorización de Acadernic Press.) 
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iniciando el proceso de implantación que llevará a la formación de la placenta. Mientras 
tanto, la masa celular interna crece y empieza a diferenciarse. Una parte de ella dará lugar a 
otras estructuras extraerabrionarias, como el saco vitelino, mientras que el resto continuará 
con la formación del propio embrión, mediante los procesos de gastrulación, neurulación, 
etc., que son esencialmente los mismos que hemos visto en otros vertebrados, aunque 
las distorsiones en la geometría hacen que estas homologías sean difíciles de percibir a pri- 
naera vista. 


El embrión temprano de los mamíferos es altamente regulador 


Los determinantes intracelulares localizados sólo tienen un pequeño papel en el desarrollo 
termprano de los mamiferos y los blastómeros que se generan con las primeras divisiones 
celulares son muy adaptables. Si el embrión temprano se divide en dos, se forman dos ge- 
melos idénticos (dos individuos normales, completos a partir de una sola célula). En el ratón 
ocurre un fenómeno similar cuando, de un embrión de dos células, se destruye una de ellas 
pinchándola con una aguja y luego se implanta el “medio embrión” en una madre adoptiva: 
en muchos casos se desarrolla un ratón perfectamente normal 

También es posible la sinmación contraria: podemos formar una sola mónda gigante 
combinando dos embriones de ratón de ocho células: se desarrolla un ratón de tamaño y 
estructura normales (Figura 22-90). Estas criaturas forrnadas a partir de agregados de célu- 
las genéticamente diferentes se Llaman quimeras. También se pueden producir quimeras im- 
yectando células de un embrión temprano en un blastocisto de otro genotipo. Las células 
inyectadas se incorporan a la masa celular interna del blastocisto huésped y se desarrolla un 
animal quimérico. Una sola célula de un embrión de 8 células o de la masa celular interna de 
otro blastocisto puede dar lugar a cualquier combinación de tipos celulares en la quimera. 
Cualquiera que sea el lugar donde se encuentre la célula añadida responde correctamente a 
las indicaciones de sus vecinas y sigue la vía de desarrollo apropiada. 

Estos hallazgos tienen dos implicaciones. La primera es que durante los primeros esta- 
dios, el sisterna de deserroilo se va sutoajustando, de manera que se obtiene una estructura 
normal incluso sí se han modificado las condiciones iniciales. Los embriones o partes de 
elos que tienen esta propiedad se larnan reguladores. La segunda implicación es que las 
células individuales de la masa celular interna son inicialmente toripotentes o casi: aunque 
no pueden formar un trofoblasto, pueden dar lugaz a cualquier parte del cuerpo adulto, in- 
cluyendo las células germinales. 


A partir de un embrión de mamífero se pueden obtener 
células madre embrionarias totipotentes 


Si se injerta un embrión termprano normal de ratón en un riñón o en los testículos de un 
adulto, su desarrollo se altera hasta tal punto que no es posible una regulación adecuada; 
pero su desarrollo no se detiene. El resultado es un crecimiento tumoral grotesco, llamado 
teratorma, que consiste en una masa desorganizada de células que contiene una gran varie- 
dad de tejidos diferenciados (piel, hueso, epitelio glandular, etc.) mezclados con células madre 
indiferenciadas que continúan dividiéndose y generando más tejidos diferenciados. 

La investigación de las células madre en teratomas y en otros tipos de tumores relacio- 
nados llevó al descubrimiento de que su comportamiento refleja una propiedad importan- 
te de las células normales de la masa celular interna: en un entorno adecuado se pueden 
inducir a proliferar indefinidamente, conservando su carácter totípotente. Las células en 
cultivo que denen esta propiedad se llaman células madre embrionarias o células ES 
(embryonic stern cells). Se pueden obtener cultivando células normales de la masa celular 
interna y dispersándolas cuando empiezan a proliferar. Si separamos las células de sus veci- 
nas normales y las colocamos en un medio de cultivo adecuado, se interrumpe el programa 
normal de cambio del carácter celular y las células pueden seguir dividiéndose de forma 


indefinida sin diferenciarse. Como se tratará en el próximo capítulo, muchos tejidos del * 


adulto también contienen células madre que pueden dividirse indefinidamente sin diferen- 
ciarse; pero estas células madre adultas, cuando se las deja diferenciar, porlo general dan lu- 
gar a una serie muy restringida de tipos celulares diferenciados, 

Parece que el estado en el que las células ES se detiene es equivalente al de las células 
normales de la masa celular interna. Este hecho se puede observar inyectando células ES en 
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Figura 22-90 Procedimiento para generar 
un ratón quimérico, Se combinan dos 
mórulas de genotipos distintos. 
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cultivo en un blastocisto normal (Figura 22-91). Las células inyectadas se incorporan a la 
masa celular interna del blastocisto y contribuyen a la formación de un ratón quimérico 
aparentemente normal. Las descendientes de las células ES injertadas se pueden encontrar 
casi en cualquier tejido del ratón, donde se diferencian de forma apropiada a su localización 
e inchuso pueden formar céhidas germinales viables. El comportamiento extraordinaria- 
mente adaptable de las células ES muestra que las indicaciones de las células vecinas no só- 
lo dirigen la elección entre diferentes vías de diferenciación, sino que también detienen o 
inician el reloj del desarrollo, es decir, los procesos que llevan a la célula a progresar a un es- 
tado adulto a partir de un estado embrionario. 

A nivel práctico, las células ES tienen una importancia doble. Primero, desde el punto 
de vista médico, ofrecen la posibilidad de una fuente versátil de células para reparar tejidos 
dañados o defectuosos del cuerpo del adulto, como se anelizará al final del próximo ca- 
pítulo. Segundo, las células ES hacen posible el control más preciso de la diferenciación 
genética, con la que podernos generar animales con casi cualquier alteración que se intro- 
duzca en su genoma. Corno se describió en el Capítulo 8, la técnica aprovecha la recombi- 
nación génica para sustituir un segmento de DNA construido de forma artificial por la 
secuencia normal en un determinado locus del genoma de una célula ES. Aunque sólo en 
raras excepciones la construcción de DNA se incorpora correctamente, se ban ideado pro- 
cedimientos selectivos para encontrar la célula que ha incorporado la construcción de 
DNA. Una vez seleccionadas, las células ES modificadas se pueden inyectar en un blasto- 
cisto y producir un ratón quimérico. Con suerte, este ratón tendrá algunas células germi- 
nales derivadas de las ES, capaces de actuar como fundadoras de una nueva generación de 
ratones formados exclusivamente por células que Hevan la mutación escogida. De esta 


forma, de uma placa de cultivo se puede recuperar un ratón mutante completo (véase la 
Figura 8-45). 


Las interacciones entre el epitetio y el mesénquima generan 
estructuras tubulares ramificadas 


Cormparativamente, los vertebrados son animales grandes y esto se debe sobre todo 2 su 
gran masa de tejido conjuntivo. No obstante, para la excreción, la absorción de nutrientes y 
el intercambio de gases, también necesitan grandes cantidades de vanos tipos especializa- 
dos de superficies epiteliales. Muchas de ellas adoptan la forma de estrucniras tubulares 
generadas mediante morfogénesis de la ramificación, en la cual un epitelio invade un tejido 
conjuntivo embrionario (mesénquima) y forman un órgano compuesto. El pulmón es un 
ejemplo típico. Se origina a partir de la línea celular de endodermo de la base del tubo dí- 
gestivo anterior. Este epitelio forma gemas y crece hacia el interior del mesénquima próxi- 
mo, formando el árbol bronguial, que consiste en un sistema tubular que se ramifica de 
forma repetida mientras se va extendiendo (Figura 22-92). El mismo mesénquima también 
es invadido por células endoteliales (la línea celular de los vasos sanguíneos), generándose 
así el sistema de vasos sanguíneos y conductos de aire íntimamente yuxtapuestos, que son 
necesarios para el intercambio de gases en el pulmón (tratado en el Capíudo 23). 

Todo el proceso depende de intercambios de señales, en ambos sentúdos, entre las ye- 
mas de epitelio que crecen y el mesénquima que están invadiendo. En el ratón, estas señales 
se pueden analizar por manipulación genética. Las proteínas señal de la farilia del factor de 
crecimiento del fibroblasto (EGP) y el receptor de la tirosina quinasa desempeñan un papel 
central en este proceso. Esta vía de señalización ene varias funciones en el desarrollo, pero 
parece que es sobre todo importante en las mmerosas interacciones que tienen lugar entre 
el epitelio y el mesénquiraa. 

Los mamiferos presentan mos 20 genes Fgf mientras que en Drosophila son tres y en 
C. elegans dos. El Fgfmás importante en los pulmones es el Fgf10. Se expresa en agregados de 
células mesenquimáticas cercanas a los ápices de los túbulos epiteliales que se desarrollan, 
mientras que su receptor se encuentra en las propias células epitebales. La FGE10 o su recep- 
tor se pueden inactvar mediante las técnicas estándar basadas en la recombinación de las 
células ES. El ratón mutante que se obtiene carece de todo el proceso de morfogénesis de la ra- 
miticación; se forma ua yema primaria de epitelio pulmonar, pero no crece hacia el interior 
del nesénquima y no se forma el árbol bronquial. También es posible el proceso contraño: 
una perla microscópica bamersa en EGF10 y colocada cerca de un epitelio pulmonar embrio- 
naño en cultivo inducirá la formación de una yema que crecerá hacia él Evidentemente, el 
epitelio sólo invade el mesénquiraa por estiraulación, en respuesta a FGF10. 
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Figura 22-91 Fabricación de un ratón 
quimérico con células ES, Las células ES en 
cultivo 5e pueden combinar con células de 
un blastocisto normal formando un ratón 
quimérico sano, y pueden formar parte de 
cualquiera de sus tejidos, incluida la línea 
germinal. Así pues, las células ES son 
totipotentes, 
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Pero ¿qué es lo que hace que los túbulos epiteliales se ramifiquen de forma repetida 
mientras van invadiendo? Este fenómeno depende de la señal Sonic hedgehog que va en el 
sentido opuesto, desde las células epiteliales del ápice de las yemas hacia el mesénquima. En 
ratones que carecen de Sonic hedgehog, el epitelio pulmonar crece y se diferencia, pero forma 
un saco en lugar de un árbol ramificado de túbulos. Al mismo tiempo, en vez de estar res- 
tingida a pequeños agregados de células mesenquimáticas que actúan a modo de balizas 
dirigiendo la yema, se expresa en bandas anchas de células inmediatamente adyacentes al 
epitelio. Este hallazgo sugiere que la señal Sonic hedgehog tiene que actuar restringiendo la 
expresión de FGF10 a las células mesenquimáticas más cercanas al ápice de la yema que 
crece, separando en dos el agregado que secreta FGELO, hecho que resulta en la separación 
de la yema en dos ramas (véase la Figura 22-924). 

El crecimiento de la ramificación del epitelio y el meséuquima tiene que estar coordi- 
nado con el de los vasos sanguíneos asociados, y todo el proceso implica un conjunto de 
señales adicionales. Muchos aspectos de este sistema todavía son desconocidos. Sin embar- 
go, sabemos que Drosophila utiliza mecanismos estrechamente relacionados para dirigir la 
morfogénesis de la ramificación de su sistema de tráqueas (los túbulos que forman los con- 
ductos aéreos de los insectos). En este caso, el proceso también depende de la proteína FGF 
de Drosophila, codificada por el gen Branchless, y del receptor de FGF de Drosophila, codifi- 
cado por el gen Breathless, actuando ambos de modo parecido a coma lo hacen en el ratón, 
Como es lógico, los estudios genéticos del desarrollo de las tráqueas en Drosophila también 
han identificado otros componentes del control de la maquinaria y son los genes de 
Drosophilalos que ban llevado ajos homólogos de los vertebrados. Las manipulaciones ge- 
néticas en ratones han proporcionado sistemas para examinar si estos genes enen funcio- 
nes similares en los mamiferos y podernos confirmar que en gren medida es así. 


Resumen 


Elratón ene un papel central como organismo modelo para el estudio de la genética riolecular del 
desarrollo de los marníferos. El desarrollo del ratón es esencialmente similar al de otros vertebrados, 
pero empieza con un preámbulo especial que consiste en la formación de estructuras como el am- 
nios y la placenta. Se han ideado técnicas potentes para producir inactivaciones genéticas y Otras 
alteraciones dirigidas, aprovechando las propiedades altamente reguladoras de las células de la ma- 
sa celular interna del ernbrión de ratón. Estas células pueden cultivarse y mantenerse como células 
madre ernbrionarias (ES). En condiciones de cultivo adecuadas, las células ES pueden proliferar de 
forma indefinida sin diferenciarse, pero conservando la potencialidad de dar lugar a cualquier par- 
te del cuerpo cuando se inyectan de nuevo en un embrión temprano de ratón. 

Muchos procesos generales de desarrollo, incluyendo muchos de los que se han iratado a lo 
largo de este capítulo, se han comprendido gracias a los estudios con ratones. Por ejernplo, el ratón se 
ha utilizado para investigar el control de la morfogénesis de la ramificación. Este proceso da Lugar a 


estructuras corr los pulmones y las glándulas, y está gobernado por intercambios de señales entre el 


mesénquima y el epitelio que invade. Las funciones de estas señales se pueden analizar mediante 


experímentos de inactivación génica dirigida. 
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Figura 22-92 Morfogénesis ramificada del 
pulmón. (A) De qué forma, según parece, 
EGF10 y Sonic hedgehog inducen el : 
crecimiento y la ramificación de las yemas 
del árbol bronquial. En este sistema también 
se expresan muchas otras moléculas señal, 
como BMP4; el mecanismo de ramificación 
sugerido sólo es una de las diversas 
posibilidades, (B) Aspecto del árbol bronquial 
adulto humano, tras haberle inyectado 
resinas en los conductos aéreos; en las 
diferentes ramas del árbol se han inyectado 
resinas de diferentes colores. (B, de R. 
Warwick y PL Williams, Gray's Anatomy, 

352 ed. Edinburgh: Logran, 1973.) 
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EL DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO 


Las células nerviosas o neuronas sor uno de los tipos celulares animales especializados más 
antiguos. Su estructura es distinta a todas las demás clases de células y el desarrollo del siste- 
ma nervioso propone interrogantes que no tienen parangón en otros tejidos. Una neurona es 
extraordinaria sobre todo por su forma enormemente extendida, con un largo axón y den- 
dritas ramificadas que se conectan con otras células a través de sinapsis (Figura 22-93). El 
reto principal de su desarrollo consiste en explicar cómo se alargan los axones y las dendri- 
tas, cómo encuentran las compañeras adecuadas y se conectan selectivamente por sinapsis, 
generando una red funcional (Figwra 22-94). El problema es formidable, ya que el cerebra 
humano contiene más de 10%! neuronas y cada una de ellas, en promedio, conecta con un 
millar de compañeras, según un plan regular y predecible de “cableado”. La precisión que se 
requiere no es tan grande como en un ordenador, ya que el cerebro funciona de modo distin- 
to y es más tolerante con los caprichos de sus componentes. Sin embargo, el cerebro aven- 
taja a todas las demás estructuras biológicas en complejidad. 

Los cormponentes de un sistema nexvioso típico (las diferentes clases de neuronas, cé- 
lulas de la glía, células sensoriales y músculos) se originan en lugares muy separados entre sí 
en el embrión e inicialmente no tienen conexión entre ellos. Así, en la primera fase del desa- 
rrollo del sistema nervioso (Figura 22-95), las diferentes partes siguen su propio programa 
local; es decir, las neuronas nacen y toman caracteres específicos según el lugar y el mo- 
mento de su nacimiento, bajo el control de señales inductivas y mecanismos reguladores si- 
ilares a los que hernos observado en otros tejidos del cuerpo. La siguiente fase inchuye una 
morfogénesis particular del sistema nervioso: los axones y las dendritas crecen siguiendo 
rmitas específicas, estableciendo una red provisional, pero ordenada, que conecta las partes 
separadas del sisteraa. En la tercera y Última fase, que continúa durante la vida adulta, las co- 
nexiones se ajustan y perfeccionan mediante interacciones entre los componentes más ale- 
jados que dependen de las señales eléctricas que pasan entre ellos, 


Las neuronas toman distintos caracteres según el momento 
y el lugar donde nacen 


Casi siempre, las neuronas se generan en asociación con las células de la glía, que propor- 
cionan un entramado de soporte y generan in anibiente cerrado y protegido donde las neu- 
ronas pueden Hevar a cabo stas funciones. En todos los animales, los dos tipos celulares se 


Figura 22-94:Organización compleja de las conexiones entre las células 
nerviosas. Este esquenna representa una sección de una parte reducida 
del cerebro de un rmamifero, el bulbo olfatorio de perro, impregnado con 
la técnica de Golgi. Los objetos negros son las neuronas; las líneas finas 
son dos axones y las dendritas, por las que vaños grupos de neuronas se 


conectan de »ouendo con reglas rmuy precisas, (De E Golgi, Rv. sper 
freniab Beggio-Enilia 1405-4295, 187% reproducido en DL Jacobson, 


Developroental Neorobiology, 3,2 ed. New Yorke Plenurn, 1992.) 
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Figura 22-93 Neurona típica de vertebrado. 
Las flechas indican el sentido en el que se 
envían las señales. Esta neurona procede de 
una retina de mono. Las neuronas humanas 
más largas y anchas llegan al millón 

de tum de longitud; su axón tiene 15 jum de 
diámetro. (Esquema de la neurona de 

B.B. Boycort, en Essays on the Nervous 
Systern [R. Bellairs y E.G. Gray, eds. Oxford, 
Uk: Clarendon Press, 1974.) 
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desarrollan a partir del ectodermo, pormalmente como células hermanas o primas derí- 
vadas de un precursor común. Así, en los vertebrados, las neuronas y las células de la glía 
del sistema nervioso central (que incluye la médula espinal, el cerebro y la retina), derivan de 
la parte del ectodermo que se pliega formando el tubo neural, mientras que las del sistema 
nervioso periférico derivan sobre todo de la cresta neural (Figura 22-96). 

El tubo neural, del que nos ocuparemos en especial, consiste inicialmente en un epíte- 
lio monocapa (Figura 22-97). Las células epiteliales son las progenitoras de les neuronas y 
de la glía. Cuando se generan todos estos tipos celulares, el epitelio se engrosa y se transfor- 
ma en una estructura raás compleja. Corno se ha descrito, la señal Delta-Notch controla la 
diferenciación de las células progenitoras en neuronas de la siguiente forma: las neuronas 
nacientes expresan Delta, con lo cual impiden que sus vecinas se diferencien en neuronas al 
mismo tiempo. Esto asegura que las progenitoras no se diferencien todas de forma sinmul- 
tánea y que sigan dividiéndose y produciendo una población de la cual puedan generarse más 
neuronas. Las progenitoras y más tarde las células de la glía mantienen la cohesión del epi- 
telio y forman un armazón que aurnenta de grosor. Las neuronas acabadas de nacer migran 
entre estas células altas como si fueran animales entre los árboles de tn bosque basta en- 
contxaz sus asentamientos, donde maduran y envían sus axones y dendritas (Figura 22-98). 

Las proteínas señal secretadas a cada lado, ventral y dorsal, del tubo neural actúan co- 
mo morfógenos opuestos y hacen que las nevxonas que nacen a diferentes niveles dorso- 
ventrales expresen distintas proteínas reguladoras (véase la Figura 22-80). También existen 
diferencias a ld largo del eje cabeza-cola que reflejan el patrón anteroposterior de los genes 
Hox y las acciones de otros morlógenos. Además, igual que en Drosophila, durante nuachos 
días, semanas e incluso meses, continian generándose neuronas en cada región del sisterna 
pervioso central, lo que resulta en una diversidad adín mayor, ya que las células adoptan dis- 
tintas características según su “cumpleanos”, es decir el momento de la última rotosis, que 
marca el priecipio de la diferenciación neuronal (Figura 22-99). Cuando se extraen células 


Figura 22-96 Diagrama de un enbrión de pollo de 2 días, mostrando los 
orígenes del sisterna nervioso, El tubo neural (mercado en verde) ya se ha cerrado, 
excepto en el extrerno de la cola, y se exiende internamente, bajo el ectodermo, 
del que fue una parte lvésse Figura 22-78). La cresta neural (rojo) se extiende 

en sentido dorsal justo debajo del ectodermo y encima del tubo neural, Adernás, 
unas engrosarmientos, o placodos (verde oscuro), en el ectodermo de la cabeza dan 
lugar a células transductoras sensitivas y neuronas de cada región, esto es, del 
oído y de la nariz. Por el contrario, las células de la retina del ojo se originan en el 
tubo neural 


refinamiento de las conexiones sinápticas 


Figura 22-95 Las tres fases del desarrolla 


neuronal. 
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progenitoras del cerebro de un embrión de ratón y se mantienen en cultivo durante varios 
días, aisladas individualmente de su entorno normal, siguen más o menos el misrao progra- 
ma que en el tejido intacto. Es decir, se dividen de forma repetida, produciendo pares de cé- 
lulas hijas que con frecuencia adoptan destinos distintos, como el de seguir dividiéndose 
coro progenitora mientras otras se comprometen a diferenciarse. 

Las sucesivas divisiones dan higar a ua secuencia de diferentes tipos celulares, neuro- 
nales y gliales según un plan más o menos regular. Este proceso implica que las células pro- 
genitoras úenen que cambiar su carácter intrínseco de forma autónoma de una generación 
ala siguiente. El mecanismo molecular de este cambio progresivo todavía no se conoce, Co- 
mo ea el caso de otros tipos celulares en los que también ocurren cambios lentos parecidos. 


El carácter asignado a una neurona en el momento 
de su nacimiento determina las conexiones que formará 


Las diferencias en la expresión génica modulan los caracteres de las neuronas y esta hace 
que se conecten con diferentes compañeras. Por ejeraplo, en la médula espinal, agrega- 
dos de células situados en posición ventral expresan los genes Islet/Lim pertenecientes a la 
familia homeobox, que codifican proteínas reguladoras. Estas células se desarrollarán co- 
100 neuronas motoras, enviando axones que conectarán con determinados grupos de 
músculos según cuáles sean los miembros de la faxailia Isle1/Lim que se expresen. Si el mo- 
delo de expresión génica se altera artificialmente, las neuronas se proyectan hacia otros 
músculos. 

Los diferentes destinos son el reflejo de las diferentes vías que los axones van escogien- 
de a medida que crecen y se alejan del cuerpo de la célula nerviosa, así como su reconoci- 
miento selectivo de las distintas células diana que eucuentran al final de su camino. En la 
parte dorsal de la médula espinal encontramos neuronas que reciben y envían información 
sensorial de las neuronas sensoriales situadas en la periferia del cuerpo. En posiciones in- 
termedias existen otras clases de interneuronas que conectan entre sí determinados grupos 
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Figura 22-97 Formación del tubo neural, 

La electromicrografla de barido muestra una 
sección transversal del tronco de un embrión 
de palio de 2 días. El tubo neural está a punto 
de cerrarse y pinzarse a partir del ectodermo; 
en esta fase, está formado (en el polio) por 

un epitelio del grosor de una célula. (Cortesta 
de J.P Revel y 5. Brown.) 


Figura 22-98 Migración de neuronas 
inmaduras. Antes de enviar los axones y 
dendritas, muchas veces las neuronas recién 
nacidas roigran desde su lugar de nacimiento 
y se asientan en alguna otra parte, 

Los diagramas se basan en reconstrucciones 
de secciones de corteza cerebral de raono 
iparte del tubo neural) Las neuronas 
experimenten su última división celular en 

la proximidad de la cara interna hirnical 

del tubo neural y luego migran al exterior 
reptando a lo largo de células gliales radiales. 
Cada una de estas células se extiende desde 
la superáde interna a la superficie externa 
del tubo, una distancia que puede ser como 
mucho de 2 cm en la corteza cerebral en 
desarrollo del mono. Las células gliales se 
pueden considerar como células vestigiales 
del epitelio columnar original del tubo neural 
que se exdiende edraordinariemente a 
medida que la pared del tubo se va 
engrosando. (Según P Rakic, 1 Corna. Neurol. 
345:61-84, 1972. Con autorización de John 
Wiley L Sons, loc.) 


1386 — Capítulo 22: Desarrollo de los organismos pluricelulares 


TATI ditimas 
£ ALA d neuronas 
SBASCALA nacidas 


¿DAMA 
EDINITON 
id LA a 
ada apo za 4 


neuronas 


primeras 


neuronas 
- nacidas 
estratos 
de neuronas 
corticales 


célula progenitora en división 


de células nerviosas. Algunas extienden sus axones en sentido dorsal, otras ventral, unas ha- 
cia la cabeza, otras hacia la cola y, finalmente, otro grupo lo hace a través de la base del tubo 
neural hacia el otro lado del cuerpo (Figura 22-100). En filmaciones de intervalo, con las 
neuronas en desarrollo teñidas con colorante fhuorescente, podemos observar los desplaza- 
mientos de los ápices de los axones que se van extendiendo: recuerdan los faros de los ca- 
ches en una hora punta noctuma, formando líneas que recorren las carreteras y viran en 
cruces bulliciosos, haciendo su propia elección de la ruta. 

¿De qué forma se dirigen estos desplazamientos? Antes de intentar dar una respuesta, es 
necesario examinar más detenidamente la estructura de la neurona en crecimiento. 


Cada axón y cada dendrita se alarga mediante el cono 
de crecimiento del ápice 


Una neurona típica envía su largo axón proyectándolo hacia una diana lejana a la cual van 
destinadas las señales, y también varias dendritas más cortas que reciben principalmente 
señales entrantes emitidas por los terminales del axón de otras neuronas. Cada una de estas 
prolongaciones se extienden por crecimiento del ápice, donde se observa un engrosamiento 
erizado de espículas. Esta estructura, llamada cono de crecimiento, se arrastra por el tejido 
que lo envuelve, dejando tras de él un rastro que es en realidad un axón delgado (véase la 
Figura 22-100). <AAGA> El crecimiento del cono comprende dos elementos: la maquinaria 
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Figura 22-99 Producción programada de 
diferentes tipos de neuronas en diferentes 
momentos a partir de células progenitoras 
en división en la corteza cerebral de un 
raamifero. Junto a un lado del neuroepitelio 
cortical, las células progenitoras se dividen de 
manera repetida, a modo de células madre, 
produciendo neuronas. Las neuronas 

migran hada el lado opuesto del epitelio 
reptando por las superficies de las células 
gliales radiales, tal como se muestra en la 
Figura 22-98. Las neuronas nacidas primero 
se asientan junto al lugar de su nacimiento, 
rhientras que las nacidas posteriormente 

las sobrepasan colocándose a más distancia. 
Así, las generaciones sucesivas de neuronas 
van ocupanda diferentes estratos en la 
corteza y adquieren diferentes caracteristicas 
intrínsecas de acuerdo con sus fechas 

de nacimiento, 


Figura 22-100 Axones en crecimiento 

en la médula espinal en desarrollo de un 
embrión de pollo de tres días. El esquema 
muestra una sección transversal impregnada 
con la técnica de Golgi. La mayoría de 
neuronas ya presentan aparentemente 

una prolongación alargada el futuro axón. 
En el extremo de cada axón en crecimiento 
se pueúa ver una 
-el cono de crecimiento. Los conos de 
crecimiento de las neuronas motoras 
emergen de la médula espinal (dirigiéndose 
hacia los músculos), los de las neuronas 
sensitivas crecen hacia ellas desde fuera 
donde se encuentran sis sornas celulares), 
y los de las intemeuronas permanecen en 

la médula espinal Muchas intemeuronas 
envían sus axones hacta la placa básica, 
cuzando al otro lado de la médula espinal; 
estos axones se llarnan comisurales, En 

esta fase temprana, muchas de las células 
embrionarias de la médula espinal len las 
regiones sombreadas en gris) aún están 
proliferando sin haber ernpezado su 
diferenciación como neuronas 9 Como 
células glales, (De S. Rarnón y Cajal, 
Histologie du Systéme Henreux de 
CHororne et des Verréebrés, 3209-1911 Paris 
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dendrita soma celular — axón cono de crecimiento Figura 22-101 Formación de axones 

y dendritas en cultivo. Una neurona 

joven ha sido aislada a partir del cerebro 

de un marnífero y se ha sembrado para 
estudiar su desarrollo en cultivo, donde 
emite sus prolongaciones. Lina de estas 
prolongaciones, el futuro axón, ha empezado 
a crecer más deprisa que la otras (las futuras 
dendritas) y se ha bifurcado, (A) Imagen en 
contraste de fases; (B) patrón de tinción 

con faloidina fluorescente, que se une a los 
filamentos de actina, La actina se concentra 
en los conos de crecimiento de los extremos 
de las prolongaciones, que se extienden 
activamente, y en algunos otros sitios 

de actividad de lamelipodios. (Por 

cortesía de Kimberly Goslin.) 


que produce el desplazamiento y el aparato que dirige el numbo del ápice de cada proyec- 
; ción alo largo del camino que debe seguir (véase la Figura 16-105). 

Gran parte de lo que se conoce de las propiedades del crecimiento de los conos se ha 
obtenido gracias a los estudios de tejidos o células en cultivo. Se puede observar cómo una 
neurona empieza a alargar sus prolongaciones, que al principio son todas iguales, hasta que 
el cono imponen súbito cambio de velocidad que identifica una de ellas como el axón, con 
su propía carga de proteínas específicas (Figura 22-101). En esta etapa, la diferencia entre 
axón y dendrita viene detenninada por el transporte intracelular polarizado de diferentes 
materiales en cada tipo de prolongación. Como resultado de ello, crecerán alcanzando dife- 
rentes longitudes, seguirán distintos caminos y cada uno desempeñará su papel en la for- 
mación de la sinapsis, 

El cono de crecimiento del extremo de una prolongación nerviosa típica en expansión, 
sea axón o dendrita, se desplaza hacia adelante a una velocidad de l mn por día, inspeccio- 
nando continuamente qué regiones tiene delante suyo y a cada lado, por medio de flopodios 
y lamelipodios. Cuando esta prolongación entra en contacto con una superficie desfavora- 
ble, se retrae, mientras que cuando entra en contacto con, una superficie más favorable, se 
alarga, marcando el rumbo de todo el cono. De esta forma, el cono de crecimiento se guía 
por sutiles variaciones enlas propiedades del sustrato por el que se desplaza. Al mismo tiena- 
po es sensible a factores quimiotácticos que difunden por el medio circundante, favorecien- 
do u obstaculizando su avance. Estos comportamientos dependen de la maquinaria del 
citoesqueleto del interior del cono, corno ya se ha descrito en el Capítulo 16. En la membra- 
na del cono de crecimiento existen multitud de receptores que detectan las señales externas - 
y controlan el ensamblaje y desensamblaje de los filamentos de actina y otros componentes 
de la maquinaria de desplazamiento celular, gracias a la intervención de reguladores intra- 
celulares coro las GTPasas rmmonoméricas Riho y Rac. 
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El cono de crecimiento in vivo marca el rumbo de la neurita 
en desarrollo a lo largo de una vía perfectamente definida 


En los animales vivos, por lo general los conos de crecimiento viajan hacia sus dianas 
siguiendo unas rutas totalmente predecibles, Para encontrar su camáno, utilizan multitad 
de estrategias, pero para reptar slermpre requieren un sustrato de matriz extracelular o de 
superficie celular. A rnenudo el cono de crecimiento toma rutas que ban sido abiertas por 
otras neuritas, a las que siguen guiándose por contacto, Como resultado de ello, en el animal 
adulto normalmente las fibras nerviosas están agrupadas en haces paralelos compactos (la- 
mados fasciculos o tractos fibrilares). Parece que este desplazarniento reptante de los conos 
de crecimiento está mediado por moléculas de adhesión homofílicas, que son ghucopro- 
teínas de membrana que hacen que la célula se adbiera a otra que también tenga este 
mismo compuesto. Como se ha descrito en el Capítulo 19, dos de las clases neás iroportantes 
de estas moléculas son les que pertenecen a la saperferailia de las ineunoglobulinas (coro 
la N-CAMO y las de la farmília de las cadherinas que son dependientes de Ca?*, Generalmente 

nmiermbros de las dos fardi en la supe 64 nos de crecimiento, de 
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las de la glía del sistema nervioso central y las células musculares de la periferia del cuerpo. 
El genoma humano contiene más de 100 genes de cadherina y muchos de ellos se expresan 
en el cerebro (véase la Figura 19-68). Diferentes conjuntos de moléculas de adhesión célula- 
célula, actuando en combinaciones diversas, proporcionan un mecanismo de guía neuronal 
y reconocimiento selectivo, Los conos de crecimiento también migran pasando por encima 
de componentes de la matriz extracelular. Algunas moléculas de la matriz, como la lamini- 
na, favorecen la extensión del axón, mientras que otras, como los proteoglicanos de con- 
droitín sulfato, actúan en el sentido contrario. 

Los conos de crecimiento utilizan una sucesión de distintas estrategias de navegación 
en cada etapa de su viaje, de forma que la adhesión al sustrato no es lo único que importa. 
También desempeñan un papel importante los factores quimiotácticos secretados por las 
células que actúan como balizas en puntos estratégicos del camino atrayendo o repeliendo. 
La trayectoria de los axones comisurales, que son los que cruzan de ua lado a otro del cuer- 
po, proporcionan un ejemplo ilustrativo de cómo una combinación de señales puede especi- 
ficar un camino complejo. Los axones comisurales son característicos de todos los animales 
con simetría bilateral, porque los dos lados del cuerpo tienen que estar neurológicamente 
coordinados por el sistenma nervioso. Los gusanos, las moscas y los vertebrados utilizan me- 
canismos de guía muy relacionados. 

Por ejemplo, durante el desarrollo de la médula espinal de un vertebrado, un gran nú- 
mero de neuronas envían sus conos de crecimiento ventralmente hacia la placa basal, que es 
una banda de células especializadas que forma la línea media ventral del tubo neural (véase 
la Figura 22-100). Los conos de crecimiento atraviesan la placa basal y luego viran brusca- 
mente en ángulo recto, siguiendo un camino longitudinal hacia el cerebro, paralelo a la pla- 
ca basal, pero sin cruzarla (Figura 22-1024). La primera etapa del viaje depende del 
gradiente de concentración de la proteína netrína, secretada por las células de la placa basal: 
los conos de crecimiento cormisurales detectan que su canino va hacia la fuente de netrina. 
La netrina se purificó del embrión de pollo experimentando con extractos de tejido neuronal 
en cultivo en busca de alguna actividad que pudiera atraer los conos de crecimiento de les 
neuronas de la cornisura. Su secuencia reveló que se trata de un homólogo de una proteína 
ya conocida en C. elegans gracias a los cribajes genéticos de gusanos mutantes con axones 
descarriados; se llaman mutantes Une (ruacoordinated) porque se mueven de forma des- 
coordinada. Uno de los genes Unc, el Unc6, codifica el homólogo de la netrina. Otro, el 
Unc40, codifica su receptor transmembrana. Éste también tiene su homólogo en vertebra- 
dos lamado DCC, que se expresa en las neuronas comisurales y media su respuesta al gra- 
diente de netrina. 

La activación localizada de DCC por netrina leva a la apertura de una clase especializa- 
da de canales iónicos de la menbrana plasmática, Estos canales, llamados canales TRPC 
(Transient Receptor Potencial €; receptor potencial transitorio C), pertenecen a una gran fa- 
milia (TRP), que es la responsable de muchos otros procesos de transducción sensorial, des- 
dela sensación mecánica basta la percepción de frío o calor. Cuando los canales TRPC están 
abiertos, permiten que el Ca”* (y otros cationes) penetren en la célula. El aumento localiza- 
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Figura 22-102 Guía de los axones 
comisurales. (A) Vía que siguen los 

axones comisurales en la médula espinal 
embrionaña de un vertebrado. (B) Señales 
que los guían. Los conos de crecimiento son 
atraídos primera hacia la placa básica por la 
netrina, la cual es segregada por las células 
de la placa básica y actúa sobre el receptor 
DCC en la membrana axónica. Una vez 
cruzada la placa básica, los conos 

de crecimiento incrementan la expresión 

de Roundabout, el receptor de una proteína 
repelente, Slit, también segregada por la 
placa básica, Slit, unida a Roundabout no 
sólo actúa como repelente irmpidiendo que 
las células vuelvan a entrar a la placa básica, 
sino que también bloquea la respuesta a la 
atracción de la netrina. Al mismo tiempo, 

jos conos de crecimiento desencadenan la 
expresión de receptores para otra proteina 
repelente, la semaforina, que es segregada da 
por las células de las paredes laterales del 
tubo neural, Confinados entre dos territorios, 
una vez cruzada la línea media los conos de 
crecimiento viajan por un apretado fascículo 
hacia el cerebro. 


EL DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO 


do de Ca?* activa la maquinaría que extiende los filopodios y el desplazamiento del cono de 
crecimiento hacia la fuente de netrina. 

Los receptores del cono de crecimiento determinan la ruta que tornará: las neuronas no 
comisurales carecen de DCC, no son atraídas por la placa basal, mientras que las que expre- 
san un receptor netrina diferente (en los vertebrados es el llamado Unc5H, correspondiente 
al Unc5 de los gusanos) son activamente repelidas por la placa basal y entonces envían sus 
axones hacia la placa superior. 


Los conos de crecimiento pueden cambiar su sensibilidad 
mientras viajan 


Silos conos de crecimiento son atraídos porla placa basal ¿por qué la atraviesan y emergen 
al otro lado, en vez de quedarse en el territorio por el que sienten atracción? y habiéndola 
atravesado, ¿por qué nunca vuelven atrás? La respuesta más plausible la encontramos en 
otro grupo de rmoléculas, algunas de las cuales también han sido conservadas entre verte- 
brados e invertebrados. Los estudios de mutantes de Drosophila con axones comúsurales 
descoordinados identificaron tres de estas proteínas: Slit, Roundabout y Commmissureless. 

Slit, corno la netrina, se produce en las células de la línea media de la mosca en desa- 
rrollo, mientras que su receptor, Roundabout, se expresa en las neuronas comisurales. Slit 
actúa en Roundabout, con efecto opuesto al de la netrina: repele el crecimiento de los conos 
y bloquea la entrada al territorio de la línea media. Sin embargo, Commissureless interfiere 
en la liberación de Roundabout en la superficie celular, con lo cual inicialmente los conos de 
crecimiento son ciegos a esta señal de “no pasar”. Los conos comisurales de crecimiento pro- 
vistos de la proteína Conamissureless avanzan hacia la línea media; cuando la han atravesa- 
do, por alga mecanismo que todavía no entendemos se les cae la venda de los ojos respecto 
a Cormamissureless y empiezan a ser repelidos. Una vez en el otro lado, Roundabout es fun- 
cional en la superficie y, por lo tanto, tienen prohibido volver atrás. 

En los vertebrados actúa un mecanismo similar, en el que intervienen homólogos de 
Slit y de Roundabout. Inicialmente los conos de crecimiento comisurales son atraídos hacia 
la línea media, y la cruzan cuando cambian las proteínas de su superficie, es decir, cambian 
de sensibilidad: aumenta la repulsión por Slit (que se expresa en la placa basal) y por la ne- 
trina pierden sensibilidad a la atracción. En el primer acercamiento a la línea media, la sen- 
sibilidad a Slit no está bloqueada por ningún homólogo de Commissureless, sino por un 
miembro divergente de la familia de receptores Roundabout, llamado Rigl, que se encuen- 
tra en la membrana plasmática e interfiere en la recepción de la señal de otros componentes 
de su familia. El bloqueo de Rigl se desactiva por algún mecanismo desconocido cuando 
los conos ya han atravesado la línea media. La repulsión de la línea media impide que la 
vuelvan a cruzar. Al mismo tiempo, los conos ganan sensibilidad hacia otro grupo de seña- 
les de repulsión ejercidas por las proteínas llamadas semaforinas que impiden que regresen 
a las regiones de la médula espinal. Atrapados entre los dos grupos de señales repelentes, 


los conos no tienen Otra elección que viajar por un camino estrecho que va paralelo a la pla- - 


ca basal, pero sin posibilidad de volverla a cruzar (Figura 22-102B). 


Los tejidos diana liberan factores neurotrópicos que controlan 
el crecimiento y la supervivencia de las células nerviosas 


Cuando los conos de crecimiento llegan finalmente a la región diana tienen que detenerse 
y llevar a cabo la sinapsis. Ahora, las neuronas que han enviado sus axones ya pueden em- 
pezar a comunicarse con las células diana. Aunque por lo general las sinapsis transmiten 
señales en 1n solo sentido, es decir, del axón a una dendríta o aun músculo, durante el de- 
sarrollo estas señales pueden tener lugar en los dos sentidos. Las señales del tejido diana no só- 
lo regulan cuáles de los conos tienen que bacer sinapsis y dónde [como se analizará más 
adelante), sino también qué número de las neuronas que han inervado sobrevivirán. 


En los vertebrados la mayoría de los tipos de neuronas del sisteraa nervioso central y ' 


del periférico se producen en exceso; hasta un 50% o más mueren cuando han llegado a su 
diana incluso siendo perfectamente normales y sanas en el momento de su muerte. Por 
ejemplo, alrededor dela mitad de las neuronas motoras que envían sus axones a los múscu- 
los esqueléticos mueren a los pocos días de haber contactado con sus células musculares 
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Figura 22-103 Efectos del NGF sobre el crecimiento de la neurita. Fotomicrografías en carpo 
oscura de un ganglio simpático cultivado durante 48 horas en presencia (arriba) o ausencia 
labajo) de NGF. Las neuritas crecen a partir de las neuronas simpáticas sólo cuando en el medio 
hay NGF. Cada cultivo contiene también células de Schwann (glíales) que han migrado del 
gangho; a éstas no les afecta el NGF La supervivencia neuronal y el mantenimiento de los 
conos de crecimiento para la extensión de las neuritas representan dos efectos distintos de 
NGE El efecto sobre los conos de crecimiento es locál, directo, rápido e independiente de la 
comunicación con el soma celular, cuando se suprime NGF, los conos de crecimiento afectados 
paran su desplazamiento durante uno o dos minutos. El efecto del NGF sobre la supervivencia 
es más lento y está asociada con la captación de NGF por endocitosis y su transporte 
intracelular de retorno al soma celular. (Cortesía de Naomi Kleitman.) 


diana. Una proporción similar de las células sensoriales que inervan la piel mueren después 
de que sus conos de crecimiento ban llegado a ella. 

Parece que esta muerte de neuronas a gran escala refleja el resultado de una competencia. 
Cada tipo de célula diana libera una cantidad limitada del factor específico neurotrófico, que 
es necesario para que sobrevivan las neuronas que inervan esta diana. Aparentemente, las 
neuronas compiten por este factor y aquellas que no consiguen la cantidad suficiente, sufren 
una muerte programada. Si aumentamos la cantidad de tejido diana (p: ej., mediante un in- 
jerto de otra yema de extremidad a un lado del embrión) entonces sobreviven un mayor nú- 
mero de neuronas; si por el contrario, eliminamos la yema de extremidad, mueren todas las 
neuronas que la inervan. De esta forma, aunque los individuos difieran en sus proporciones 
corporales, siempre retienen el número adecuado de neuronas motoras paxa inervar todos 
sus músculos y el número adecuado de neuronas sensoriales para inervar toda la superficie 
del cuerpo. Esta estrategia de sobreproducción y muerte de las células sobrantes, que pare- 
ce un gasto inútil, se leva a cabo en casi todas las regiones del sistema nervioso. Proporciona 
la manera más sencilla y efectiva de ajustar las poblaciones de neuronas al volumen de teji- 
dos que requieren inervación. 

El primer factor neurotrófico que fue identificado sigue siendo el mejor caracterizado y 
simplemente se trata del factor de crecimiento nervioso o NGF (nerve growth factor), que es 
el miembro fundador de la familia de proteínas señal de las neurotrofinas. Este factor actúa 
favoreciendo la supervivencia de unas clases específicas de neuronas sensoriales que deri- 
van de la cresta neural y de las neuronas del simpático (una subclase de neuronas periféricas 
que controlan las contracciones de la musculatura lisa y la secreción de las glándulas exo- 
crinas). Los tejidos inervados por estas neuronas producen el factor NGE Cuando existe una 
sobreproducción de NGE sobreviven más neuronas sensoriales y simpáticas como si hubie- 
ra más tejido diana. Por el contrario, en un ratón con una mutación que inactiva el gen de 
NGF o su receptor (una tirosina quinasa transmembrana denominada TrkA) casi todas 
las neuronas simpáticas y sensoriales dependientes de NGF se pierden. Existen muchos 
factores neurotróficos pero sólo unos cuantos pertenecen a la familia de las neurotrofinas y 
actúan en diferentes combinaciones favoreciendo la supervivencia de diferentes clases de 
neuronas. b 

El NGF y otros factores relacionados tienen un papel adicional: además de actuar en 
toda la célula nerviosa controlando su supervivencia, regulan el crecimiento de los axones y 
las dendiritas (Figura 22-103). Incluso pueden actuar de forma local en una parte de las ra- 
mificaciones de la neurona y favorecer el crecimiento de las ramas individuales o cortarlas. 
Un cono de crecimiento expuesto a NGF muestra un incremento inmediato de motilidad, 
En el caso contrario, cuando se elimina el factor NGF de una rama del axón, ésta muere, aun- 
que el resto de la neurona continúe bañada en el factor 

La acción periférica del NGF continúa siendo importante después de la fase de muerte 
neuronal. Por ejemplo, en la piel controla la ramificación de las fbras nerviosas sensoriales, 
asegurando no solamente que toda la superficie del cuerpo esté inervada durante el desa- 
rrollo, sino también recuperando la inervación cuando la piel ha sufrido algún daño. 


La especificidad neuronal guía la formación de mapas neuronales 
ordenados Ñ 
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La proyección que va del ojo al cerebro constituye un ejemplo relevante al respecto. 
<TACC> Las neuronas de la retina que transmiten la información visual al cerebro se llaman. 
células ganglionares de la rerína. Hay más de un millón de estas células y cada una de ellas 
envía información sobre una parte diferente del campo visual. Sus axones convergen en la 
cabeza del nervio óptico, en la parte trasera del ojo, y viajan juntos por el tronco óptico hasta 
el cerebro. En muchos vertebrados, a diferencia de los mamiferos, el principal lugar de ter- 
múunación de todos ellos es el tecrum óptico (an ancho territorio celular dei cerebro medio). 
Los axones de la retina, al conectar con las neuronas del tectuam, se distribuyen formando un 
patrón predecible que concuerda con la ordenación de los cuerpos neuronales en la retina: 
las células ganglionares que son vecinas en la retina conectan con células diana que son 
vecinas en el tectum. La proyección ordenada da lugar a un mapa del espacio visual en el 
tecrurn (Figura 22-104). 

En muchas regiones del cerebro encontramos mapas de este tipo. Por ejemplo, en el sis- 
tema auditivo, las neuronas se proyectan desde el oido hasta el cerebro en un orden tonotó- 
pico, generando un mapa en el cual las células del cerebro que reciben información sobre 
sonidos de diferente frecuencia están ordenadas en una línea, como las teclas de un piano. 
Y en el sistema sensorial somático, las neuronas que transmiten la nformación de un mapa 
táctil a la corteza cerebral están ordenadas formando un “homúnculo” (una imagen bidi- 
mensional distorsionada de la superficie del cuerpo) (Figura 22-105), 

El mapa retinotópico del espacio visual en el tectum óptico es el mejor caracterizado de 
todos estos mapas. Pero, ¿cómo se construye? En principio, los conos de crecimiento podrían 
estar físicamente canalizados hacia diferentes destinos, como consecuencia de sus posicio- 
nes iniciales, igual que los conductores en una carretera de varios carriles donde está prohi- 
bido cambiar de carril. Esta posibilidad se examinó en el sistema visual en tun famoso 
experimento de la década de 1940. Cuando se corta el nervio óptico a una rana, se regenera. 
Los axones de la retina crecen hacia el tectum óptico restableciéndose la visión nermal. Si, 
además damos la vuelta al ojo en el momento de cortar el nervio, de forma que se coloquen 
las células ventrales de la retina en posición dorsal, la visión todavía se puede restaurar, aun- 
que con un defecto raro: el animal se comporta como si estuviese viendo el mundo boca 
abajo e invertido de forma lateral. Este fenómeno se debe a que las células de la retina mal 
colocadas realizan las conexiones que conesponderían a su posición original y no a la que 
realmente tienen. 


Parece ser, pues, que las células tienen un valor posicional (propiedades bioquímicas 
específicas) que es el registro de su posición original. Como resultado de ello, las células si- - ; ; 
tuadas a cada lado de la retina son intrínsecamente diferentes, al igual que las neuronas mo- 
toras de la médula espinal que se proyectan a músculos distintos. 


de la cabeza. (8) Microg e fuorescen 


Se han inyectado colorantes fuorescentes marcadores en cada ojo, rojo en la parte anteñor, ve 
oléculas marcadoras han sido captedas por las neuronas en la retína y transportadas a lo largo de siás axones, revelan 
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Esta no equivalencia entre las neuronas es lo que se ha denominado especificidad neu- 
ronal. Es esta característica intrínseca la que guía a los axones hacia sus lugares diana del 
tectum. Los axones los distinguen porque las células del tectarn también tienen marcas de 
posición. Por lc tanto, el mapa neuronal depende de la correspondencia entre dos sistemas 
de marcadores de posición, uno en la retina y ouro en el techun. 


Los axones de diferentes regiones de la retina responden de forma 
diferente a un gradiente de moléculas repelentes del tectum 


Los axones de la retina nasal (la región más próxima a la nariz) se proyectan hacia el tectum 
posterior, y los de la retina temporal (la región más alejada de la nariz), hacia el tectum ante- 
rior, mientras que en las regiones intermedias se proyectan hacia regiones intermedias del 
tectumn. Tanto los axones nasales como los temporales son selectivos cuando se cultivan 
sobre un tapiz de membranas del tectuza anterior o posterior (Figura 22-106). Los axones 
temporales mnuestran una notable preferencia por las membranas del tectum anterior, igual 
que in vivo, mientras que los nasales prefieren las membranas posteriores o no muestran 
ninguna preferencia (según la especie animal). La diferencia clave entre el techamn anterior y 
posterior estriba en un factor de repulsión del tectum posterior, al cual son sensibles los axo- 
nes de la zona temporal de la retina, pero no los de la zona nasal: si un cono toca la mern- 
brana del tectuna posterior, sus filopodios se debilitan y se retraen. 

Estudios in vitro basados en estos fenómenos han identificado algunas de las moléculas 
responsables. Parece que el factor de repulsión de la membrana del tectum posterior está 
formado, enteramente o en parte, por las proteínas efrínaA, un subgrupo de la familia de 
proteínas ligadas a GPI que actóan coroo ligandos de los receptores tirosina quinasa de la fa- 
milia EphA. En el ratón se expresan dos efrinas distintas que forman un gradiente en las cé- 
lulas del tectura, que va desde la parte anterior a la posterior. Las células anteriores no tienen 
efrina o muy poca, las del centro expresan efrina A2 y las del extremo posterior del tectum 
efrina A2 y efrína AS. De esta forma, se establece un gradiente de expresión de efrina a lo 
Jargo del tectuma. Al mismo tiempo, los axones que llegan expresan receptores Eph, también 
lo hacen en gradiente: los axones de la zona temporal expresan altos niveles de Eph, hacién- 
dolos sensibles a la repulsión por efrinaA, mientras que los axones de la zona nasal expresan 
bajos niveles de Eph. De modo sirnilar, a través del otro eje principal del tectum (el que va de 
la zona media a la lateral), se distribuye una expresión gradual de la proteína efrinaB y tarn- 


Figura 22-105 Mapa de la superficie 
corporal en el cerebro humano. La superficie 
del cuerpo se distribuye en un mapa de la 
región sormnatosensoral de la corteza 

cerebral mediante un sisterna ordenado 

de conexiones de células nerviosas, de tal 
manera que la información sensorial de 
regiones próximas corporales $8 conduce 
aregiones próximas en el cerebro. Este hecho 
comporta que el mapa del cerebro siga 
fielmente la topología de la superfide del 
cuerpo, incluso aunque diferentes regiones 
del cuerpo se representen amplificadas 

de modo diferente de acuerdo con la 
densidad de la inervación. El homúnculo 

[el “hombrecito” del cerebro) tiene labios 
grandes puesto que los labios son una amplia 
e importante fuente de inforrmación sensitiva. 
El mapa se ha determinado estimulando 
diferentes puntos en la corteza de pacientes 
conscientes durante una cirugía cerebral y 
registrando lo que éstos dicen sentir. (Según 
We. Penfield y T. Rasmussen, The Cerebral 
Cortex of Man. New York: Macrnillan, 1950.) 
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bién otro tipo de molécula señal, la Wnt3, con su correspondiente expresión gradual de re- 
ceptores EphB y Wnt a lo largo del eje dorsoventral de la retina. 

Este sistema de señales y receptores es suficiente para generar un mapa bidimensional 
ordenado, si asumimos el siguiente hecho, confirmado por experimentos in vivo: los axones 
de la retina interactúan y compiten entre sí por el temitorio del techun. Así, los axones de la 
zona temporal se restringen 2] tec anterior e impiden que lo hagan los de la zona nasal; 
en consecuencia, éstos se resuiagen al tecturn posterior. Entre los dos extremos se establece 
un equilibrio y se genera un mapa uniforme del eje temporonasal de la retina en cl eje ante- 
roposterior del tectum. 


Los patrones difusos de conexiones sinápticas se definen 
por remodelación activa 


En un animal normal, el mapa del tectum retiniano inicialmente es borroso e impreciso; el 
sisterna descrito de marcadores que se corresponden es suficiente para definir una disuibu- 
ción general del mapa, pero no lo suficiente como para especificar los detalles más preci- 
sos. Los estudios con ranas y peces muestran que cada axón de la retina primero se 
ramifica profusamente en el tectura, con un número elevado de sinapsis esparcidas por una 
gran área del techmm que se solapa con los territorios inervados pbr otros axones. A continua- 
ción, estos tenitorios se ajustan mediante una eliminación selectiva de sinapsis y retracción 
de las ramas de los axones. Todo este proceso se acompaña de la formación de nuevas 
ramificaciones que hacen que los axones desarrollen una disoibución más densa de las si- 
napsis en su territorio, 


parte esencial de esta remodelación y definición del mapa es la generación de un 
erxden espacial, en el cual batervcienen dos reglas de cormpetencia: (1) los axones de regiones 
alejadas de la retina, que denden a excitarse en diferentes momentos, complten para donai- 
nar el lermtorio del tectiun disponible, pero (2) los axones de lugares cercanos de la retina, 
que tienden a excitarse al mismo Hdempo, inervan regiones vecinas en el tecrurn, colabo- 
rando en el mantenámiento y refuerzo de sus sinapsis en células del tecuuaa corapartdas 
(Bgura 22-107). El mecanismo subyacente de estas dos reglas depende de la actividad eléc- 
trica y de la señalización en las sinapsis que se forman. Si todos los potenciales de acción se 
bloquean mediante una toxina ligada a los canales de Na”, se inhibe la remodelación sináp- 
tica y el mapa permanece impreciso. 

El fenómeno de la eliminación de las sinapsis dependiente de actividad está presente en 
casí todas las partes del sistema nervioso de los vertebrado 


en desarrollo. Primero, las si- 
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Figura 22-106 Selectividad de los axones 
retinianos creciendo sobre membranas de 
tectum, (A) Fotografía de una observación 
experimental, (8) Esquerna de cómo se 
produce este proceso. El sustrato de cultivo 
se ba recubierto de tiras alternadas 
preparadas a partir de membranas de tectum 
posterior (P) o a partir de membranas de 
tectum anterior (A). En la fotografía, las tiras 
del tectum anterios se visualizan utilizando 
un marcador Huorescente en los márgenes 
verticales laterales de la imagen. Los axones 
de las neuronas de la mitad temporal de la 
retina (que crecen desde la izquierda) siguen 
las tiras de las membranas del tectumn 
anterior evitando las mernbranas del tectum 
posterior, mientras que los axones de las 
neuronas de la mitad nasal de la retina 

(que crecen desde la derecha) lo hacen a la 
inversa. Por tanto, el tectumn anterior difiere 
del tectummn posterior y la retina nasal de 

la retina temporal; estas diferencias 
determinan el crecimiento selectivo de los 
axones. Estos experimentos han sido llevados 
acabo con células de embrión de pollo. 

(De Y. von Boxberg, 5. Deiss y U, Schwarz, 
Neucon 10:345-357, 1993. Con autorización 
de Elsevier) 
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napsis se forman en abundancia y se distribuyen por un araplio territorio diana, luego el sis- 
terna de conexiones sutre una eliminación selectiva y se rernodela mediante procesos com- 
peútivos que dependen de la actividad eléctrica y la señalización sináptica. Esta forma de 
eliminar sinapsis es distinta de la eliminación del exceso de neuronas por muerte celular y, 
adernás, ocurre después de finalizar el periodo normal de muerte celular. 

Gran parte de lo que se conoce sobre los mecanismos celulares de la formación y elimi- 
nación de sinapsis procede de experimentos sobre la inervación del músculo esquelético en 
embriones de vertebrados. El intercambio dual de señales entre los terminales de los axones 
y las células musculares controla la formación inicial de las sinapsis, En los lugares de con- 
tacto, los receptores de acetilcolina están agrupados en la membrana de la célula muscular, 
y el sistema que secreta este neurotransmisor se organiza en los terminales de los axones 
(tratado en el Capítulo 11)..41 principio, todas las células niusculares reciben sinapsis de va- 
rias neuronas, pero al final, cada una queda de ellas inervada por un solo axón, mediante wa 
proceso que dura un par de sernanas. La retracción depende de la comunicación sináptica: 
si se bloquea una transmisión mediante una toxina, que se une a los receptores de acetilco- 
lina de la membrana de la célula muscular, ésta retiene su inervación múltiple más allá del 
momento en que normalmente ya se habría eliminado. 

Experimentos realizados sobre el sistema ruscular esquelético y sobre el tectuxn reti- 
niano, sugieren que para el mantenimiento de las sinapsis no sólo es importante que baya 
más o menos actividad eléctrica gino tarobién su coordinación temporal. El hecho de que 
una sinapsis se refuerce o se debilite depende sobre todo de sila actividad de la célula presi- 
náptica está sincronizada con la de las otras células que realizan sinapsis enla misma diana, 
(y, par lo tanto, también sincronizada con la actividad de la misma diana. 

Éstos y otros hallazgos han sugerido una interpretación sencilla de las reglas de compe- 
tencia en la eliminación de las sinapsis en el sisteraa del tectunn retiniano (Figura 22-108). 
Los axones de las distintas partes de la retina compliren descargando en diferentes mornen- 
tos. Cada vez que uno descarga, se debilita la sinapsis de los otros que comparten la misma 
célula diana, hasta que uno de los axones queda solo al mando de esta célula. Por otro lado, 
los axones de las células vecinas de la retina tienden a descargar sincrónicamente: entorices 


no compiten, sino que mantienen las sinapsis con las células del tectum que comparten, 
creando un mapa ordenado muy preciso, en el cual las célidas vecinas de la retina se pro- 
yectan hacia lugares vecinos en el iectuna. 


Figura 22-107 Clarificación del mapa 
retínotectal mediante eliminación de 
sinapsis. En un principio, el mapa es difuso 
porque cada axón retimiano se ramifica 
ampliamente inervando una amplia región 
del tectum y solapando las regiones 
inervadas por otros axones retinianos, 
Entonces, el mapa se va refinando 
mediante la eliminación de sinapsis. 
Cuando dos axones procedentes de 
diferentes partes de la retina forman 
sinapsis en tina misria célula del tectum, 
compiten entre sí, eliminándose las 
conexiones de uno de los dos axones. 

Pero los axones de células que son vecinas 
en la retina cooperan y mantienen sus 
sinapsis en células communes del tectum, 
Así, cada axón retiniano termina por inervar 
un territorio reducido del tectum, adyacente 
y parcialmente solapada con el territorio 
inervado por axones de sitios vecinos 

de la vetina. 
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la actividad nerviosa facilita la organización del desarrollo de nuestro cerebro a la luz de la 
experiencia, 

En el cerebro de un mamífero, los axones que llevan información de ambos ojos están 
juntos en un estrato específico de la región visual del córtex cerebral. En esta zona se forman 
dos mapas solapados del campo visual externo: el que se percibe con el ojo derecho y el que se 
percibe con el ojo izquierdo. Aunque hay alguna evidencia de que existe una tendencia a 
segregar las informaciones que envía cada ojo, inchuso antes de que empiece la comunicación 
sináptica, una gran parte de los axones que Hevan información de los dos ojos, enlas primeras 
fases, realizan la sinapsis todos a la vez en células diana corticales compartidas. No obstante, 
el periodo de actividad termprana de señalización ocurre de forma espontánea y de forma in- 
dependiente en cada retina, inchuso antes de que empiece la visión; esto lleva a una segrega- 
ción clara de las informaciones de los ojos, creando en el córtex bandas de células que están 
gobernadas por las informaciones provenientes del ojo derecho alternando con bandas go- 
bernadas por las informaciones del ojo izquierdo (Figura 22-109), La regla de la descarga su- 
giere esta sencilla interpretación: dos axones que levan información de higares vecinos del 
ojo izquierdo por lo general descargan simultáneamente y, por lo tanto, conectan al mismo 
tiernpo, igual que lo hacen los axones de lugares vecinos del ojo derecho; pero un axón del ojo 
derecho y otro del izquierdo en pocas ocasiones descargan ala vez, sino que compiten. Como 
es lógico, si se detiene la actividad de ambos ojos, mediante drogas que bloqueen los poten- 
ciales de acción o de transmisión de las sinapsis, la información no sesegrega correctamente, 

El mantenimiento del parón de conexiones es exmraordinariamente sensible a las pri- 
meras experiencias de la vida. Si durante cierto periodo crítico (que se acaba hacia los 5 años 
en humanos) se mantiene un ojo tapado durante un tiempo, privándolo de estimación vi- 
sual, mientras que el otro ojo recibe la estunulación normal, el ojo privado de estímulos pier- 
de casi por completo sus conexiones sinápticas con el córtex, de forma que se vuelve casi 
ireversiblernerdte ciego. Según predice la regla de la descarga, ha tenido bugarima compe- 
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Figura 22-108 Modificación sináptica y su 
dependencia de la actividad eléctrica. 
Experimentos realizados en diferentes 
sisternas demuestran que las sinapsÍs se 
refuerzan o debilitan por actividad eléctrica 
de acuerdo con el principio que se muestra 
en el diagrama. Parece que el principio básico 
consiste en que cada excitación de una célula 
diana tiende a debilitar las sinapsis en las que 
el axón presináptico terminal haya estado 
silenciado, pero tiende a reforzar las sinapsis 
en las que el axón presináptico terminal haya 
estado activo. Como resultado de ello, 
“neuronas que se activan juntas, permanecen 
juntas” Una sinapsis que ha sido debilitada 
con frecuencia y que ha sido reforzada muy 
pocas veces, finalmente es eliminada por 
completo, 


Figura 22-109 Franjas de dominancia 
ecular en la corteza visual de un cerebro 
de mono y su sensibilidad a la experiencia 
visual, (A) Normalmente, las franjas de células 
corticales regidas por el ojo derecho se 
alternan con franjas, de igual grosor, regidas 
por el ojo izquierdo. En este caso, las franjas 
se han revelado inyectando tuna molécula 
trazadora radiactiva en un ojo, dando tienpo 
para que este trazador se transporte a la 
corteza visual y detectando allí la 
radiactividad por autorradiografía en 
secciones paralelas ala superficie cortical, 
(8) Sin ojo se mantiene cubierto durante el 
peñado crítico de desarrollo y, portanto, se 
le priva de experiencia visual, sus franjas se 
encogen y las del ojo activo se expanden. 
De esta forma, el ojo de luz privado pierde 
¡totalmente su pod 
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tencia por la cual las sinapsis realizadas por los axones inactivos son eliminadas, mientras 
que las de los axones activos se consolidan. De esta forma, el territorio cortical se destina a 
los axones que transmiten información y no se desaprovecba con los que están inactivos. 

En el establecimiento de las conexiones nerviosas que nos proporcionan el sentido de la 
vista, no sólo es importante la canúdad de estimulación visual, sino también su coordina- 
ción temporal. Por ejemplo, la capacidad de ver en profundidad (a visión estereoscópica) 
depende de células de otras capas del córtex visual, que reciben la información procedente 
de ambos ojos a la vez sobre una misma parte del campo visual, observada desde dos ángulos 
Ligeramente distintos. Estas células que reciben la información de forma binocular, nos per- 
miten comparar la visión del ojo derecho con la del ojo izquierdo para poder derivar infor- 
mación sobre las distancias relativas de los objetos. Sin embargo, si durante el periodo crítico 
se impide que los dos ojos vean la misma escena al mismo tiempo (p. ej., cubriendo prirmme- 
ro un ojo y luego el otro en días alternos, o simplemente como consecuencia de tener un ojo 
bizco durante la infancia) no se retiene casi ninguna célula binocular en el córtex y se pierde 
de forma irremisible la capacidad de visión estereoscópica. Como es evidente de acuerdo 
con la ley de la descarga, la información de cada ojo que llega a una neurona binocular sólo 
se mantiene si las dos entradas son activadas con frecuencia a descargar sincrónicamente, 
como ocurre cuando los dos ojos miran la misma escena. 


Posiblemente la memoria del adulto y la remodelación sináptica 
en el desarrollo dependen de mecanismos similares 


En el Capítulo 11 se explicó que por lo menos en algunas partes del cerebro adulto, sobre todo 
en el hipocampo, los cambios sinápticos subyacentes de la mernoria dependen directamente 
del comportamiento de un tipo particular de receptor para el neurotransmisor glutamato, el 
NMDA. Los jones Ca?* que penetran en la célula postsináptica a través de los canales abiertos 
por este receptor desencadenan cambios duraderos en la fuerza de las sinapsis sobre esta cé- 
lula, que afectan tanto a las estructuras presinápticas como las postsinápiicas. En el cerebro 
adulto, los carnbios inducidos per el mecanismo dependiente de MMDA obedecen reglas muy 
parecidas a la de la descarga: los acontecimientos del mundo exterior que hacen que dos neu- 
ronas se activen al mismo tiempo, o en una sucesión rápida, favorecen la formación o el 
fortalecimiento de las sinapsis entre ellas. Esta circunstancia, llamada regía de Hebb, se ha con- 
siderado como el principio fundamental que subyace a todo aprendizaje asociativo. 

¿Entonces, es posible que, tanto el aprendizaje adulto como las formas más drásticas 
de plasticidad sináptica que observamos en el desarrollo, dependan de la misma maquina- 
ría de ajuste sináptico? Existen muchos indicios de que esto es así. Por ejermplo, los inhibi- 
dores que bloquean de forma específica la achvación del receptor NMDA interfieren en el 
perfeccionamiento y la remodelación de las conexiones sinápticas en el sistema visual en 
desarrollo. Tanto en el adulto como en el animal en desarrolio las alteraciones en la fuerza de 
las conexiones sinápticas corresponden a cambios en la estructura física. Sin embargo, la 
escala de estos cambios físicos es muy diferente. En el organismo en desarrollo, normal- 
mente la actividad eléctrica regula la extensión y la regresión de grandes ramas de los árbo- 
les de dendritas y axones. Pero en el cerebro adulto, por lo general los ajustes estructurales 
que fenen lugar como respuesta a la actividad ruestran una localización mucho más pre- 
cisa y afectan al tamaño de las espinas de las dendritas individuales; las espinas son protu- 
berancias de forma redondeada que miden apenas algunos micrómetros de largo y es donde 
las dendritas reciben las sinapsis individuales (Figura 22-110). Parece que los iones Ca?* que 
entran en la espina a través de los canales de NMDA pueden hacer que esta espina remodele 
su citoesqueleto de actinas, como respuesta a la excitación de la sinapsis. Pero todavía tene- 
mos mucho que aprender sobre el mecanismo de estos cambios y su relación con el apren- 
dizaje y la memoria. Las bases moleculares del proceso de la remodelación sináptica, a 
través de la cual nuestra experiencia moldea el cerebro, es todavía uno de los retos principa- 
les que el sisterna nervioso presenta a la biología celular. 


Resumen 


El desarrollo del sistema nervioso se realiza en tres fases: primero se generan las células nerviosas 
mediante divisiones celulares; después, una vez han cesado de dividirse, envían axones y dendritas 
para formar un gran número de sinapsis con células muy elejadas, iniciándose así la comunica- 
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ción; por último, se perfecciona el sistema de conexiones sinápticas y se remodela de acuerdo con el 
pairón de actividad eléctrica de la red nerviosa. 

Las neuronas y las células de la glía que siempre las acompañan, se generan a partir de precur- 
sores ectodérmicos; aquellas que nacen en diferentes lugares y momentos expresan distintos grupos 
de genes, que ayudarán a determinar qué conexiones se formarán. Los axones y las dendritas crecen 
mediante los conos de crecimiento, que siguen rutas específicas marcadas por señales que van apa- 
reciendo a lo largo de todo el camino. Estructuras como la placa basal de la médula espinal embrio- 
naria secretan quimicatrayentes y quimiorepelentes, a los cuales responden de forma distinta los 
conos de crecimiento de las diferentes clases de neuronas. Cuando tegan al área diana, los axones 
terminan selectivamente en un grupo de células accesibles y se establecen mapas neuronales en mu- 
chas partes del sistema. Los mapas son proyecciones ordenadas de un conjunto de neuronas en otro. 
En el sisterna del tectum retiníano, el mapa se basa en la correspondencia de sistemas complernen- 
tarios de marcadores de posición de la superficie celular (efrinas y receptores Eph) que se encuentran 
en los dos grupos de celulas. Ñ 

Cuando los conos de crecimiento han legado a ss dianas y se han formado las conexiones ini- 
ciales, tienen Lugar dos tipos de ajustes principales. Primero, muchas neuronas mueren como re- 
sultado de una competencia por factores de supervivencia corno el NGF (factor de crecimiento 
nervioso), secretado por el tejida diana. Esta muerte celular ajusta la cantidad de inervación según 
el tamaño de la diana. Segundo, las sinapsis individuales se seleccionan y eliminan en algunos 
lugares y se refuerzan en otros, con lo cual se genera un patrón ordenado de conexiones muy preciso. 
Este último proceso depende de la acrividad eléctrica: las sinapsis que se activan con frecuencia se re- 
fuerzan; las diferentes neuronas que contactan con la misma célula diana tienden a mantener sus 
sinapsis en la diana compartida sólo si son activados de forma frecuente y simultánea. De esta ma- 
nera, la estrscrura del cerebro se ajusta reflejando las conexiones entre los acontecimientos del mur- 
do exterior El mecanismo molecular subyacente a esta plasticidad sináptica podría ser similar al 
que es responsable de la formación de los recuerdos en el adulto. 


EL DESARROLLO DE LAS PLANTAS 


Las plantas y los animales están separados aproximadamente por 1500 millones de años 
de historia evolutiva. Su organización phuricehilar ha evolucionado de forma independiente 
pero utilizando el mismo conjunto de herramientas inicial: los genes heredados de su an- 
cestro común, un eucariota unicelular La mayor parte de las diferencias en sus estrategias 
de desarrollo surgen de dos peculiaridades básicas de las plantas. La primera es que éstas 
obtienen la energía de la luz. solar y no a través de la ingesta de otros organismos. Este hecho 
implica un esquema corporal distinto del de los animales. La segunda es que sus células es- 
tán encajadas en paredes celulares sembrigidas y cementadas entre sí de tal forma que no 
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Figura 22-110 Crecimiento de espinas 
dendríticas en respuesta a Ía estimulación 
sináptica. (A) Neuronas en una sección de un 
tejido vivo procedente del hipocampo de 

un ratón joven. Las células se han marcado 
por la expresión de la proteína fuorescente 
verde y se han observado mediante un 
microscopio confocal, que permite observar 
aalta resolución las dendrizas individuales, 
(8) Las dos figuras de la derecha riuestran 
imágenes procesadas de una pequeña zona 
de la figura principal, correspondiente a 
dendritas. Estas dendritas están recubiertas 
de pequeñas espinas sinápticas, que son los 
lugares donde se forman las sinapsis. En 
efecto, impulsos repetidos de estimulación 
sináptica, generados por un microelectrodo 
cercana, producen a los 30 minutos la 
formación de nuevas espinas. El descenso de 
la frecuencia de la estimulación tiene efectos 
opuestos y causa la regresión de algunas 
espinas. (De UV. Nágerl, N. Eberhom, 

5.8, Cambridge y Y. Bonhoeffer, Neuron 
44:759-767, 2004. Con permiso de Elsevier) 
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pueden desplazarse como lo hacen las células animales. Estas características implican una 
seríe de mecanismos que dan forma al cuerpo y diferentes procesos de desarrollo que les 
permitan adaptarse a 1 entorno cambiante. 

El desarrollo animal está muy protegido de los cambios ambientales y el embrión gene- 
rala misma estructura corporal no afectada por las condiciones externas, Por el contrario, el 
desarrollo de la mayoría de las plantas está fuertemente influenciado porel entorno. Debido 
a que no pueden adaptarse al medio desplazándose de un lugar a otro, las plantas lo hacen 
alterando el curso de su desarrollo. Su estrategia es oporauista. Un tipo determinado de Óx- 
gano fp. ej., una hoja, una flor o una raíz) se puede generar a partir del kuevo fecundado de 
muchas maneras distintas, según las condiciones ambientales. Una hoja de begonia encabi- 
lada en el suelo puede producir ima raíz, la raíz puede hacer brotar un tallo y el tallo puede 
dar hojas y fores bajo luz solar. 

Normalmente una planta madura está constítuida por muchas copias de un pequeño 
grupo de módulos estandarizados, tal corno se describe en la Figura 22-111, Las posiciones 
que ocupan estos módulos y el momento en que se generan, están muy influenciados por el 
ambiente, becho que implica que la estructura de la planta sea variable. La elección de mó- 
dulos alternativos y su organización en el conjunto de la planta dependen de condiciones 
externas y de señales hormonales de largo alcance, que en el control del desarrollo de los 
animales desermpeñan un papel mucho más secundario. 

Pero aunque la estructura global de una planta (el patrón de las raíces o de las ramas, el 
número de hojas o de frutos) sea altamente variable, la organización detallada a pequeña 
escala no lo es. Una hoja, una for o un embrión termprano están tan perfectamente especi- 
ficados como cualquier órgano de un animal y poses una estructura determinada, en con- 
traposición con el modelo indeterminado de rarnificación y crecimiento de la planta en su 
conjunto. La organización interna de un módulo vegetal plantea en esencia los mismos pro- 
blemas de control genético de formación del patrón que en el caso del desarrollo animal, y se 
solucionan de nodo análogo. En esta sección nos centraremos en los mecanismos celulares 
del desarrollo de las plantas con flores y se examinarán tanto las diferencias como las sinili- 
tudes con los animales. 


Arabidopsis se utiliza como organismo modelo 
para la genética molecular de las plantas 


Las plantas con Jores, a pesar de su asombrosa variedad, son de origen relativamente re- 
ciente. Los ejernplares fósiles más primitivos datan de 130 millones de años, mientras que 
los de los animales vertebrados datan de 350 millones de años o más. Sin embargo, a pesar 
detanta diversidad morfológica existen alto grado de similitud en los mecanismos mole- 
culares. Coro veremos, un pequeño carnbio genético es capaz de transformar la estructura 
de la planta a gran escala; del mismo modo que la fisiología vegetal permite la superviven- 
cía en na amplia variedad de ambientes, también bace posible que sobrevivan muchas 
aras distintas. Una mutación que produzca un anibal de dos cabezas por 


formas de estra 
lo general es letal, mientras que una que doble el número de lores o de ramas, en general 


no lo es. 
Para identificar los genes que 


1el desarrollo y descubrir cómo funcionan, los biélo- 
gos vegetales han elegido como organismo modelo, una pequeña planta herbácea, la crí- 
cifera Arabidopsis thaliana (Pigaxa 22-112). Á semejanza de Drosophila o de Caenorhabdits 
elegans, es pequeña, de reproducción rápida y adecuada paralos estudios genéticos. 5e pue- 
de cultivar en grandes cantidades en cápsulas de Petri o en pequeñas macetas; cada planta 
produce cientos de semillas en cuestión de Ba 10 seraanas. Junto con €. elegans, ene una 
ventaja significativa sobre Drosophila o los vertebrados desde el punto de vista genético: 
igual que muchas plantas con fores, se puede reproducir coro un hermafrodita, ya que una 
misma for produce óvulos y también los garcetos masculinos que pueden fecundardos. Por 
lo tanto, cuendo se autofecunda una or que es beterocigota para una mutación letal rece- 
siva, tna cuarta parte de sus serillas presentarán el fenotipo erabrio o homorigoto. Esto 


a 


Figura 22-112 Arabidopsis thaliana. Esta pequeña planta es un miembro de la falla de 
mostaza lo craciferas) (ves nórnico 
pero de gran valor para los « : FLA 2 
CA Somepnálle, Trends Genet, 128993, 1986, Con auñorización 


ná meristermo apical 


dl yerna axilar 


internudo 
(tallo) 


Figura 22-111 Un ejemplo sencillo de 
construcción modular de las plantas. 
Cada módulo (mostrado en diferentes 
tonos de verde) está formado por un tallo, 
una hoja y una yema que contiene un centro 
de crecimiento potencial o meristemo. 

La yema se forma en un punto de 
ramificación, o nudo, donde la hoja 
divenge del tallo. Los módulos aparecen 
secuencialmente a partir de la actividad 
continua del meristerno apical, 


AS 


15 ma 
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. sernilla pena sector mutante la autofecundación silicuas con semitlas procedentes de: 


mutada ea de células de flores individuales 


en el meristemno produce una un sector mutante 


un sector na Pano 


generación Fy 
de semillas 


ARE 
e 


25% m/m 50% mé+ 25% de 


100% +f4 


Figura 22-113 Producción de mutantes en Arabidopsis. Una semilla, que contiene un embrión pluricelular, se trata 
con un mutágeno químico y se le deja crecer hasta transformarse en una planta. Por lo general esta planta será un 
mosaico de clones de células portadoras de diferentes mutaciones inducidas, Normalmente, cada una de las flores 
producidas por esta planta está compuesta por células que pertenecen al mismo clon, todas ellas portadoras de la 
misma mutación, m, en la forma heterozigota (m/+). La autofecundación de flores individuales por su propio polen da 
como resultado silicuas con semillas, cada una de las cuales contiene una familia de embriones de cuyos miembros 
aproximadamente la mitad serán heterozigotos (m/+), una cuarta parte serán hamozigotos mutantes (m/m) y la otra 
cuarta parte será homozigotos salvajes (4/4). A menudo, la rnutación tendrá un efecto letal recesivo, como aquí se 
indica por la falta de raíz en la plántula m/m. En este caso, estas mutantes se mantienen a partir de los heterozigotos: 
se producirán silicuas con semillas (generación Fa) conteniendo todas ellas una riezcla de sernillas 4/4, m/+ y m/m. 


facilita el cribado genético (Figura 22-113) y la obtención de un catálogo delos genes que se 
necesitan para procesos de desarrollo específicos. 


El genoma de Arabidopsis es rico en genes de control del desarrollo 


Arabidopsís tiene uno de los genomas vegetales más pequeños: 125 millones de pares de 
nucleótidos que equivalen al tamaño del genoma de €. elegans y Drosophila, Enla acmualidad 
se conoce que la secuencia completa de su DNA contiene cerca de 26.000 genes. Sin embargo, 
este número inchaye muchos duplicados generados E laa qu hecho, el número de 


q de da menta: Ae anar dae amara 
pos dístinios de proteínas cn lérminos 


rrollado técnicas de cultivo celular y transformación genética asta corno grandes baucos de se- 
millas con inutaciones producidas por inserciones al azar de elementos genéticos 
desplazables, de forma que se pueden obteger plantes con mutaciones en cualquier gen que 
se elija Tenemos a Nuestro alcance herramientas poderosas para analizar las funciones gené- 
ticas. Aunque hasta abora sólo se ha caracterizado una pequeña fracción de los genes, es po- 
sible asignar las funciones a muchos de ellos (unos 18.000), en base a las semejanzas en las 
secuencias de genes bieo caracterizados, tanto en Arabidopsis Cono en Otros Organismos. 

El genoma de Arabidopsis es aún más rico que los de los animales pluricelhulares en 
genes que codifican proteínas reguladoras (Tabla 22-2). Algunas de las grandes Familias de 
proteínas reguladoras animales (como la Myb, de proteínas que se unen al DMA) están ara- 
pliammente representadas, mientras que parece que otras (como los receptores hormonales 

cleares) están ausentes por conapleto. En dos vegetales también encontramos grandes Pa- 
nilias de proteínas reguladoras que no tienen homólogos en los animales. 

Las proteínas que tieneo homólogos tanto en plantas coro en animales (coro las pro- 
teínas hormeodominio), lenea uy el en común con respecto alos genes que regulan o 
los Úpos de decisiones del dl aroilo que controlan, y exéste emy poca conservación de la se- 


cuencia proteica fuera de los dominios que se unen al DNA. 
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Tabla 22-2 Algunas de las familias principales de proteínas reguladoras de genes en Arabidopsis, Drosophila, E elegans 
y enla levadura Saccharomyces cerevisiae 


BOTS E E 


TAN eS EZ 


Myb ; 
AP2/EREBP (proteína de unión al elemento 144 o 0 0 
de respuesta a Apetala2/etileno) - 

bHLH (hélice-lazo-hélice básica) 139 46 25 8 
NAC 109 Ñ o D 16) 
C2H2 (dedo de Zn) 105 291 139 53 
Homeobox 89 103 84 El 
Caja MADS 82 a 2 2 4 
bZIP 81 21 25 2 
WRKY (dedo de Zn) 72 o 0 0) 
GARP 56 0 O. ú 
C2C2 (dedo de Zn) /GATA 104 ] 6 9 10. 
Receptor hormanal nuclear o 21 25. 0 . 
C6 (dedo de Zn) 0 0 0 j 52 
Total estimado (incluyendo muchos 1533 . 635 669 209 


de los no listados arriba) 
% de genes en el genoma 5,9 45 3,5 : Eh 


La tabla Únicamente recoge las familias que al menos tienen 50 miembros por lo menos en un organismo, (Datos de J.L Riechrnann et al, 
Science 290:2105-2110, 2000. Con autorización de AAAS,) 


Arabidopsis se parece a los anirnales pluricelulares en el hecho de que posee muchos 
genes para la comunicación celular y la transducción de señales (1900 genes de los 18.000 
clasificados), pero los detalles específicos de estos genes son muy distintos, como se ha des- 
crito en el Capítulo 15. Los mecanismos de señalización Wnt, Hedgehog, Notch y TGEB están 
ausentes en Arabidopsis. En compensación, en las plantas se han desarrollado otras vías pe- 
culiares. Los receptores celulares de superficie de la clase tirosina quinasa parece que están 
completamente ausentes, aunque sí que encontramos muchos de los componentes de vías 
de señalización dependientes de estos receptores. Por el contrario, son muy abundantes los 
receptores de la clase serina/treonína quinasa, pero no actúan a través del mismo sistema de 
mensajeros intracelulares que los correspondientes receptores de los animales. Grandes 
grupos de genes se dedican a los procesos de desarrollo que son de especial importancia en - 
las plantas: por ejemplo, más de 1000 son para la síntesis y remodelación de la pared celular, 
y más de 100 para detectar la luz y responder a ella. 

A continuación, se examinará cómo se utilizan los genes de la planta para controlar su 
desarrollo. 


El desarrollo embrionario empieza estableciendo el eje raíz-tallo 
y luego se detiene dentro de la semilla 


La estrategia básica de la reproducción de las plantas con Hores se resume brevemente en el a 
Panel 221. El huevo fecundado o cigoto de una planta superior erapieza dividiéndose de E 
forma asiraétrica, con lo que se establece la polaridad del funaro embrión. Un producto de 
esta división es una célula pequeña con un citoplasma denso, que se convertirá en el em- 
brión propiamente dicho. El otro producto es uma célula grande, vacuolada, que sigue 
dividiéndose y forma una estructura amada Rhaustorio a suspensor, que de alguna forma. 
podría coropararse con el cordón umbilical de los mamiferos. El suspensor conecta el em- 
brión con el tejido nutricio y proporciona una vía de transporte de nutrientes. 

Durante la siguiente etapa del desarrollo, la célula erabrionaria diploide prolífera hasta 
formar una esfera celular que adquiere con rapidez una estructura polarizada. Corprende 
dos grupos clave de cétulas que proliferar: una en el extremo del suspensor del embrión, que 
colabora con la cétula superior de éste en la producción de la raíz, y otra en el extremo Opues- 
to, que generará el tallo (Figura 22-144). De esta forma se establece el eje principal rafíz-tallo, 
que es análogo al eje cabeza-cola de los animales. Al máseno tiempo se empiezan a distinguir 


a 


Pétalo: estructura distintiva a modo de hoja, habitualmente de 
Las Hores, que contienen las células reproductoras de las colores vivos, que facilita la polinización, por ejemplo mediante 
plantas superiores, derivan de los meristemos vegetativos la atracción de insectos. Su conjunto constituye la corola. 
apicales del vástago, donde completan su crecimiento j 
vegetativo. Factores ambientales, a menudo los ritmos ¿Estembre: órgano que contiene cálulas 
de duración del día y la temperatura, desencadenan el E que experimentan meiosis y forman granos 
cambio desde el desarrollo vegetativo al desarrollo de polen haploide, cada uno de los cuales 
floral De este modo, en el desarrolio de la planta contiene dos células espermáticas 
las células germinales aparecen tardiamente a A : E masculinas. Transierido a un estigma, grano. 
partir de células somáticas en vez de a partir A A E el polen germina, y el tubo polínico de polen 
de una línea celular germinal, como en los E libera dos espermatozoides no 


animales. =E ) móviles al ovario. cédulas 
z z E espermáticas 


: Carpelo: órgano que contiene uno 
ówios WEA ES E s o más ovarios, cada uno de los cuales 
enel AE E contiene óvulos, Cada óvulo alberga 
ovario y + células que experimentan melosis y 

: z forma un saco embrionario que contiene 
la célula huevo femenina. En la fecundación, 
una célula espermática se fusiona con la célula huevo 
, formando el futuro embrión diploide, mientras que el 
carpelo ; He otro se fusiona con dos células del saco embrionario 


Y fioral joven ] OS formando el tejido triploide del endospermo. 


La estructura de la flor es a la vez variada y específica de la especie ASépalo: estructura a modo de hoja que forma una 
pero generalmente comprende cuatro grupos de estructuras distribuidas de forma — cubierta protectora durante el desarrollo temprano 
concéntrica cada una de las cuales se pueden considerar hojas modificadas. de la flor, el cáliz. 


núcleo 
del tubo 


pétalo polínico 


estambre 


Una semilla contiene Un - z 

embrión latente, una reserva 5 > E HA) S dd meristemo apical - 
nutricional y una cubierta. Ez ps o en caulnar 

Al final de su desarrollo, 15] 

el contenido acuoso de la 

semilla puede descender huevo 

del 90% al 5%. Mormalmente $ fecundado 

la semilla está protegida en E 

un fruto cuyos tejidos son 

de origen materno. 


£t huevo fecundado en el ovario crecerá formando un 
ermbrión, utilizando los nutrientes transportados desde 
el endospermo por el suspensor. Una serie compleja 
de divisiones celulares, ilustradas aquí para una hierba > 
común denominada bolsa de pastor, produce un embrión ; meristemo 
con un meristemo apical radicular, un rmeristemo apical apical -— 
catlinar y una (rmonocotiledóneas) o dos (dicotiledóneas) radicular 
hojas de la semilla, los cotiledones. : 
El desarrollo se detiene en este estadio; el óvulo, 
que contiene el embrión, se transtorma en una semilla, E) de la sernilla 
adaptada para la supervivencia y la dispersión. — (cotiledones) 


z EZ = 2z : E E IR E 
E E 
> => : A A AA A 


A =eE 
GERMINACIÓN 


Ps 


suspensor 


Para que el embrión reinicie su crecimiento la semilla tiene 

que germinar, un proceso que depende tanto de factores | 

internos (latencia) corno de factores armmbientales como el germinación de 

agua, la temperatura y el oxigeno. Las reservas nutricionales la judía de jardin 

para la fase temprana de germinación deben estar o en el 

endospermo (maiz) o en los cotiledones (guisante y judia) primeras 
Por lo general, la ralz primera es la primera en emerger hojas — 

de la semilla, asegurando un suministro temprano de agua "del follajef 

para la plántula. El cotiledóntes) aparece por encima del 

suelo, como en la judía de jardín que se muestra, En ; S e 

o permanece enterrado, como en los quisantes. En ambos cubierta : - cotiledón 

casos dos cotiledones finalmente se mardhitan. de la semilla A marchita 
Entonces, el meristemo apical puede desarrollar su , ¿ 

capacidad para un crecimiento continuo y produce 

un patrón típico de nodos, internodos y yemas 

(véase Figura 22-106). 


raices laterales 
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embrión 
alobular 
cotiledón 
. primordio 
suspensor del brote 
primordio 
de la ralz 


las futuras células epidérmicas, que forman la capa más externa del embrión, así como las fu- 
turas células del parénquima, que ocupan la mayor parte del interior, y las faturas células del 


tejido vascular, que formarán el núcleo central (Panel 222), Estos tres grupos de células se - 


pueden comparar con las tres hojas embrionarias del embrión animal. Un poco más tarde, el 
rudimento del tallo empieza a producir las hojas embrionarias de la semilla o coriledones (una 
en las monocotiledóneas y dos en las dicotiledóneas). Normalmente el desarrollo se detiene 
poco después de esta etapa y el embrión se empaqueta en una semilla (con tuna cubierta for- 
mada por tejidos de la planta madre), que es una estructura especializada en la dispersión y 
la supervivencia en condiciones adversas. El embrión en forma de sernilla se estabiliza por 
deshidratación y puede permanecer latente durante largo tiempo, incluso cientos de años, 
Cuando se rehidrata, la semilla germina y prosigue el desarrollo exabrionario. 


En Arabidopsis se pueden utilizar cribajes genéticos como en Drosophila o C. elegans para - 


identificar los genes que gobiernan la organización del embrión y agruparlos en categorías 
según sus fenotipos mutantes homocigotos, Algunos de ellos son necesarios para la formación 
de la rafz de la plántula, el tallo o el ápice con los cotiledones. Otra clase de genes son los que se 
requieren en la formación de los tres tipos principales de tejidos: la epiderrnis, el parénqui- 
ma y el tejido vascular. Todavía existe otra clase de genes que son los que organizan los cara- 
bios de forma celular que darán al exabrión y a la planta su forma alargada (Pigura 22-115). 


(2) fora 


paja mostrar su tejido y 
autorización de Macroill 


Figura 22-115 Plántiulas mutantes de Arabidopsis. Una plártala normal (A) ex comparación con 
cuatro tipos de mutantes (8-0) defectuosos en diferentes partes de 34 patrón apical-basak (B) carece de 
estracturas apicales; (() úene un ápice y una rafz pero carece de tallo entre ellos; (0) carece de ralz, y 

a tejidos del tallo pero es defectuosa en ambos extremos, Las plármulas an “vansparented 


emodtrama pálida). (De Ll. Mayer et al, Natare 353:402-407, 1991, Con 


Figura 22-114 Dos estadios de la 
embriogénesis de Arabidopsis thaliana. 
(De €. Hirgens et al, Development [Suppl] 
1:27-38, 1991. Con autorización de 

The Company of Bialogists.) 
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Las partes de la planta se generan secuencialmente 
por meristemos 


De forma general, el embrión de un insecto o de un vertebrado no es más que un modelo ru- 
dimentario en miniatura de lo que será el futuro organismo; los detalles de su estructura cor- 
poral se van incorporando a medida que crece. El embrión de una planta se convierte en 
adulto de un modo distinto: las partes de la planta adulta se generan de forma secuencial 
por grupos de células que proliferan dando lugar a estructuras adicionales en la periferia 
de la planta, Estos grupos de células tan importantes se llaman meristemos apicales (véase 
la Figura 22-111). Cada meristemo consiste en una población autorrenovable de células ma- 
dre. A medida que van dividiéndose van dejando un rastro de células descendientes que son 
desplazadas de la región meristernática, crecen y finalmente se diferencian. Aunque los me- 
ristemos apicales de la raíz y del tallo generan todas las variedades básicas de células que se 
necesitan para formar hojas, raíces y tallos, muchas células que se encuentran fuera de los 
meristemos tarabién conservan la capacidad de proliferar y el potencial meristemático. De 
esta forma, por ejernplo los árboles y otras plantas perennes son capaces de aumentar el 
grosor de sus tallos y raíces año tras año y pueden producir nuevos tallos a partir de regiones 
durmientes cuando la planta sufre algún daño. 

Los rudimentos de los meristernos apicales de la raíz y del tallo ya están determinados 
en el embrión. En cuanto se rompe la cubierta de la semilla durante la germinación, tiene 
lugar un crecimiento espectacular de las células no meristemáticas que en primer lugar 
conduce a la emergencia de la raíz, que arraiga inmediatamente, y luego del tallo (Figura 
22-116). Esto se acompaña de divisiones celulares rápidas y continuas en los meristemos. 
Por ejemplo, en el meristemo apical de una raíz de maíz, las células se dividen cada 12 horas 
produciéndose 5 x 10% células cada día. La raíz y el tallo en rápido crecimiento sondean el 
medio: la raíz incrementa la capacidad de absorción de agua y sales minerales del suelo; el 
tallo, la capacidad de fotosíntesis (véase el Panel 221), 


El desarrollo de la plántula depende de señales ambientales 


A partir de la germinación, el curso del desarrollo de la planta está muy influenciado por se- 
ñales del entorno. El tallo tiene que abrirse camino rápidamente a través del suelo y abrir 
sus cotiledones y sólo puede empezar a levar a cabo la fotosíntesis cuando ha salido a la luz. 
La temporización de esta transición desde la germinación subterránea hasta el crecimiento 
bajo la luz no se programa en términos genéticos porque no se puede predecir la profundi- 
dad a la cual se encontrará enterrada la sernilla. El cambio en el desarrollo está controlado 
por la huz, que entre otros efectos, actúa sobre la plántula inhibiendo la producción de un 
tipo de reguladores del crecimiento llamados brasinosteroides, descritos en el Capítulo 15. 
Las mutaciones en los genes que se requieren en la producción o la recepción de la señal 
brasinosteroide son la causa de que el tallo de la plántula adquiera el color verde, haga más 
lenta su elongación y abra sus cotiledones de forma prematura cuando todavía se encuentra 
a OSCUTAs. 


Señales hormonales de largo alcance coordinan las fases 


del desarrollo en distintas partes de la planta 
Las diferentes partes de la planta perciben distintos ambientes y reaccionan a ellos indi- 
vidualmente mediante cambios en su modo de desarrollo. No obstante, la planta tiene 
que continuar fuacionande coma an todo. Este hecho implica que las elecciones duran- 
te el desarrollo y los cambios que ocurren en una parte de la planta influyen en las deci- 
siones de las otras partes. Tienen que existir señales de largo alcance que hagan posible 
esta coordinación. 

Par ejeraplo, como muy bien saben los jardineros, se puede estimular el crecimiento 
lateral cortando el ápice de una rama: la eliminación del crecimiento del rmeristerno apical 


exonera los meristemos axilares inactivos de su inhibición y les permite formar nuevas - 


racaas. En este caso, se ha identificado la señal de largo alcance del meristeroo apical o por 
E E 


lo menos un componente clave. Se trata de una atodna, un puiembro de una de las clases de 
reguladores del ereciomiento de las plantas la veces ton de hormonas vegeta- 


«sarrollo de las plantas. Otras clases conocidas in- 


les), todos ellas de gran influencia en el d 


merlstemo apical del brote 
(oculto) cotitedón (hojas 
de la semilla) 


E: 


meristemo apical de la raíz irara 


Figura 22-116 Una plántula de Arabidopsis, 
Los objetos marrones que aparecen a la 
derecha de la plántula joven son las dos 
valvas de la cubierta desechada de la semilla, 
(Cortesía de Catherine Duckett,) 


LOS TRES SISTEMAS HISTOLÓGICOS LA PLANTA. 


La división celular, el crecimiento y la diferenciación 
generan sistemas histológicos con funciones 
especializadas 


rmeristemno apical 
del vástago 
EZ 


epidermis superior nervio central 


TEJIDO EPIDÉRMICO (622): Es la capa externa protectora, . P h > - A pra E 


que está en contacto con el medio. Facilita la captación z oy 7 mesófilo 
de agua e iones en las raíces y regula el intercambio de estomas en (parénquima) 


hoja la epidermis Ñ 
gases en hojas y tallos, inferior colénquima 


TEJIDO VASCULAR: Floema (2) y xilema (5), juntos, 
forman un haz vascular contínuo por toda la planta. 
Este tejido conduce agua y solutos entre órganos 

y también constituye un soporte mecánico. 


TEJIDO FUNDAMENTAL (070): Fernbién denominado 
parénquima, este tejido de empaquetamiento 

y de soporte, ocupa la mayor parte de la masa 

de la planta joven. También actúa como fábrica 

y como almacén de alimento. 


haz vascular epidermis 


fanerógama 
joven 


La planta fanerógama joven de la derecha está formada por tres 
tipos principales de órganos: hojas, tallos y raíces. Cada órgano 
vegetal está formado, a su vez, por tres sistemas histológicos: 
el fundamental o parénquima (075), el epidérmico (E) 
y el vascular (E). 
Los tres sistema histológicos derivan en último término de 
E la actividad celular proliferativa de los meristernos apicales 
Ey del vástago y de la raiz, y cada uno de ellos contiene un 


número relativamente pequeño de tipos celulares 
especializados. Estos tres sistemas histológicos 
comunes, y sus células, se describen en este panel. 


El sistema histológico fundamental contiene 
tres tipos principales de células denominados 
FUNDAMENTAL parénquima, colénguima y esclerénquima. 
Las células parenguimáticas se encuentran en todos los sistemas 
histológicos. Son células vivas, por lo general capaces de divisiones 
adicionales, y tienen una fina pared celular primaria. Estas células tienen 
funciones muy diversas. Las células meristemáticas apicales y laterales de 
los vástagos y de las raíces proporcionan nuevas células necesarias para 
el crecimiento. La producción y almacén de alimentos tienen lugar en 
las células fotosintéticas de la hoja y del tallo (denominadas células 
del mesófilo); las células parenquimáticas de reserva formman la carne 
de muchos frutos y hortalizas. Dada su capacidad proliferativa, las 
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células del 
mesófilo foliar 


Una célula de transferencia, forma 
especializada de célula parenquimática, 
vaso Yi - se distingue fácilmente por los elaborados 
xilemático pliegues de su pared primaria. El incremento 
á del área de la mernnbrana plasmática bajo 
estas paredes facilita el transporte rápido 
célula de de solutos hada y desde el sistema vascular 
transferenda 


El colénguima son células vivas parecidas a las células 


parenquimáticas, excepto en que 
tienen paredes celulares mucho más 
gruesas y normalmente son largas 

y están empaquetadas en fibras a 
modo de cuerda. Se pueden alargar 
y proporcionan soporte mecánico al 
sistema histológico fundamental 

de las regiones en crecimiento de 

la planta. Las células colenquimáticas 
son sobre todo comunes en regiones 
subepidérmicas de los tallos. 


localización típica de 
grupos de células 
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de soporte en un tallo E Í 
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colénquima po 0 


AE | 
30 jum fibras esclerenguimáticas a 
haz vascular — 


Como el colénquima, el escdlerénquima, tiene funciones de refuerzo | 


y de soporte. No obstante, por lo general 

son cólulas muertas con paredes secundarias 
hgnificadas gruesas que les impiden alargarse 
cuando la planta crece. Los dos tipos comunes 
son las fibras, que a menudo forman largos 
haces, y las esclereidas, las cuales son células 
ramificadas cortas que se encuentran 
principalmente en las cubiertas de las 
semillas en los frutos, 


S esdereida 
1 


TEM RMICO 

La epidermis es la cubierta protectora primaria 
externa del cuerpo de la planta. Las células de 

la epidermis también están modificadas formando 
los estomas y tricomas de diversos tipos. 


Epidermis capa de cera 


La epidermis (normalmente del grosor de 
una sola capa de células) recubre todo el 
tallo, la hoja y la ralz de la planta Joven. 
Las células son vivas, tienen paredes 
primarias gruesas y están cubiertas en 

su superficie externa por una cutícula 
especial con una capa exterpa de cera. 
Las células están intimamente encajadas 
de diferentes maneras. 


epidermis externa 
de una hoja. 


epidermis 
de tin tala 


ps 


El floema y el xilema forman, juntos, un 
sistema o haz vascular continuo a través 
de la planta. En las plantas jóvenes 


349 celulares formando los haces vasculares. 


Tanto el floema como el xilema son tejidos 
complejos. Sus elementos conductores se 
asocian con células parenguimáticas que 
los mantienen e intercambian materiales 
con ellos. Además, grupos de células del 
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Laos pelos (o tricomas) son apéndices derivados 
de células epidérmicas. Existen en formas muy 
variables y normalmente se encuentran en 
todas las partes de la planta. Los pelos 


(9 A) 


UY espacio aéreo 
E 
5 uan 


Los estommas son aberturas en la epidermis, 
principalmente en la superficie inferior de la 
hoja, que regulan el intercambio gaseoso en 
la planta, Están formados por dos células 
epidénnicas especializadas llamadas células 
de guarda, que regulan el diámetro del poro. 
Los estornas están distribuidos en distintos 
patrones específicos de especie en cada 
epidermis, 


a 


Haces vasculares 


Las raíces tienen un solo haz vascular, 
pero los tallos tienen varios haces. 
Están distribuidos con una estricta 
simetría radial en las dicotiledóneas, 
pero dispersos con una mayor 
irregularidad en las monocotiledóneas. 
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haz vascular típico de un 
tallo joven de botón de oro 


colénquima y del esclerénquima proporcionan soporte mecánico. 


Floema 


io 


célula l 
acompañante 


área cribosa 


mernibrana 
plasmática 


elemento de 

vaso pequeño 

en el extremo 
de la ralz 


sección de un elemento 
de tubo cribosa 


El floema está implicado en el transporte de los solutos orgánicos por la 
planta. Las células conductoras principales (vasos) se alinean formando 
tubos denominados vasos criboseos, Los elernmentos maduros de los tubos 
tribosos son células vivas interconectadas mediante perforaciones en sus 
paredes terminales formadas a partir de plasmodesmos ampliados 

y modificados (placas criboses). Estas células mantienen su membrana 
plasmática, pero han perdido su núcleo y gran parte de su citoplasma; 
por tanto su mantenimiento depende de su asociación con células 
acompañantes. Estas células acormpañantes tienen la función adicional 
del transporte activo de moléculas nutritivas solubles hacia y desde los 
elementos de tubo criboso a través de áreas de poros críbosos.en la pared. 


intervienen en la protección, absorción 
y secreción; por ejemplo, 


los pelos jóvenes unicelulares de la 
epidermis de la sernilla del algodón. 
Cuando crecen, sus paredes se 
engruesan de forma secundaria 

con celulosa y forman las fibras 

de algodón. 


pelo secretor 
pluricelular de una 
hoja de geranio 


los pelos radiculares 
unicelulares tienen una 
función importante en la 
absarción de agua e ones E 


Xilema 


El xilema conduce agua e ones en 
disolución por la planta. Las células 
conductoras principales son los elementos 
de vaso mostrados, los cuales en su 
madurez son células muertas, que carecen 
de membrana plasmática. La pared celular 
z se ha engrosado 
secundariamente 
y se ha lignificado 
con fuerza. Como 
se muestra más 
abajo, su pared 
terminal ha sido 
eliminada casi 
en su totalidad, 
favoreciendo 
la formación 
de tubos muy 
largos y continuos. 
elemento de vaso 
grende meduro 


Los elernentos del vaso 

están íntimamente asociados 
con células parenquimáticas 
del xilema, que transportan 
de forma activa solutos 
seleccionados hacia 

y desde los elementos 

a través de la membrana 
plasmática del parénquima. 


2 células parenquimáticas 


" del xilema 
3: 


——aemento de vaso 
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zeatina [una citoquinina] 


cluyen las giberelinas, las citoquininas, el ácido abscísico, el gas etileno y los brasinosteroi- 
des. Como se observa en la Figura 22-117, todas ellas son moléculas de pequeño tamaño 
que penetran fácilmente las paredes celulares. La mayoría de las plantas pueden sintetizar- 
las y actúan de forma local o son transportadas a distancia hasta las células diana. La auwxd- 
na, por ejemplo, se transporta de célula a célula a una velocidad de aproximadamente 1 cm 
por hora, desde el ápice de una rama hasta su base. Cada uno de los reguladores del creci- 
miento tiene varios efectos, modulados por otros reguladores, así como por las condiciones 
ambientales y el estado nutricional. Así, la amána activa por sí sola la formación de la raíz, 
pero junto con la giberelina activa el crecimiento del tallo, con la citoquinina suprime el 
crecimiento de ramas laterales y con el etileno puede estimular el crecimiento lateral de la 
raíz, Corno veremos más adelante, es especialmente importante el hecho de que la auxina 
también controla los modelos detallados de especialización celular a escala microscópica 
en el meristermno apical. Los receptores que reconocen algunos de estos reguladores se han. 
explicado en el Capítulo 15. 


La formación de cada nueva estructura depende de la división 
orientada y de la expansión celular 


Las células vegetales, encerradas en sus paredes celulares, no pueden arrastrarse ni mez- 
clarse durante el proceso de crecimiento de la planta, pero en cambio pueden dividirse, hin- 
charse, alargarse y doblarse. La morfogénesis de una planta en desarrollo depende, por lo 
tanto, de divisiones celulares ordenadas, seguidas de expansiones orientadas. Por ejemplo, 
la mayoría de las células producidas en el meristerno apical de la raíz pasan por tres fases 
distintas: división, crecimiento (elongación) y diferenciación. Estas tres etapas, que se sola- 
pan en espacio y tiermpo, tienen como resultado la arquitectura característica y distintiva del 
ápice radical. Aunque a menudo el proceso de diferenciación celular empieza cuando una 
céhala todavía se está alargando, es comparativamente fácil distinguir tres zonas en el ápice 
de la raíz: la zona de división celular, la de elongación celular orientada (que es responsable 
en última instancia del crecimiento de la raíz en longitud) y la de diferenciación cehular 
(Figura 22-118). 

En la fase de expansión controlada que por lo general sigue a la división celular, las cé- 
hulas hijas pueden aumentar su volumen unas 50 veces o más. Esta expansión está dirigida 
poruna presión de tugencia de tipo osmótico que presiona la pared celular hacia afuera, en 
la dirección que determina la orientación de las fibrillas de celulosa de la pared, las cuales 
constriñen la expansión alo largo de un eje (véase la Figura 19-73)..A su vez, la orientación 
de la celulosa es aparentemente controlada por la orientación de series de microtúbulos del 
interior de la membrane plasmática, los cuales parece que guían la deposición de la celu- 
losa (tal como se ha explicado en el Capítdlo 19), Estas orientaciones pueden cambiar 


brasinólido [un brasinoesteroide] 


Figura 22-117 Reguladores del crecimiento 
vegetal. Se muestra la fórmula de una 
molécula funcional representativa de cada 
uno de los seis grupos de reguladores del 
crecimiento vegetal, 
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rapidez mediante reguladores del crecimiento como el etileno y el ácido giberélico 
(Figura 22-119), pero los mecanismos moleculares que rigen estos importantes reordena- 
mientos todavía se desconocen. : 


Cada módulo de la planta crece a partir de un grupo 
de primordios microscópicos del meristemo 


Los meristernos apicales se autoperpetían: en una planta perenne continúan de forma in- 
definida con sus funciones, mientras sobreviva la planta, y son responsables de su continuo 
crecimiento y desarrollo. Pero los m.eristemos apicales también dan lugar a un segundo 
tipo de crecimiento, de desarrollo estrictamente limitado, que culmina en la formación de 
una estructura, como una hoja o una for, de tamaño y forma determinados, y de vida cor- 
ta. Así, un tallo vegetativo (no florífero) se alarga y su meristemno apical deja tras de sí una 


secuencia ordenada de nudos, donde crecen las hojas, y de entrenudos (segmentos de tallo)... 
De esta forma, la continua actividad del meristerno produce ua número cada vez mayor .- 
de módulos similares, que consta cada uno de tallo, hoja y yerna (véase la Figura 22-111). 


Los módulos están conectados entre sí por tejido de soporte y conductor; los módulos su- 
cesivos están colocados guardando unos con otros una relación precisa, hecho que da lugar 
aun patrón estructural repetitivo. Este modo iterativo de desarrollo es característico de las 
plantas y se puede observar en muchas otras estructuras además del sistema tallo-hojas 
(Figura 22-120). 


Figura 22-119 Diferentes efectos de los reguladores del crecimiento vegetal 
etileno y ácido giberálico. Estos reguladores ejercen efectos rápidos y opuestas 
sobre la orientación de la trama roicrotubular cortical de las células de brotes jóvenes 
de guisante. Una célula Upica en una planta tratada con eúleno (8) muestra una 
oñentadión longitudinal neta de la trama microtubular, mientras que una célula 
típica de na planta tratada con ácido giberélico (() muestra una orientación neta 
transversal, Se van depositando nuevas fibrillas de celulosa, paralelamente a los 
microcóbelos, Esto tiene infuencia sobre el sentido de la expansión celular, por 

la que el ácido giberélico y el etileno fornentan el crecimiento en sentidos opuestos: 
plántulas tratadas con etileno desarrollarán brotes cortos y gruesos (A), mientras 

que plántulas tratadas con ácido giberélico desarrollarán brotes largos y delgados (0). 
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Figura 22-138 Punta de raíz en crecimiento. 
(A) Organización de los 2 mm finales de la 
punta de la raíz en crecimiento. Se indican 

de forma aproximada las zonas en las que las 
células se dividen, alargan y diferencian. 

(B) Meristerno apical y caliptra en la punta 


de raíz del cereal, mostrando las filas 


ordenadas de células que se han producido. 
(8, de R.F. Event, Biology of the Plants, 43 ed. 
New York: Worth, 1986,) 


ta) (8) (3 (D) 
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Aunque el módulo final puede ser grande, su organización, al igual que la del erabrión 
animal, está esbozada desde el principio a escala microscópica. En el ápice del tallo, en un 
espacio de un milímetro o menos, encontramos una pequeña cúpula rodeada de unas pro- 
tuberancias muy aparentes en varias fases de elongación (Figura 22-121). La cúpula central 
es el meristemo propiamente dicho; cada una de las promuberancias es el primordio de una 
hoja. Por lo tanto, esta pequeña región contiene ya los rudimentos de varios módulos cora- 
pletos. Por medio de un programa bien definido de proliferación y elongación celular, cada 
primordio de hoja y les células adyacentes formarán ina hoja, un nudo y un entrenudo. 
Mientras tanto, el meristerno apical dará lugar a un nuevo primordio foliar, de forma que se 
generan más y más módulos en una sucesión interminable. Por lo tanto, la organización en 
serie de los módulos de la planta está controlada por los procesos que tienen lugar en el ápice 
del tallo. 


(O 399 yn 


Figura 22-120 Patrón repetitivo en 

las plantas. La colocación cuidadosa 

de módulos sucesivos 3 partir de un solo 
meristerno apical produce estos patrones 
elaborados pero regulares en hojas (A), 
flores (B) y frutos (C). (A, de John Sibthorp, 
Flora Graeca. London: R Taylor, 1806-1840; 
8, de Pierre Joseph Redouté, Les Liliacées. 
Paris: chez Auteur, 1807; €, de Christopher 
Jacob Trew, Uirgezochte planten. Amsterdam: 
Jan Christiaan Sepp, 1771; todas las 
ilustraciones por cortesía de la Fundación 
John innes.) 


Figura 22-121 Ápice de un brote. 
joven de una planta de tabaco. (A) 3e 
muestra mediante una electromicrografía de 
bardo, el ápice del brote con dos primordios 
foliares emergiendo secuencialmente; en 
este caso, dos abornbamientos a cada lado 
del doma del meristemo apical. (8) Corta fino 
de un ápice parecido mostrando que el 
primordio foliar más joven surge de un grupo 
pequeño de células (alrededor de 100) en las 
cuatro o cinco capas externas de células, (() 
Esquema en el que se representa la aparición 
secuencial de los primordios foliares a 
distancias cortas y precozmente en el 
desarrolio del brote El crecimiento del ápice 
formará al final imernudos que separarán las 
hojas de formma ordenada alo largo del tallo 

> gura 22-11, (A y B de Poethig 
7 1985, Con 
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El transporte polarizado de auxina controla el patrón 
de los primordios en el meristemo 


¿Qué señales actúan en la pequeña región apical determinando la organización de los prí- 
mordios? ¿Cómo se generan estas señales en el patrón apropiado? Algunos indicios provie- 
nen de la mutación de un gen llamado Pin1, cuya pérdida impide la formación de los 
prirnordios foliares, pero permite que el tallo principal siga creciendo; de ello resulta una es- 
tructura desnuda, larga y delgada, en forma de alfiler, con un meristerno apical en el ápice, 
La proteína Pini es un transportador de auxina, dirigiendo el flujo a través de la membrana 
plasmática hacia el espacio extracelular. Este hecho sugiere que el mutante carece de pri- 
mordios foliares a causa de ima distribución errónea de la auxina. Corno es lógico, una mi- 
crogota de auxina aplicada a un lado del meristemo apical de un mutante Pinl, u otro 
similax, induce a la formación de un primordio foliar o Borifero en el lugar donde se haya 
aplicado la auxina (Figura 22-1224). 

En el tejido vivo se puede observar la distribución de la proveína transportadora Pinl 
mediante la creación de una planta transgénica (normal en los demás aspectos) que expre- 
sauna forma de Pini marcada con la proteína fuorescente Green (Figura 22-122B-D). En la 
capa más externa de células meristemáticas, la cantidad de Pinl varía de una región a otra 
según un patrón correlacionado con el de los primordios en desarrollo, porque Pin] es un 
gen regulado por auxina. Además, la proteína Pinl se distribuye de forma asimétrica en las 
membranas de las células individuales de forma que bombean más auxina en un lado que 
en el otro, y generan un máximo local que señala dónde tienen que empezar a formarse los 
primmordios. El bombeo es más intenso en el lado en que la concentración de suxina en las 
células vecinas es máxima, hecho que sugiere una retroalimentación positiva en la acumu- 
lación de auxina. Los modelos generados por ordenador muestran que una retroalimenta- 
ción positiva de este tipo puede amplificar la asimetría y generar un patrón de máximos y 
mínimos de concentración de auxina similar al observado. El transporte localizado de la 
armdna en dirección perpendicular respecto a la capa externa de las células meristemáticas 
y las bandas de tejido vascular en desarrollo, que se encuentran debajo, contribuye a la 
asimetría. A medida que las células proliferan y el tejido crece, se ajusta la distribución de 
Pin1 y de auxina, produciendo nuevos máximos y nuevos primordios laterales en una suce- 
sión regular. 

Las variaciones sobre este tema básico repetitivo dan lugar a arquitecturas más com- 
plejas, que incluyen estructuras como zarcillos, ramas y Bores. Así, activando diferentes 
grupos de genes en el ápice del tallo, la planta produce diferentes tipos de pomordiíos en di- 
ferentes patrones espaciales. 


La señalización celular mantiene el meristemo 


La cuestión central de todos estos fenórnenos es cónao el meristerno apical se rmantiene a sí 
mismo. Las células meristemáticas pueden continuar proliferando durante semanas, años O 
incluso siglos mientras la planta crece, reermplezándose al ñempo que la progenie que se ge- 
nera de manera continua va diferenciándose. Con todo, el tamaño del agregado celular que 
constituye el me mantiene casi constante (p. ej, en Arabidopsis es de 100 células). 


Figura 22-122 Control de la formación del 
patrón en un meristemo por auxina y Pin1. 
(A) Aun lado de un meristerno mutante, 
similar en su fenotipo al mutante Pin?, puesto 
que le falta la proteína requerida para el 
control del transporte de la auxina, 

se le ha aplicado una microgota que contiene 
auxina mancha verde). La auxiña ha inducido 
la formación de un primordio floral lateral. 
(8) Distribución del transportador de la 
auxina Pin1 en un meristemo. Un meristemo 
apical de Arabidopsis vísto desde arriba con 
microscopía de fluorescencia, en el que se 
revela ta distiíbución de Pin? unida a SFP 

en el estrato superficial de las células. 

(0) La misma irnagen marcada para mostrar 
la localización de los prirnordios ya formados 
(siendo Py el más reciente y Pa el más 
madura) y de los primmordios més incipientes 
(siendo Í; el más temprano en formarse e la 
el más tardío). (0) Detalle ampliado de (8), 
rovestra la distribución asimétrica de Pin1 en 
las membranas de las células individuales, 
dirigiendo la auxina hacia el lugar de un 
primardio incipiente. Las fechas indican 

el sentido del transporte, A medida que los 
primordios se estanlecen, la cantidad de 

Pin1 en su estrato superficial decrece, en 
parte porque la diswibución de las proteínas 
transportadoras hace que la auxina sea 
bombesda heda los tejidos vasculares 
inferiores en desarrollo, La estructura 
detallada de muchos otros tejidos 

vegetales en desarrollo también está 
controlada por patrones complejos del 


. Banspone de atixina, ÍA, de Reinhardt 


etal, Mature 426:235-250, 2002, 

Con autorización de Macmillan Pubilizners 
Ltd; 8-0, de MG. Helsler et al, Curr Biol 
15118991911, 20085. Con autorización 

de Elsevier) 


1410 Capítulo 22: Desarrollo de los organismos pluricelulares 


primordio 
foliar 


meristemno apical del brote 
epidermis 


Clavata 1 Wuschel 


Pueden surgir nuevos meristernos a medida que la planta se ramifica, pero también conser- 
van el mismo tamaño. 


Mediante cribados genéticos, se han identificado genes que intervienen en el mante- 


nimiento del meristemo. Por ejemplo, las mutaciones que afectan al gen Wischel, que co- 
difica una proteína homeodominio, transforman el meristemo apical en un tejido no 
meristemático y, como consecuencia de ello, la plántula no puede brotar. Por el contrario, 
mutaciones en el grupo de genes Clavata, que codifican componentes de una vía de señali- 
zación célula-célula (véase la Figura 15-83), hacen que el meristemo sea anormalmente 
grande. Estos genes se expresan en diferentes capas de células de la región meristemática 
(Figura 22-123A). Las dos capas de células más superficiales, llamadas L1 y 12, junto con la 
parte superior de la capa 13, contienen las células del meristemo propiamente dicho, es 
decir, las células madre, capaces de dividirse de forma indefinida y dar lugar a las futuras 
partes de la planta. Las células meristemáticas de las capas Li y L2 expresan Clavata3, una 
pequeña proteína señal de secreción. Justo debajo, en la capa 13, encontramos un agregado 
de células que expresan Clavatal (el receptor de Clavata3). En el centro de esta zona donde 
se expresa Clavatal, algunas células expresan la proteína reguladora Wuschel. 

El patrón de divisiones celulares implica que las células que expresan Wuschel no for- 
man parte del propio meristemo; las nuevas células que expresan este gen son reclutadas 
continuamente por la parte meristemática de la población 13, justo encima del dominio de 
Wuschel, Sin embargo, estas células que expresan Wuschel son el corazón del mecanismo 
que mantiene el meristerno. La señal que producen mantiene el comportamiento meriste- 
mático de las células situadas encima y estimula la expresión de los genes Clavata; además, 
parece que también induce a la incorporación de nuevas células en el dominio Wuschel para, 
expresar este gen. La retroalimentación negativa que proviene de las células rmeristemáticas 
superiores se ejerce por la vía de señalización Clavata y actúa sobre las regiones inferiores li- 
imitando el tamaño del dominio Wuschel, con lo que se impide que el meristemo sea dema- 
siado grande (Figura 22-123B). 

Todas estas consideraciones sobre el meristemo de las plantas, aunque con algunos 
_ detalles imprecisos y una simplificación evidente, proporcionan los ejemplos más esclare- 
cedores de la estrategia general del desarrollo: muestran como un bucle de retroalimenta- 
ción, que implica una señal activadora de corto alcance (como es la que producen las células 
que expresan Wuschel) y otra inhibidora de largo alcance (como es Clavata3), puede mante- 
ner de forma estable un centro de señales de un tamaño definido, aun cuando exista una 
proliferación continua y una renovación de las células que forman este centro. Como ya he- 
mos señalado al principio de este capítulo, en el desarrollo de los animales operan sistemas 
de señales análogos que mantienen los centros de señales localizados, como el Organizador 
de la gástrula de los anfibios o la zona de actividad polarizada de las yemas de las extremi- 
dades. Y es precisamente esta estrategia la que utiliza la planta madura para mantener sus 
meristernos, igual que también se sirven de ella algunos tejidos animales adultos, como es el 
caso del tubo digestivo (tema tratado en el Capítulo 23) que mantiene los agregados de cé- 
lulas madre, cuya importancia es vital, 


Las mutaciones reguladoras pueden transformar la topología 
de la planta alterando el comportamiento celular en el meristemo 
Para que el tallo se ramifique se deben generar nuevos meristermnos apicales; este mecanis- 


mo también depende de los procesos que tienen lugar alrededor del ápice del vástago. En 
cada nudo se forma una yema en la axila, entre el primordio foliar y el tallo (Figura 22-124). 


Figura 22-123 Bucles de retroalimentación 
que al parecer mantienen el meristemo 
apical del brote. (A) Distribución de las 

capas celulares que constituyen el 

meristemno apical del brote, (B) Patrón 

de comunicación intercelular que mantiene 
el meristerno. Una sobreexpresión artificial de 
Wuschel en la región 13 produce un aumento 
del número de células en las capas L1 y L2 


- que se comportan como meristemáticas 


y expresan Clavata3; una sobreexpresión 
antificial de Clavata3 en las capas 11 y 12 
provoca una reducción de la expresión de 
Wuschel en la región inferior de 13 y uma 
dismintción del número de células 
meristemáticas. lavata3 codifica una 
pequeña proteína señal, mientras que 
Clavata? codifica su receptor, una proteína 
quinasa transmembrana. Wuschel, que se 
expresa en la parte central de la región en la 
que se expresa el receptor Clavata1, codifica 
una proteína reguladora de genes de la clase 
homeodominio. Se cree que el tamaño del 
meristemo se controla por un balance 
autorregulado entre una señal estimuladora 
de corto alcance producida por las células 
que expresan Wuschel (fecha amarilla) y una 
señal inhibidora de largo alcance liberada por 
Clavata2 (barras rojas). 


EL DESARROLLO DE LAS PLANTAS 


En la yema anidan células derivadas del meristerno apical, que conservan el carácter meris- 
temático. Tienen la capacidad de convertirse en el meristemo apical de una nueva rama o en 
el primordio de una estructura como la flor, pero también tienen la alternativa de permane- 
cer quiescerttes como yemas axilares. El patrón de ramificación de la planta se regula me- 
diante esta elección y las mutaciones que la afectan pueden transformar la estructura de la 
planta. El maíz proporciona un ejemplo ilustrativo al respecto. 

El maíz representa uno de los hitos más remarcables de la ingeniería genética. Los nati- 
vos americanos lo generaron por cultivo selectivo hace entre 5000 y 10.000 años, durante un 
periodo de siglos o quizá de milenios. Partieron de la gramínea silvestre llamada teosinte, 
que poseía tallos muy ramificados y foliosos y unas pequeñas espigas portadoras de granos 
duros e incomibles. Mediante análisis genéticos se han identificado unos cinco loci como 
sitios de las inutaciones responsables de la mayoría de las diferencias entre este ancestro 
paco prometedor y el maíz actual. Uno de estos loci, que tiene un efecto en particular desta- 
cable, corresponde al gen Hamado Teosinte-branched-1 (Tb1). En maíz con mutaciones de 
pérdida de función de Tb1, el tallo, que normalmente no es ramificado y presenta algunas 
hojas grandes a intervalos, se transforma en ramificado y con una masa foliosa densa que re- 
cuerda a la teosinte (Figura 22-1254). En el mutante, el patrón de ramificación indica que 
las yemas axilares, que se originan en posiciones normales, han escapado de la inhibición 
que en el maíz normal impide que se desarrollen en ramas. 

En el maíz normal, el tallo único está coronado por un fascículo de flores masculinas, 
mientras que algunas yemas axilares situadas a lo largo del tallo se desarrollan en flores fe- 
meninas, que, una vez fecundadas, darán lugar a los granos de maíz que comemos. En el 
maíz mutante que carece del gen Tb1, estas yemas axilares que dan frutos están transforma- 
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primordio de una yema base de una hoja 


Figura 22-124 Yemas axilares situadas 

en la proximidad del ápice del brote. 

En la fotografía se muestra una sección 
longitudinal de Cofeus blumel, una planta 
común de interior. (De PH. Raven, R.F. Evert, 
y S.E Eichhorn, Biology of Plants, 6.* ed. New 
York: Freeman/Worth, 1999, utilizada 

con autorización.) 


Figura 22-125 Cambio de la arquitectura 
vegetal debida a una mutación: 
comparación entre el teosinte, el maíz 
normal y el maíz defectuoso en Tb], 

(A) Fotografías de los tres tipos de plantas. 
(8) Comparación esquemática entre la 
arquitectura del teosinte, el maíz normal 

y el maíz defectuoso en Tb1. El producto 
del gen Tb? es necesario para el desarrollo 
de las mazorcas. Está ausente en el mutante 
To 1 y está presente en las formas del maiz 
teosinte y normal, pero estas dos plantas se 
diferencian en que el gen está regulado de 
forma diferente. (A, imagen de la izquierda, 
de ). Doebley y RL. Wang, Cold Spring Harbor 
Symp. Quant Biol. 62: 361-367, 1997. Con 
autorización de Cold Spring Harbor Press; 
A, imágenes del centro y de la derecha, 

de ) Dosbley, A. Stec y L Hubbard, Mature 
386:485-488, 1997, Con autorización 

de Macmillan Mag es lid) 
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das en raras que llevan espigas. La planta silvestre teosinte se parece al maíz falto de Tb1 en 
su aspecto folioso y muy ramificado; pero, a diferencia del mutante, la planta silvestre pro- 
duce mazorcas en muchas de sus ramas, como sí Tb] estuviera activo, El análisis del DNA re- 
vela la explicación. Tanto teosinte como el maíz normal poseen el gen Tb1 funcional, con 
una secuencia casi idéntica, pero en el maíz la región reguladora ha sufrido una mutación 
que aumenta el nivel de expresión génica. Así, en el maíz normal, el gen se sobreexpresa en 
cada yema axilar, inhibiéndose la formación de las ramas, mientras que en teosinte la ex- 
presión es baja en muchas yemas axilares, de forma que pueden formarse ramas (Figura 
22-125B). 

Este ejemplo muestra cuán simples son las inutaciones, ya que, por el solo hecho de 
cambiar el comportamiento de las células meristemáticas, se transforma la estructura de toda 
la planta. Este es un principio de enorme importancia en el cultivo de plantas para la ali- 
mentación. Desde un punto de vista más general, el caso del gen Tb1 ilustra cómo los nuevos 
esquemas corporales, ya sean de plantas o de animales, pueden ser el resultado de cambios 
en el DNA regulador, sin que haya ningún cambio en las características de las proteínas que 
expresa. 


La activación de la floración depende de las condiciones 
ambientales pasadas y presentes 


Los meristemos se enfrentan a otras decisiones en el curso del desarrollo adernás del reposo 
y el crecimiento, como en el caso del maíz; estas decisiones con frecuencia están reguladas 
por las condiciones ambientales. La más importante es la decisión de formar una for 
(Figura 22-126). 

El cambio del crecimiento meristernático a la formación de una flor se desencadena por 
una combinación de factores. La planta no sólo tiene en cuenta las condiciones presentes de 
temperatura, intensidad lumínica y factores nutricionales, sino que su decisión de formar 
una flor se basa también en las condiciones que tuvieron lugar en el pasado. Una de las más 
importantes para las plantas es la duración del día. Para reconocerla, les plantas utilizan el 
reloj circadiano (un ritmo endógeno de expresión génica que corresponde a 24 horas), el 
cual genera la señal de Horación sólo cuando hay luz durante la parte apropiada del día. El 


reloj está a su vez influenciado por la luz y, de hecho, la planta lo utiliza para comparar las * 


condiciones humínicas pasadas con las presentes. Se han identificado partes iniportantes 
del circuito genético que subyacen a estos fenórnenos, desde los fitocromos y criptocrormos, 
que actúan como receptores de la luz (descrito en el Capítulo 15), hasta el gen Constans, Cu- 
ya expresión en las hojas de la planta representa una señal para florecer, Se cree que la señal 
parte de las hojas y se dirige al meristemo por vía vascular, mediante el producto de otro gen, 
el Flowering locus T (FB, que está regulado por Constans, 

Pero esta señal llegará al meristerno y desencadenará la floración sólo sila planta se en- 
cuentra en un estado receptivo, que depende normalmente de su historia durante un largo 
periodo de tiempo. Muchas plantas sólo florecen si previamente han experimentado ter- 
peraturas bajas durante mucho tiempo: deben pasar el invierno antes de que se comporten 
como en primavera; este proceso se lama vernalización, El frío prolongado causa carabios 
en la estructura de la cromatina, que dependen de un gran número de genes, incluyendo 
homólogos de algunos miembros del grupo Polycomb, raencionados anteriormente por su 
papel en la perpetuación de los modelos de expresión génica en Drosophila. Estos cambios 
epigenéticos (tratados endos Capítulos 4 y M) silencian de forma gradual el Flowering locus € 
(Flo). Su efecto es duradero y persisten durante muchos ciclos de división celular, incluso 
cuando la temperatura arabiental es más alta. Fle codifica un inhibidor de la oración, anta- 
gonista de la expresión y acción de F£, De esta forma, mediante el bloqueo de la producción. 
del inhibidor, la vernalización permite que el meristerno reciba la señal Ft y responda a ella 
activando la expresión de un grupo de genes florales de identidad meristernática en el me- 
ristero apical, 


Figura 22-126 Estructura de una for de Arabidopsis, (8) Fotografía, 
(2) sión esquemática de una sección jongitudinal. Corno se muestra 
en1B) el pian ón a la mayoría de plantas dicotiledóneas 
con flores. lA, corresta de Leslie Sieburih) 


(8) 


sépalo 
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Las rautaciones que afectan la regulación de la expresión de Flc alteran el momento de 
la oración y, por lo tanto, la capacidad de florecer en un clima determinado. Así pues, el sis- 
tema de control que gobierna el inicio de la floración es de vital importancia para la agricul- 
tura, especialmente en una era de cambio climático. 


Los genas selectores homeóticos especifican las partes de una flor 


Mediante la activación de los genes Horales de identidad meristemática el meristemo apical 
ya no puede continuar el crecimiento vegetativo, sino que debe dedicarse a la futura pro- 
ducción de gametos. Sus células se embarcan en un programa estrictamente limitado de 
crecimiento y diferenciación: mediante la modificación de los mecanismos normales de pro- 
ducción de hojas, se forman una serie de vertícilos de apéndices especializados siguiendo un 
orden preciso; primero se forman los sépalos, luego los pétalos, después los estambres, con 
las anteras que contienen el polen y, finalmente, los carpelos, que contienen los óvulos 
(véase el Panel 22-1). Hacia el final de este proceso, el meristeno ha desaparecido, pero de 
entre su progenie se han originado las células germinales. 

La bojas modificadas que forman la for se han comparado con los segmentos que for- 
man la mosca. En las plantas, al igual que en las moscas, encontramos mutaciones homeó- 
ticas que convierten una parte del patrón en el carácter de otro. Los fenotipos mutantes se 
pueden agrupar como mínimo en cuatro clases, en las cuales están alterados diferentes gru- 
pos de órganos que se solapan (Figura 22-127). La primera de estas clases es la “A” y está 
ejemplificada por el mutante Apetala2 de Arabidopsis, que presenta los vertícilos más exter- 
nos transformados: los sépalos se han convertido en carpelos y los pétalos en estambres. La 
segunda clase, llamada “B”, esta representada por Aperala3, que tiene los dos verticilos in- 
termedios transformados: los pétalos se han convertido en sépalos y los estambres en car- 
pelos. La clase “C” es la tercera y si1 paradigrna es Agamous, que tiene los dos verticilos más 
internos transformados con consecuencias más drásticas: los estambres se han convertido 
en pétalos y los carpelos están ausentes, y en su lugar las células centrales de la flor se cora- 


Figura 22-127 Flores de Arabidopsis 
mostrando una solección de mutaciones 
homeóticas, (A) En Apetala2, los sépalos se 
han convertido en carpelos y las pétalos en 
estambres. (2) En Apetala3, los pétalos se han 
convertido en sépalos y los estambres en 
carpelos. (C) En Agamous, los estambres se 
han convertido en pétalos y los carpelos en 
meristemo foral, (0) En un triple mutante 
donde estas tres fundones estan ausentes, 
todos los órganos de la flor se han convertido 
en hojas, [A-€, contesta de Leslie Sieburth; 

D, cortesía de Mark Running.) 
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carmelo estambre 


(A) FLOR MORMAL 


verticila 1 (sépalo) 


' expresión del gen A . expresión del gen B expresión del gen € 


flor normal 
(Apetala2) (Apetala3) (Agamous) 


carpelo carpela 


(8) FLOR MUTANTE QUE CARECE DE LA EXPRESIÓN DEL GEM B (Apetala3) 
verticilos 1 y 2 


expresión del gen A NO EXPRESIÓN expresión del gen € meristemo floral flor mutante 
(Apetala2) DELGENB (Agamous) 
portan como un meristemo floral, que repite la ejecución del desarrollo, generando otro Figura 22-128 Expresión de genes 
conjunto anormal de sépalos y pétalos anidados en los primeros y, en potencia, otro con- selectores homesticos en una Hor de 
junto dentro del anterior, y así sucesivamente de forma indefinida. Una cuarta clase, la de los Arabidopsis. (A) Diagrama de los patrones 
mutantes Sepallata, tiene los tres verticilos internos transformados en sépalos, A a Sos 


cuyos fenotipos mutantes se ilustran en la 
Figura 22-127A4-—C. Los tres genes codifican 
proteinas reguladoras de genes. En la lor, 


i Estos fenotipos identifican cuatro clases de genes selectores homeóticos que, al igual 
que los de Drosophila, codifican proteínas reguladoras. Éstos se expresan en diferentes do- 


minios y definen las diferencias en el estado celular que dan a las distintas partes de la Hor el sombreado de color indica qué órgano 

normal sus características propias, tal como se muestra en la Figura 22-128, Los productos se desarrolla a partir de cada verticilo del 

génicos colaboran formando complejos proteicos que dirigen la expresión de los genes meristemo, pero ello no implica que los 
apropiados que se encuentran por debajo en la cascada de expresión. En un tiple mutante, genes selectores homeóticos todavía se 

donde faltan las funciones A, B y €, enlugar de una flor se forma una sucesión indefinida de expresen eu este estadio, (8) Patrones en + 


un mutante defectuoso para el gen Apetala 3. 
En cada verticilo, el carácter de los órganos 
se define por el grupo de genes selectores 


hojas en verticilos superpuestos (véase la Figura 22-127D), El fenómeno inverso ocurre en 
las plantas transgénicas en las que los genes de las clases A, B y Sepallata se expresan juntos 


y fuera de sus dorninios normales, de forma que las hojas parecen transformadas en pétalos. homeóticos que expresan, par lo que los 
Porlo tanto, las hojas representan un “estado básico” en el cual no se expresa ninguno de es- estambres y los pétalos se han convertida 
tos genes selectores horneóticos mientras que los otros tipos de órganos resultan de la en sépalos y carpelos. La consecuencia de 
expresión de estos genés en diferentes combinaciones. tina deficiencia en un gan de la clase A, 


como Apetala 2, es algo más compleja: la 
ausencia del producto de este gen de la clase 
A permite la expresión de un gen de la clase 
Cen los dos verticilos externos y en los dos 


Se han llevado a cabo estudios similares en otras especies de plantas y se han identfi- 
cado grupos similares de fenotipos y de genes; las plantas, igual que los animales, han con- 
servado sus sistemas de genes selectores homeóticos. La duplicación génica ha tenido un 


papel importante en la evolución de estos genes; algunos de ellos, corno los que se necesitan verúcilos intemos, siendo la causa de que los 
en los diferentes órganos de la flor, tienen secuencias claramente homúólogas. No son de la dos verticilos remos se desarrollen como 
clase de los homeobox, pero son miembros de otra familia de proteínas reguladoras, la lla- carpelos y estambres, respectivamente, j 
mada MADS, que también se encuentra en las levaduras y en los vertebrados. Es evidente La debdendia de un gen dele clase € impide: 


que la región central siga su diferenciación 
terminal como carpelo y es la causa de que 
continúe creciendo como meristemo, 

generando cada vez más sépalos y pétalos. 


que, tanto las plantas como los animales, han encontrado de forma independiente solucio- 
nes muy similares a los problexmas fundamentales del desarrollo pluricelular. 


Resumen 


El desarrollo de las plantas con flores, igual que el de los animales, empieza con la división del huevo 
fecundado, que genera un embrión de organización polarizada; la zona apical dará lugar al vásta- 
a la raiz y la zona media al tallo, Al principio, las divisiones celulares tienen hugar en 
rpo del embrión. No obstante, a medida que crece, la producción celular queda restringi- 
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daa unas pequeñas regiones llamadas meristernos. Los meristemnos apicales, en el ápice de vástagos 
y raíces, persisten a lo largo de toda la vida de la planta y hacen posible el crecimiento secuencial, 
que va añadiendo nuevas partes del cuerpo en la periferia. Normalmente el vástago genera una serie 
repetitiva de módulos, cada uno con en fragmento de tallo, una hoja y una yema axilar. El trans- 
porte polarizado de la auxina controla la localización de los primordios de estas estrucruras a 
medida que van surgiendo cerca del meristemo. Una yerna axilar es en potencia un nuevo meriste- 
mo, capaz de dar lugar a una rama lateral; las condiciones ambientales, junto con señales hormo- 
nales de largo alcance, controlan el desarrollo de la planta regulando la activación de las yernas. 
Las mutaciones que alteran las reglas de activación de las yemas axilares tienen efectos drásticos en 
la forma y en la estructura de la planta; una sola de estas mutaciones (una de las cinco alteraciones 
genéticas clave) es la responsable de la mayor parte de las diferencias abismales entre el maíz actual 
y su ancestro silvestre, el teosinte. 

La pequeña planta herbácea Arabidopsis thaliana se ha urilizado ampliamente como organis- 
mo modelo en los estudios genéticos y es la primera planza de la cual se ha obtenido la secuencia 
completa de su genoma. Igual que en los animales, los genes que gobiernan el desarrollo de las plan- 


tas se pueden identificar por cribajes genéticos y sus funciones se pueden examinar mediante ma- 
nipulaciones genéticas. Estos estudios han revelado los mecanismos moleculares por los cuales la 
organización de cada módulo de la planta se esquematiza a escala microscópica mediante ínte- 
racciones célula-céluta en los alrededores del meristemno apical, Este meristerno se mantiene gracias 
a un bucle de retroalimentación local, en el cual las células que expresan la proteína reguladora 
Wuschel proporcionan un estímudo positivo, mientras que tina retrodlimentación negativa, depen- 
diente de la vía de señalización Clavata, es la que impide que el meristemo crezca demasiado. 

Las condiciones ambientales, especialmente una adecuada regulación horaria de la exposición 
a la luz, desencadenan la expresión de los genes que convierten un meristerno apical formador de 
hojas en uno formador de flores. Las partes de una flor, sépalos, pétalos, estambres y carpelos, se forman 
mediante la modificación del mecanismo de desarrollo de las hojas; las diferencias entre estas partes 
están controladas por genes selectores homeóticos que son análogos, aunque no homólogos, a los de 
los animales. * 
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Los tejidos especializados, 
las células madre 
-y la renovación tisular 


Las células evolucionaron inicialmente como individuos de vida libre, pero las que son más 
importantes para los seres humanos son los elementos celulares especializados de una co- 
raunidad pluricelular. Estas células han perdido las características necesarias para sobrevivir 
de forma independiente y han adquirido unas características peculiares que satisfacen las 
necesidades del conjunto del organismo. Aunque todas ellas tienen el mismo genorma, son 
espectacilarmente distintas: en el cuerpo hurano se han caracterizado más de 200 tipos 
celulares diferentes (véase la lista en inglés buscando Molecular Biology of the Cel, Supple- 
ments, en la web www.garlandscience.cora). Estas células colaboran entre sí formando teji- 
dos diferentes, ordenados en el interior de órganos, y desarrollando una amplia variedad de 
funciones. Para comprender su foncionarmiento no es suficiente analizarlas en una placa de 
cultivo: también es necesario saber cómo viven, córno funcionan y cómo mueren en su há- 
bitat natural, el organismo intacto. 

En los Capítulos 7 y 21 se describió cómo los distintos tipos celulares se diferencian en 
el embrión y cómo la memoria celular y las señales emitidas por las células vecinas les per- 
míten seguir siendo diferentes. En el Capítulo 19, se trataron las técnicas de construcción de 
los tejidos phuricelulares, es decir, los mecanismos que mantienen las células unidas. Este 
capítulo se centra en las funciones y las formas de vida de las células especializadas del cuer- 
po adulto de un vertebrado. Describiremos cómo las células funcionan conjuntamente lle- 
vando a cabo sus tareas, cómo nacen las nuevas células especializadas, cómo viven y 
mueren, y cómo se mantiene la arquitectura úe los tejidos a pesar de la constante sustitución 
de las células envejecídas por otras nuevas. 5e analizará con detalle la función que llevan a 
cabo en muchos tejidos las células madre, aquellas células que se especializan en propor- 
cionar a los tejidos un suministro indefinido de nuevas células diferenciadas en el lugar en el 
que se han perdido, se han eliminado o se necesitan en grandes cantidades, 

La exposición de estos temas se acompañará de una sere de ejeraplos; algunos de ellos 
seleccionados por constituir una fiel dustración de los principios generales, otros por ser ob- 
jeto de estudio preferente y otros debido a que plantean misteriosos problemas que la bio- 
logía celular todavía tiene que resolver. Finalmente abordaremos la cuestión que subyace en 
el actual interés por las células rnadres: ¿Cómo podemos utilizar nuestro saber sobre los pro- 
cesos de diferenciación celular y renovación tisular para corregir las lesiones y fallos del 
cuerpo humano que hasta la fecha no han podido ser reparados? 


LA EPIDERMIS Y SU RENOVACIÓN 
MEDIANTE CÉLULAS MADRE 


Como ocurre en casi todos los órganos y tejidos, la piel es un conjunto formado por varios d- 
pos celulares distintos. Para deserapeñaz su función básica como barrera, la cubierta exter- 
na de la piel depende de diversas estructuras y células de sosién, muchas de las cuales son 
necesarias también en la mayoría de los demás tejidos, El soporte mecánico que necesita, se 
halla armmplizmente proporcionado por ua entramado de matriz extracelular, segregado so- 
bre todo por los fibroblastos. Necesita la irrigación sanguínea para que transporte nutrientes 
y oxígeno y para que elimine los productos de desecho y el dióxido de carbono, lo que re- 
quiere una red de vasos sanguíneos delimitados por células endoteliales. Dichos vasos tana- 
bién propordonan 


de acceso a las células del sistema inmunitarño para la defensa frente 


ala infección: los macrófagos y las células dendríticas, para legocitarlos patógenos invasores 


En este capítulo 
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celulares diferentes (véase la lista en inglés buscando Molecular Biology of the Cel, Supple- 
ments, en la web www.garlandscience.cora). Estas células colaboran entre sí formando teji- 
dos diferentes, ordenados en el interior de órganos, y desarrollando una amplia variedad de 
funciones. Para comprender su foncionarmiento no es suficiente analizarlas en una placa de 
cultivo: también es necesario saber cómo viven, córno funcionan y cómo mueren en su há- 
bitat natural, el organismo intacto. 

En los Capítulos 7 y 21 se describió cómo los distintos tipos celulares se diferencian en 
el embrión y cómo la memoria celular y las señales emitidas por las células vecinas les per- 
míten seguir siendo diferentes. En el Capítulo 19, se trataron las técnicas de construcción de 
los tejidos phuricelulares, es decir, los mecanismos que mantienen las células unidas. Este 
capítulo se centra en las funciones y las formas de vida de las células especializadas del cuer- 
po adulto de un vertebrado. Describiremos cómo las células funcionan conjuntamente lle- 
vando a cabo sus tareas, cómo nacen las nuevas células especializadas, cómo viven y 
mueren, y cómo se mantiene la arquitectura úe los tejidos a pesar de la constante sustitución 
de las células envejecídas por otras nuevas. 5e analizará con detalle la función que llevan a 
cabo en muchos tejidos las células madre, aquellas células que se especializan en propor- 
cionar a los tejidos un suministro indefinido de nuevas células diferenciadas en el lugar en el 
que se han perdido, se han eliminado o se necesitan en grandes cantidades, 

La exposición de estos temas se acompañará de una sere de ejeraplos; algunos de ellos 
seleccionados por constituir una fiel dustración de los principios generales, otros por ser ob- 
jeto de estudio preferente y otros debido a que plantean misteriosos problemas que la bio- 
logía celular todavía tiene que resolver. Finalmente abordaremos la cuestión que subyace en 
el actual interés por las células rnadres: ¿Cómo podemos utilizar nuestro saber sobre los pro- 
cesos de diferenciación celular y renovación tisular para corregir las lesiones y fallos del 
cuerpo humano que hasta la fecha no han podido ser reparados? 


LA EPIDERMIS Y SU RENOVACIÓN 
MEDIANTE CÉLULAS MADRE 


Como ocurre en casi todos los órganos y tejidos, la piel es un conjunto formado por varios d- 
pos celulares distintos. Para deserapeñaz su función básica como barrera, la cubierta exter- 
na de la piel depende de diversas estructuras y células de sosién, muchas de las cuales son 
necesarias también en la mayoría de los demás tejidos, El soporte mecánico que necesita, se 
halla armmplizmente proporcionado por ua entramado de matriz extracelular, segregado so- 
bre todo por los fibroblastos. Necesita la irrigación sanguínea para que transporte nutrientes 
y oxígeno y para que elimine los productos de desecho y el dióxido de carbono, lo que re- 
quiere una red de vasos sanguíneos delimitados por células endoteliales. Dichos vasos tana- 
bién propordonan 


de acceso a las células del sistema inmunitarño para la defensa frente 


ala infección: los macrófagos y las células dendríticas, para legocitarlos patógenos invasores 


En este capítulo 


LA EPIDERMIS Y SU 1417 
RENOVACIÓN MEDIANTE 
CÉLULAS MADRE 

LOS EPITELIOS 1429 
SENSORIALES 


LAS VÍAS RESPIRATORIAS 1434 
Y EL INTESTINO 


LOS VASOS SANGUÍNEOS, 1445 
LOS VASOS LINFÁTICOS 

Y LAS CÉLULAS 

ENDOTELIALES 


RENOVACIÓN MEDIANTE 1451 
CÉLULAS MADRES 
PLURIPOTENCIALES: 
FORMACIÓN DE CÉLULAS 
SANGUÍNEAS 


GÉNESIS, MODULACIÓN 1463 
Y REGENERACIÓN DEL 
MÚSCULO ESQUELÉTICO 


LOS FIBROBLASTOS Y SUS 1468 
TRANSFORMACIONES: 

LA FAMILIA DE LAS CELULAS 
DEL TEHDO CONJUNTIVO 


INGENIERÍA DE LAS 1477 
CÉLULAS MADRE 


VAV7 


1418 Capítulo 23: Los tejidos especializados, las células madre y la renovación tisular 


(A) 


tejido conjuntivo. 
laxo de la DERMIS. 


nervios sensoriales 


vaso sanguíneo 


tejido conjuntivo 
adiposo de la 
HIPODERMIS 


tejido conjuntivo 
laxo. de la dermis 


Pod Ñ 
| queratinocitos fibra de mastocito linfocito fibroblasto fibra de 
célula pigrmentaria colágena / colágena 
i i fibra elástica 
(melanocito) Es A 
células dendríticas macrófago célula endotelial 


(célula de Langerhans) de un capilar 

y colaborar en la activación de los linfocitos y los propios linfocitos para dar lugar a las res- 
puestas acdaptativas del sistema inmunitario más sofisticadas (tratado en el Capítulo 24). Las 
fibras nerviosas también son necesarias para transmitir información sensorial desde las te- 
jidos hasta el sistema nervioso central y para distribuir señales en sentido opuesto, para la 
secreción de las glándulas y la contracción del músculo liso. 

La Figura 23-1 ilustra la arquitectura de la piel y muestra cómo cumple todos estos re- 
quisitos. Un epitelio, la epidermis, forma la capa externa, que constituye una barrera imper- 
meable que se autorrepara y renueva de forma continua. Por debajo de ella se extiende una 
capa de tejido conjuntivo relativamente gruesa y consistente, que constituye la dermús, rica 
en colágena (de la cual se fabrican las pieles comerciales) y la capa subcutánea subyacente 
de grasa o hipodermis. En la piel, el tejido conjuntivo con los vasos y nervios que lo atravie- 
san, es el responsable de la mayoría de las funciones de soporte a las que nos hemos referi- 
do. Sin embargo, la epidermis es el componente fundamental de la piel, es decir, el tejido 
más característico de este Órgano, aunque no constituye la mayor parte de su volumen. Se 
desarrollan formaciones especializadas de la epidermis, como los pelos, uñas, glándulas se- 
báceas y glándulas sudoríparas (Figura 23-2). La distribución de dichas estructuras y de sus 
patrones característicos de crecimiento y renovación están reguladas por complejos meca- 
nismos. Las regiones de epitelio más o menos grueso y poco especializado que recubren la 
superficie del cuerpo, entre los folículos pilosos y otros apéndices, reciben el nombre de epi- 
dermis interfolicular. Presenta una organización sencilla, y constituye una buena introdue- 
ción a la forma en que los tejidos del organismo adulto se renuevan continuamente. 


Figura 23-2 Polículo piloso y una glándula sebácea asociada. Estas estruciuras 
constituyen especializaciones de la epidermis. El pelo crece desde la papila de la 
base hacía arriba. La glándula sebácea contiene células cargadas de lípidos que 
son segregados manteniendo el pelo lubríficado. La estructura completa sigue 
crecimiento, regresión icuando se ae el pelo) y reconstrucción, 

enel resto de la epidermis, su crecimiento y reconstrucción en cada 
epende de las células madre. Justo debajo de la glándula sebácea, un 
ansiderable de células madre (rajo), en lorma de abultamiento, 

llegar a formar tanto folículos pilosos como epidermis interfoficular. 
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Figura 23-1 Piel de mamífero. (4) Estos 
esquemas muestran la arquitectura celutar 
de la piel gruesa. (8) Microfotografía de 

una sección transversal de la planta del pie 
(humano), teñida con hematoxilina y eosina, 
La piel puede considerarse como un gran 
órgano constituido por dos tipos principales 
de tejidos: la epidermis y el tejido conjuntivo 
subyacente, que consiste en la dermis y la 
hipodermis. Cada tejido está compuesto 

por varias clases distintas de células. 

Una gran cantidad de vasos sanguíneos 

y nervios abastecen la dermis y la 
hipodermis. Algunas fibras nerviosas 

se extienden por la epidermis, 


tallo del glándula 
pelo-7 4 sebácea 
células 


madre en el 
abiltamiento 


tejido conjuntivo 


-papila dérmica 
itefido conjuntivo) 


LA EPIDERMIS Y SU RENOVACIÓN MEDIANTE CÉLULAS MADRE 


escama 


de la superficie 


escamas 


a capa 
Es de células 
granulares 
capa 
de células 
SE 1 espinosas 


EPIDERMIS 


E: capa 

S E de células 
TR basales 
lámina 


basal 


DERMIS 


tejido 
Ñ conjuntivo 
de la dermis 


30 um célula basal pasando célula basa) en división 


hacia la capa espinosa 
de la epidermis 


Las células epidérmicas forman una barrera impermeable 
de varias capas 


La epidermis interfolicular es un epitelio de varias capas de células (pluriestratificado) corm- 
puesto mayontariamente por queratinocitos (denominados así porque su principal activi- 
dad es la síntesis de las proteínas queratinas, que forman los filamentos intermedios y que 
proporcionan a la epidermis su dureza) (Figura 23-3) Estas células varían de aspecto de una 
capa a Otra, Las de la capa más interna, adheridas a la lámina basal subyacente, se denomi- 
nan células basales, y habitualmente son las únicas que se dividen. Por encima de las células 
basales se encuentran varias capas de grandes células espinosas (Figura 23-4), cuyos nume- 
rosos desmosornas los lugares de adhesión de los haces de filamentos de queratina— sólo 
son visibles con el microscopio óptico como finas espinas en la periferia de la superficie ce- 
lular (de ahí el nombre de las células). Junto a las céhulas espinosas se halla otra fina capa de 
células granulares intensamente teñidas [véase Figura 23-3). A este nivel las células se en- 
cuentran unidas con fuerza entre sí formando una barrera impermeable. Ratones que debi- 
do a alteraciones genéticas no llegan a formar esta barrera impermeable, mueren poco 
después de nacer debido a una rápida pérdida de fluido, a pesar de que su piel tiene un as- 
pecto normal desde otros puntos de vista. 

La capa granular, que es la barrera al desplazamiento del agua y de solutos, marca el lí- 
mite entre el estrato interno, metabólicamente activo, y la capa externa de la epidezrmis, Íor- 
mada por células muertas cuyos orgánulos intracelulares han desaparecido, Estas células 
más externas se hallan reducidas a lárninas aplanadas, o escamas, erbebidas en queratina 
densamente empaqguetada. La cara citoplasmática de la membrana plasmática, tanto de las 
escamas como de las células granulares exteriores, está reforzada por una capa de proteínas 
fina (2 nm), dura y entrecruzada, que contiene involucrina, una proteína citoplasmática. 
Por lo general, las escamas están tan comprimidas y son tan finas que con el microscopio 
electrónico resulta difícil reconocer los límites de cada una de ellas. Sin embargo, empapán- 
dolas en una solución de hidróxido sódico (o en un baño templado en un tubo) se hinchan 
de forma progresiva y se pueden observar sus bordes (véase la Figura 23-3). 


A medida que van madurando, las células epidérmicas en 
diferenciación expresan una secuencia de genes diferentes 


Si se pasa de la imagen estática funcional a un punto de vista dináxnico, donde la epidermis 
se renueva continuamente, se puede observar que míeatras algunas cébulas basales se divi- 


desprendiéndose 


queratinizadas 
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Figura 23-3 Estructura pluriestratificada 
de la epidermis, tal como se observa 

en un ratón. Se pueden visualizar los 
contornos de las escamas queratinizadas 
hinchándolas con una solución de hidróxido 
sódico. La disposición hexagonal muy 
ordenada, de columnas de células 
entrelazadas que aquí se presentan, súlo se 
encuentra en algunos lugares en los que la 
epidermis es delgada. En la piel humana, 
normalmente la pila de escamas es mucho 
mayor y menos regular, y en los lugares en 
los que la piel es muy gruesa, las células 
mitóticas no sóla se observan en la capa 
basal sino también en las primeras capas de 
células por encima de ella, Además de las 
células destinadas a la queratinización, las 
capas profundas de la epidermis incluyen 
pequeñas cantidades de células distintas, tal 
coma se indicaba en la Figura 231, incluidas 
las células dendríticas, denominadas células 
de Langerhans, procedentes de la médula 
ósea; los melanocitos (células pigmentadas), 
que tíenen su origen en la cresta neural, y las 
células de Merkel, que están asociadas con 
las terminaciones nerviosas de la epidermis. 


filamentos de queratina 


desmosoma que conecta 
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Figura 234 Una célula espinosa. 

Esquerna de una electromicrografía de una 
sección de la epidermis, mostrando los haces 
de filamentos de queratina que atraviesan el 
citoplasma y se insertan en los desmosomas 
que unen las células espinosas (en rojo) entre 
sí, Los nutrientes y el agua difunden con 
facilidad por los espacios intercelulares de las 
capas de epidermis metabólicamente activas 
que ocupan las células espinosas. Además, 
en el nivel de las células granlares, hay una 
barrera impermeable que se cree que está 
formada por un material cerpentante que 
segregan las células granulases. (De RV, 
Kisti?, Ulrrastcacture ofthe Manimalian Cell: 
an Atlas. Berlin: Springer Verlag, 1979.) 
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den, incorporándose a la población celular de la capa basal, otras (sus hermanas o primas) 
salen de la capa celular basal y entran en la capa de células espinosas; se trata del primer pa- 
so de su desplazamiento ascendente. Cuando alcanzan la capa granular, las células empie- 
zan a perder sus núcleos y orgánulos citoplasmáticos, mediante un mecanismo degradativo 
que implica una activación parcial de la maquinaria de la apoptosis; de este modo, las célu- 
las se transforman en escamas queratinizadas de la capa queratinizada. Finalmente dichas 
células se descaman en la superficie de la piel (y son arrastradas en forma de polvo por el ai- 
re). El intervalo de tiempo que transcurre desde el momento en que se forma una célula en la 
capa basal de la piel humana, hasta que se pierde por desprendimiento de la superficie, es del 
orden de un mes, variable según la región del cuerpo de que se trate. 

A medida que el nuevo gueratinocito de la capa basal se va transformando en la escama 
de las capas más externas (véase Figura 23-4), pasa a través de una secuencia de distintos es- 
tadios de la expresión génica, sintetizándose una sucesión de distintos componentes de la fa- 
milia de las queratinas. Simultáneamente, también empieza a sintetizarse otra de las proteínas 
características, como es la involucrina, como parte de un programa coordinado de diferen- 
ciación celular terminal -proceso por el que un precursor celular adquiere sus características 
especializadas definitivas y por lo general deja de forma permanente de dividirse. El programa 
completo se inicia en la capa basal, Es en esta zona donde se decide el destino de las células. 


Las células madre de la capa basal permiten la renovación 
de la epidermis 


En el hombre, las capas más externas de la epidermis se renuevan unas mil veces en el trans- 
curso de la vida. En la capa basal tiene que haber células que puedan permanecer indiferen- 
ciadas y que puedan dividirse a lo largo de todo este tiempo, produciendo de forma continua 
descendientes destinados a la diferenciación, que abandonen la capa basal y finalmente se 
desprendan. El proceso sólo puede mantenerse si la población de células basales se auto- 
rrenueva. Por lo tanto debe contener algunas células que generen una descendencia mixta, 
incluyendo células hijas que permanezcan indiferenciadas como las células progenitoras y 
células hijas que se diferencien. Las células que poseen esta propiedad se denominan célu- 
las madre. Ejercen un papel tan importante en gran diversidad de tejidos que resulta útil 
disponer de una definición formal. 
Las propiedades que definen una célula madre son las siguientes: 


1. Nose diferencia de forma terminal (no se halla al final de una vía de diferenciación). 
2. Puede dividirse sin límite (o por lo menos durante toda la vida del animal). 


3. Cuando se divide, cada célula hija tiene una opción: puede permanecer como céhila 
madre o puede emprender un trayecto que determina su diferenciación terminal 
(Figura 23-35). 

Las células madre se requieren allí donde haya que reemplazar constantemente células 
diferenciadas que no pueden dividirse. La propia célula madre debe ser capaz de dividirse 
esto forma parte de la definición pero conviene resaltar que esta división no tiene por qué 
ser rápida; en realidad, por lo general las células madre se dividen lentamente. 

La necesidad de células madre aparece en muchos tejidos distintos, Así pues, las células 
madre son muy distintas, especializadas en la génesis de distintas clases de células diferen- 
ciadas terminalmente: células madre epidérmicas en la epidermis, células madre intestinales 
en el epitelio intestinal, células madre hematopoyéticas en la sangre, etcétera. Sin embargo 


cada sistema de células madre plantea las mismas cuestiones fundamentales. ¿Cuáles son los * 


rasgos diferenciales de las células madre en términos moleculares? ¿Qué factores determinan 
sila célula madre se divide o permanece quiescente? ¿Qué determina si una célula hija se di- 
ferencia o permanece como una célula madre? Y, por último, en los casos en los que la célula 
madre puede dar lugar a más de un tipo de célula diferenciada —<como sucede a menudo— 
¿qué es lo que determina la vía de diferenciación a seguir? 


Las dos células hijas de una célula madre no siempre tienen 
que llegar a ser distintas 


En una sinación de estado estacionario, para mantener una población estable de células 
raadre, en cada generación celular exactamente el 50% de cébalas hijas procedentes de céla- 
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Figura 23-5 La definición de tina célula 
madre. Cada célula hija producida por la 
división de una célula madre puede seguir 
siendo una célula madre o puede llegar a 
diferenciarse de forma terminal. En muchos 
casos, la célula hija que opta por la 
diferenciación terminal sufre divisiones 

cel 


la Giferendación terminal. 
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las madre deben permanecer como células madre. En principio, esto debería lograrse de dos 
formas: mediante asimetría ambiental o mediante asimetría divisional (Figura 22-6). En la 
primera estrategia, la división de una célula madre debería generar dos células hijas inicial- 
mente similares, pero cuyos destinos serían regidos por su entorno correspondiente; el 50% 
de la población de células hijas permanecería corno células madre, pero podría darse el caso 
que a menudo las dos células hijas de una célula madre determinada, podrían tener el mismo 
destino. En el extremo opuesto, la división de cada célula madre siempre sería asimétrica, de 
forma que produciría una célula hija que heredase el carácter de célula madre y otra que he- 
redase factores que la obligasen a seguir la vía de la diferenciación. Los neuroblastos del sis- 
tema nervioso central de Drosophila, estudiados en el Capítido 22, constituyen ua ejemplo de 
células que presentan esta asimetría divisional Sin embargo, en su sentido más estricto, esta 
estrategia tiene una desventaja: significa que las células madre existentes nunca pueden au- 
mentar de número y cualquier pérdida de células madre es irreparable, a menos que se pro- 
duzca la incorporación de algún otro tipo celular que se convierta en célula madre. La 
estrategia de control mediante la asimetría ambiental es más flexible. 

En realidad, si se destruye un fragmento de epidermis, la lesión se repara mediante las 
células epidérmicas de los alrededores, que proliferan recubriendo el área descubierta. Así 
se establece un nuevo fragmento reparado de epidermis, lo que implica que se han genera- 
do células madre adicionales. Estas células tenen que ser producidas mediante divisiones 
simétricas en las que una célula madre da lugar a otras dos células madre. De esta forma, la 
población de células madre ajusta su número total y ocupa el nicho disponible. 

Este tipo de observaciones sugiere que el mantenimiento del carácter de céhilda madre 
enla epidermis debe ser controlado mediante el contacto con la lámina basal, de forma que 
tina pérdida de contacto desencadena el inicio de la diferenciación terminal y el manteni- 
roiento del contacto tiende a preservar el potencial de célula madre, Esta idea contiene algo 
de verdad, pero no la verdad corapleta. Tal corno se explicará a continuación, no todas las cé- 
lulas de la capa basal poseen la capacidad de funcionar corao células madre. 


La capa basal contiene tanto las células madre como 
las células armplificadoras transitorias 


Los queratinocitos basales pueden disociarse a partir de la epidermis intacta y proliferar en 
una placa de cultivo, dando lugar a nuevas células basales y a células diferenciadas de forma 
terminal. incluso en una población de queratinocitos basales en cultivo en la que todos pa- 
recen ser indiferenciados, se da una armplia variación en la capacidad de proliferación de ca- 


, se observa que algunas perecen totalmente 
incapaces de dividirse, otras sólo realizan unos cuantos ciclos de división y después se de- 
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Figura 23-6 Dos maneras de producir 
células hijas con destinos diferentes a partir 
de una célula madre. En la estrategia basada 
en la asimetría ambiental, las células hijas de 
sna célula madre inicialmente son parecidas, 
pero se dirigen por dos caminos distintos 
según las influencias medioamblentales que 
actúan sobre ellas después de su nacimiento. 
El ambiente aparece sombreado alrededor 
de la célula, Con esta estrategia, el número de 
células madre puede aumentar o disminuir, 
ajustándose al nicho que tienen disponible. 
En la estrategia basada en la asimétrica 
divisional, la célula madre tiene una asimetría 
interna y se divide de tal manera que sus dos 
células hija ya están determinadas de forma 
diferente en el momento de su nacimiento. 
En algunos casos, las células hijas pueden 
elegir al azar entre destinos alternativos, 
pero con una probabilidad definida, como 

a cara o cnaz, reflejando la variabilidad 
intrínseca o el “ruido” en todos los 

sistemas de control genético (descritos 

en el Capítulo 7). 


1422 — Capítulo 23: Los tejidos especializados, las células madre y la renovación tisular 


tienen y otras se dividen el número suficiente de veces para formar grandes colonias. Este 
potencial proliferativo se correlaciona de forma directa con la expresión de la subunidad $1 
de las integrinas, que actúan en la adhesión a la lámina basal, También se hallan grupos de 
células con niveles elevados de dicha molécula en la capa basal de la epidermis humana 
intacta y se cree que contienen las células madre (Figura 237). Todavía no se dispone de 
marcadores especificos para células madre y' no comprendemos qué es lo que define esen- 
cialmente en términos moleculares el estado de células madre. Se trata de uno de los pro- 
blemas clave de la biología de las células madre y se seguirá tratando de ello en las últimas 
secciones del capítulo, 

De manera paradójica, parece que muchas, sí no todas, las células epidérmicas que 
producen grandes colonias en los cultivos son células que, por norma, raras veces se divi- 
den. Una evidencia en este sentido deriva de los experimentos en los que se aplica un pul- 
so de un análogo de la timidina, la bromodeoxiuridina (BrdU) a un animal joven (en el que 
la epidermis está creciendo rápido) o a un animal adulto, en ambos casos después de una 
lesión que provoque una rápida reparación. Transciuridos unos cuantos días o semanas, 
se fija el tejido y se tiñe cou un anticuerpo que reconoce el DNA al que se ha incorporado la 
BrdU. Todas aquellas células que se encontraban en la fase S en el momento del puiso ini- 
cial han captado la BrdU. Como se podría esperar que la BrdU se diluyera a la mitad en ca- 
da división celular, todas aquellas células que permanecen intensamente marcadas en el 
momento de la fijación indican que han sufrido pocas o ninguna división desde la duplica- 
ción de su DNA en el momento del pulso, Estas células conservadoras de marca pueden dis- 
persarse entre las células no marcadas o débilmente marcadas de la capa basal de la 
epidermis, incluso después de un intervalo de varios meses, y puede observarse un núme- 
ro elevado de las mismas en los folículos pilosos, en una región denominada el abulta- 
miento (véase Figura 23-2). Este ingenioso método de marcaje indica que las células 
conservadoras de marca, por lo menos en el folículo piloso, realmente son células madre: 
cuando se reanuda un nuevo ciclo de crecimiento de un pelo después de que se haya des- 
prendido un pelo antiguo, finalmente las células conservadoras de marca del abultamien- 
to se dividen y contribuyen así a la regeneración del folículo piloso. Aunque no es 
totalmente cierto que todas las células madre del folículo piloso tengan este carácter con- 
servador de marca, algunas de ellas claramente sí que lo tienen, y esto mismo parece ser 
cierto para las células madre de la epidermis interfolicuar. Además, las células basales que 
expresan la integrina fl en grandes cantidades -las células que pueden generar grandes 
colonias en cultivo- pocas veces se dividen. 

Mezcladas con dichas células, existen otras que se dividen con mayor frecuencia, pero 
sólo durante un número limitado de ciclos de división, después de abandonar la capa basal 


Figura 23-7 Distribución de células 
madre en la epidermis humana y modela 
de producción de células epidérmicas. El 
diagrama se basa en muestras en las cuales 
la localización de las células madre fue 
identificada mediante una tinción de la 
integrina B1 y la de las células diferenciadas 
mediante una tinción de la queratina-10, un 
marcador de diferenciación del queratinocito; 
las células en división se identificaron 
mediante un marcaje con BrdU, un análogo 
de ta tiímidina que se incorpora a las celulas 
durante la fase S del ciclo de división celular. 
Las células madre parecen agruparse cerca 
de los extremos de las papilas dérmicaz. En 
pocas ocasiones se dividen, lo cisal da hagar 
la través de desplazamientos laterales) a las 
células armplificadoras transitorias, que 
ocupan las zonas intermedias, A menudo, las 
células amplificadoras transkorias se dividen, 
pero durante un número limitado de ciclos 
y ERIN de división, al final de los cuales empiezan a 
células amplificadoras EPA diferenciarse y se desplazan hacía afuera 
Hansitontaes e de la capa basal, La distribucdón precisa de las 
cólulas madre cambia de una zona de la 
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| célula madre Figura 23-38 Células amplificadoras 

| transitorias. En muchos tejidos las células 
madre no se dividen casi nunca, pero dan 
lugar a fas células amplificadoras transitorias. 
células hijas comprometidas a diferenciarse, 
que atraviesan una sucesión limitada de 
divisiones más rápidas antes de terminar 

el proceso. En el ejemplo presentado, cada 
división de la célula madre da lugar a ocho 
células descendientes de forma terminal. 
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y diferenciarse, Estas últimas células se denominan células amplificadoras transitorias, Se 
j denorninan “transitorias” debido a que se encuentran en tránsito desde un carácter de célu- 
la madre a un carácter de célula diferenciada, y “amplificadoras” porque los ciclos de divi- 
sión ejercen un efecto de amplificación en el número de la progenie diferenciada resultante 
de una sola división de una célula madre (Figura 23-8). De este modo, una pequeña pobla- 
ción de células madre que se dividen sólo raras veces puede generar un suministro abun- 
dante de nuevas células diferenciadas. 


Las divisiones amplificadoras transitorias forman parte 
de la estrategia de control del crecimiento 


Las células amplificadoras transitorias constituyen una característica común de todos los 
sistemas de células madre. Esto implica que en la mayor parte de tales sistemas existen unas 
cuantas células madre verdaderas, que se hallan mezcladas con un número mucho mayor 
de células progenitoras que solamente presenten una capacidad limitada para dividirse. Tal 
como se trató en el Capítulo 20, parece que sucede lo mismo no sólo en los tejidos con auto- 
¿ renovación normal, sino también en muchos tipos de cáncer, en los que una pequeña pro- 
: porción de la población de células tumorales son capaces de funcionar como células madre 
a cancerígenas. ¿Por qué ocurre asi? Hay varias respuestas, pero una parte de la explicación 
reside posiblemente en una estrategia que consiste en que los grandes organismos plurice- 
lulares (como los mamiferos) conuolan las dimensiones de sus poblaciones celulares. 

La mayoría de las proporciones de las partes del cuerpo quedan determinadas durante 
una lase temprana del desarrollo, mediante señales que actúan en su mayoría a distancias 
de varios centenares de veces el diámetro celular: de esta forma queda delimitado un pe- 
queño rudimento o población celular fundadora. Las poblaciones celulares fundadoras tie- 
nen que crecer, pero-por lo menos en los mamníferos- sólo hasta un cierto lírmite definido, y 
una vez alcanzado tienen que parar de crecer. 

En el organismo adulro, una vez detenido el crecimiento en un temaño determinado, 
funcionan señales de retroalimentación a distancias mucho mayores; este tipo de señales 
desermpeñan un papel importante en el control del crecimiento en algunos tejidos. Sin em- 
bargo, otra estrategia consiste en dotar a cada célula fundadora de un programa interno de 
funcionamiento que le permita dividirse un número limitado de veces y detenerse. De esta 
forma, durante el desavrollo las señales de corto alcance pueden definir el tamaño final de 
grandes estructuras (Figura 23-9). Pero si ésta es la estrategia, ¿cómo pueden renovarse con- 
tinuamente los tejidos adultos? Una solución consiste en especificar a las células fundadoras 
como células madre, para que sean capaces de continuar dividiéndose de forma indefinida: 
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las poblaciones de células madre fundadoras 
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generar y renovar una gran estructura adulta 


en cada división se producirá una célula hija que permanecerá corno célula madre y otra 
que será programada para seguir un número limitado de divisiones amplificadoras transito- 
rias hasta que se detenga. 

Por supuesto esta es una explicación muy simplificada e incompleta del control del cre- 
cimiento y la renovación tisular, pero contribuye a explicar por qué células programadas pa- 
ra seguir largas secuencias de divisiones celulares, que luego se detienen, constituyen un 
rasgo común en el desarrollo animal y por qué la renovación tisular mediante células madre 
implica divisiones amplificadoras transitorias, 


Las células madre de algunos tejidos conservan hebras 
del DNA inicial 


Parece que las células madre de muchos tejidos son células conservadoras de marca. Tal co- 
rao se ha descrito, se da por supuesto que una vez las células han incorporado un trazador 
como la BrdU en su DNA durante un intervalo de exposición, las células madre se dividen 
muy pocas veces, de forma que la marca se diluye lentamente con el DNA recién sintetizado, 
Sin embargo, existe otra interpretación posible: sin tener en cuenta si las células se dividen 
de forma rápida o lenta, las células madre podrían segregar sus hebras de DNA de forma asi- 
métrica, de modo que en cada división, y para cada cromosoma, la hebra de DNA que se ha- 
bía marcado inicialmente queda retenida en la célula hija que continua como célula madre, 
Posiblemente, dicha hebra inicial tiene adquirir algún tipo de marca especial, que la señala 


como una hebra de célula madre, asegurando así una segregación asimétrica en la célula bi- 


ja que continúa como célula madre (véase Figura 23-46), junto con todas las hebras de DNA 
mercadas de forma similar de los demás cromosomas; de este modo, las hebras antiguas 
marcadas podrían ser retenidas en las células riadre de generación en generación. Por ejern- 
plo, la marca podría adoptar la forma de alguna proteína específica del cinetocoro, que per- 
manece asociada con la antigua hebra de DNA en el centrómero de cada cromosoraa 
durante la replicación del DMA y después adopta algún tipo de asimetría en el huso mitód- 
co asegurando que la célula hija reciba todos los cromosomas que llevan la marca. En cada 
generación de células madre, las misrnas hebras de DNA iniciales marcadas podrían servir 
de molde para la producción de nuevos grupos de hebras de DNA que serían transferidas a 
las células amplificadoras transitorias durante la siguiente generación (Figura 23-10). 
Esta hipótesis sobre la “hebra inmortal” puede parecer difícil de asumir, ya que no se 
ha identificado aún ningún mecanismo de marcaje y segregación de hebras individuales de 
DNA de este tipo. Todavía hacen falta más evidencias que validen corno correcta la hipótesis 
de la hebra inmortal. El músculo (se describe más adelante en este capítulo) construye un 
buen ejemplo. Cuando se administra BrdU durante uo intervalo de formación de células 
madre musculares y se observan sus procesos de división y proliferació 


pequeños clones de células, o parejas de células hermanas, en las que la marca de 
concentra en una sola célula, aun cuando todas las céhilas coraparten un origen comúa a 
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Figura 23-9 Una forma de definir el tamaño 
de un gran órgano. En el embrión, las señales 
de corto alcance determinan pequeños 
grupos de células como fundadoras de 
distintas poblaciones celulares. De este 
mado, cada célula fundadora puede estar 
programada para dividirse un determinado 
número de veces, dando lugar a un gran 
conjunto de cálulas en el adulto, Si el órgano 
adulto tiene que renovarse, manteniendo 

su propio tamaño, las células fundadoras 58 
pueden programar para dividirse como 
células madre, produciendo en cada 

división un prornedio de una célula hija 

que permanece como célula madre y otra 
que está programada para seguir una serle 
de divisiones amplificadoras transitorias. 
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partir de una única célula antecesora que había quedado marcada inicialmente. Se han des- 
crito observaciones similares en estudios sobre otros tipos de células madre y, lo que es más 
importante, no se ha detectado este comportamiento en poblaciones celulares que no po- 
seen células madre. La hipótesis de la hebra inmortal podría explicar no sólo por qué las cél- 
las madre conservan indefinidamente el DNA marcado, sino que también implica que la 
división asimétrica es una característica fundamental de las células madre, con el corolario 
de que cualquier aumento del número de células madre requiere condiciones especiales pa- 
ra conferir la marca de inmortalidad en las hebras de DINA que se sintetizan de nuevo. La hi- 
pótesis de la hebra inmortal se propuso inicialmente en la década de 1970 como un 
mecanismo utilizado por las células rmadre para evitar la acumulación de mutaciones in- 
ductoras de cáncer durante la replicación del DNA. Uno de sus beneficios podría ser la re- 
ducción del riesgo de cáncer. 


Cuando se necesitan nuevas células con urgencia, 
la velocidad de división de las células madre 
puede aumentar considerablemente 


Cualquiera que sea el mecanismo de riantenimiento de las células madre, la utilización de 
divisiones araplificadoras transitorias aporta ciertos beneficios. Primero, esto significa que el 
número de células madre puede ser reducido y su velocidad de división puede disminuir, 
incluso cuando tengan que formarse células diferenciadas terminales en grandes cantida- 
des. Este hecho reduce tna acumulación excesiva de alteraciones genéticas, ya que la mayor 
parte de mutaciones tienen hogar durante la replicación del DNA y la mitosis, y las rmutacio- 
nes que se dan en células distintas de las célidas madre se eliminan durante la renovación de 
los tejidos. De este modo la posibilidad de cáncer queda reducida. Sila hipótesis de la hebra 
icmortal es correcta, de forma que las células madre siempre conservan los moldes de las 
hebras de DIVA inmortales, el riesgo se reduce más todavía, ya que la mayor parte de la se- 
cuencia de errores introducidos durante la replicación del DINA se hallará en las hebras 
recién sintetizadas, que serán eliminadas finalmente en las cébalas madre. : 

En segundo lugar, y quizás lo más importante, 1m Índice bajo de divisiones de céhuas 
readre en circunstencias normales puede dar paso a un aumento espectacular cuendo se da 
una necesidad urgente, por ejeraplo, en la reparación de heridas. En este caso, las células 
imadre pueden ser estrauledas a dividirse con rapidez y los ciclos de división adicionales 


pueden araplificar la reserva de células madre y aumentar de forma considerable la produc- 
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Figura 23-10 La hipótesis de la hebra 
inmortal. (A) Evidencias experimentales, Se 
han introducido células madre del músculo 
esquelético (de la población de células satólite 
musculares) en un cultivo dejando que se 
dividan durante 4 días en presencia de BrdU 
para marcar las hebras de DNA de nueva 
sintesis. Después se han dejado dividir ias 
células durante 1 día en ausencia de BrdU. 
Las micrografías muestran un par de células 
hermanas ai final de este proceso y sólo 

una ha incorporado la BrdU, Este hecho 
implica que todas las hebras de DNA de los 
cromosomas que se han sintetizado durante 
las divisiones celulares, transcurridas en 
presencia de la BrdU, las ha heredado una sola 
célula, mientras que todas las hebras de DNA 
preexistentes o síntetizadas después, las ha 
heredado la otra célula, Este mecanismo 
mediante el cual las hebras de ONA antiguas 
y nuevas se localizan de forrna asimétrica en 
distintas células hijas, se ha observado sólo 
en poblaciones celulares que tenen células 
madre, (8) El patrón de herencia de las hebras 
de ONA en células madre según la hipótesis 
de la hebra inmoral Una hebra de cada 
cromosoma de la cétala rpadre queda 
marcada de algún modo como hebra 
incnortal y es retenida porla célula hífa que se 
comporta como célula madre, (C) Esta hebra 
de DONA inicial permanece disponible durante 
las siquientes generaciones de células madre 
y actúa corno molde en la formación de 
cromosomas de las células amplificadoras 
transitorias. (A, de Y, Shínin, E. Gayraud-Morel, 
D, Gornés y 5. Tajpakhsh, Nat Cell Biol 3: 
677-687, 2006, Con autorización de 
Macmillen Publishers Lid.) 
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ción de células comprometidas hacia la diferenciación terminal Así, por ejemplo, cuando se 
produce una incisión en un fragmento de piel con pelos, las células madre que se dividen 
lentamente en la región del bulbo de los folículos pilosos supervivientes próximos a la heri- 
da se activan hacia una rápida proliferación y algunas de las células derivadas se convierten 
en nuevas células madre para formar nueva epidermis interfolicular que cubrirá la zona he- 
rida de la superficie del cuerpo. 


Muchas señales que interaccionan entre sí dirigen la renovación 
de la epidermis 


En la epidermis, la renovación celular parece una cuestión sencilla a primera vista, pero tal 
como acabamos de ver, esta sencillez es engañosa. Deben controlarse muchos aspectos del 
proceso de acuerdo con las circunstancias. La velocidad de división de las células madre, la 
probabilidad de que una célula hija con características de célula madre pueda permanecer 
corno tal, el número de divisiones celulares de las células amplificadoras transitorias, el cro- 
nometraje de la salida de la capa basal y el tiempo que tarda la célula en completar su progra- 
ma de diferenciación y desprenderse de la superficie. La regulación de estas etapas conferirá 
ala epidermis la capacidad de responder al rozamiento contra superficies rugosas, volvién- 
dose gruesa y áspera, y la capacidad de reparar por sí misma las heridas. En regiones espe- 
cializadas de la epidermis, como las que forman los folículos pilosos, en las que existen 
subtipos especializados de céhilas madre, todavía son necesarios más controles, 

Cada uno de los puntos de control tiene su importancia y se necesitan numerosas se- 
ñales moleculares para regularlos, de forma que la superficie del cuerpo se mantenga siern- 
pre recubierta de manera apropiada. Tal como se explicó anteriormente, una influencia 
importante es el contacto con la lámina basal, señalizada a través de integrinas en la mern- 
brana plasmática de las células. Si se mantienen en suspensión queratinocitos procedentes 
de un cultivo, en lugar de empezar a adherirse al fondo de la placa, dejan de dividirse y se di- 
ferencian. Parece que para permanecer como célula epidérmica, es necesario (aunque no 
suficiente) adherirse a la lárnina basal o a otra matriz extracelular. Este requisito contribuye 
a asegurar que el tamaño de la población de células madre no aumenta sin límite. Si se des- 
plazan de su nicho habitual hacia la lámina basal, las células pierden su carácter de células 
madre. Cuando se rompe esta regla, como en algunos tipos de cáncer, el resultado puede ser 
un tumor en continuo crecimiento. 

Tanto en la señalización entre las células dentro de la propia epidermis, como en la 
señalización entre la epidermis y la dermis se hallan implicados la mayor parte de los meca- 
nismos de cormunicación celular descritos en el Capitulo 15, Participan las vías de señaliza- 
ción de EGF FGE Wat, Hedgehog, Notch, BMP/TGFB y de las integrinas (lo cual, como se 
tratará más adelante, termmbién ocurre en la mayor parte de los tejidos). Por ejeraplo, una so- 


breactivación de la vía Hedgehog puede provocar que las células epidérmicas sigan divi- 


diéndose una vez hayan abandonado la capa basal, y las mutaciones en los componentes de 
esta vía son responsables de muchos tipos de cáncer epidérmico. Al mismo tiermpa, la seña- 
lización Hedgehog contribuye a seguir la opción de la vía diferenciada: una deficiencia en la 
señalización Hedgehog provoca la pérdida de glándulas sebáceas, mientras que Un exceso 
puede provocar un desarrollo de dichas glándulas en zonas donde munca se habían forma- 
do. De forma parecida, la pérdida de la señalización Wnt provoca el bloqueo del desarrollo 
del folículo piloso, mientras que una activación excesiva de esta vía conduce a la formación 
y crecimiento en exceso de dichos folículos dando lugar a tumores. 

Por el contrario, la señalización Notch parece restringir el tamaño de la población de 
células madre, inhibiendo a las células adyacentes de células madre a que permanezcan 
como células madre e induciéndolas a convertirse en células aroplificadoras transitorias. El 
TGFB representa una función esencial en la señalización de la dermis, durante la reparación 
de las heridas cutáneas, y favorece la formación del tejido cicatricial rico en colágena. Las 
funciones exactas de cada uno de los distintos mecanismos de señalización en la epidermis 
solamente están empezando a clarificarse. 


La glándula mamaria experimenta ciclos de desarrollo y regresión 


En regiones especializadas de la superficie del cuerpo, a partir de la epidermis embrionaria, 
se desarrollan varios pos de céhadas. Concretamente, diferentes secreciones tales como el 
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sudor, las lágrimas, la saliva y la leche se producen en células situadas en glándulas profun- 
das, que se originan como invaginaciones de la epidermis. Dichas estructuras epiteliales tie- 
nen patrones de renovación distintos a los de las regiones queratinizadas. 

La glándula mamaria es las más grande y excepcional de los órganos de secreción. 
Constituye una característica esencial de los maxmniferos y resulta importante desde muchos 
puntos de vista: no sólo en lo que se refiere ala alimentación de los bebés sino también co- 
mo elemento básico de una gran industria la industia láctica— y como la zona de algunas 
de las formas de cáncer más comunes. El tejido mamario lustra de manera relevante el he- 
cho de que los procesos de desarrollo contimían en el individuo adulto, y muestra cómo la 
muerte celular por apoptosis permite ciclos de crecimiento y regresión. 

La producción de leche debe iniciarse cuando ha nacido un bebé y debe terminar cuan- 
do éste es destetado. Durante el embarazo, se generan las células productoras de la fabrica- 
ción de la leche; en el momento del destete, se destruyen. Una glándula mamaria adulta “en 
reposo” está formada por un sisterna ramificado de conductos excretores rodeados de tejido 
adiposo; éstos constituyen la futura red de conductos que transportan la leche hasta el pe- 
zón. Los conducios están revestidos por un epitelio que contiene una subpoblación de célu- 
las madre de glándula mamaria. Estas células madre pueden identúficarse mediante un test 
funcional, en el que se disocian las células del tejido mamario, se separan según los marca- 
dores de superficie que expresan y se vuelven a ransplantar en un tejido huésped apropia- 
do (un sustrato de grasa mamaria). Este experimento demuestra que una pequeña parte del 
total de células epiteliales posee un potencial de cétulas madre. Considerando una propor 
ción de una de cada 5000 células del total de la población epitelial mamaría, y una mayor 
concentración en una población que exprese determinados marcadores, una sola de estas 
células puede proliferar de forma indefinida y dar lugar a una glándula mamaria completa 
con todos los tipos de células epiteliales. Esta glándula reconstituida es capaz de desarrollar 
por completo el programa de diferenciación necesañío para la producción de leche. Coma 
primer paseo en la producción de leche, las hormonas estergideas que circulan por la sangre 
durante el embarazo (estrógenos y progesterona) hacen que las células de los conductos 
proliferen, aumentando en número varios cientos de veces. Las porciones terminales de los 
conductos crecen y se ramifican, formando pequeñas bolsas dilatadas, o alvéolos, que con- 
tiene células secretoras (Figura 23-11), mediante ua proceso que depende de la activación 


local de la vía de señaliza 


in Wat La secreción de leche se inicia sólo cuando, tr 
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Figura 23-11 La glándula mamaria. 

(A) Crecimiento de los alvéolos a partir de los 
conductos de la glándula mamaria durante el 
embarazo y la lactancia. Sólo se muestra una 
pequeña parte de la glándula. La glándula “en 
estado de reposo” contiene una pequeña 
cantidad de tejido glanduiar inactivo envuelto 
por una gran cantidad de tejido conjuntivo 
adiposo. Durante el embarazo tiene lugar una 
intensa proliferación del tejido glandular a 
expensas del tejido conjuntivo adiposo y 

se desarrollan porciones secretoras de la 
alándula que generan alvéolos. (8) Uno de los 
alvéolos de la glándula mamaria secretores de 
leche con una red de células ruioepiteliales 
contráctiles iverde) a su alrededor (véanse 
también la Figura 23-47 Ej. (C) Una única clase 
de célutas afveolares secretoras producen 
tanto las proteínas como la grasa de la leche. 
Las proteínas se segregan por exocditosis, 
mientras que la grasa se libera en forma de 
gotitas rodeadas de membrana plasmática 
que se desprenden de la célula, (B, según 
R.Krstic, Die Gewebe des Menschen und der 
S3ugetierea. Berlin: Springer-Verag, 1978: €, de 
CA Farercett, ATextbook of Histology, 12,2 ed, 
Nueva Yorke Chapenan and Hall, 1994.) 
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miento del bebé, dichas células son estimuladas por distintas combinaciones de hormonas 
circulantes de la madre, especialmente prolactina de la glándula pituitaria. La prolactina se 
une a los receptores de superficie de las células epiteliales mamarias y de este modo activa 
una vía que desencadena la expresión de los genes que codifican las proteínas de la leche. 
Como ocurre en la epidermis, la señalización de la matriz extracelular mediada por integri- 
nas también es esencial; las células productoras de leche únicamente responden a la pro- 
lactina si se hallan en contacto con la lámina basal. Otro nivel adicional de control hormonal 
dirige la secreción real de leche en la mama: el estímulo de la succión provoca que las célu- 
las del hipotálamo (en el cerebro) liberen la hormona oxitocina, que circula por el torrente 
sanguíneo hasta llegar a las células mioepiteliales. Estas células, similares en su naturaleza a 
las células musculares, se forman a partir de la misma población epitelial precursora de las 
células secretoras de la mama y presentan delgadas expansiones que rodean los alvéolos. 
Como respuesta ala oxitocina se contraen y vierten así el contenido delos alvéolos hacía los 
conductos. 

Finalmente, cuando el bebé es destetado y cesa la succión, las células secretoras mue- 
ren por apoptosis y la mayor parte de los alvéolos desaparecen. Rápidamente, los macrófa- 
gos limpian y extraen las células muertas, las metaloproteasas de la matriz extracelular 
degradan los excedentes de matriz extracelular y la glándula revierte a su estado de reposo. 
Este proceso de finalización de la lactancia parece que es inducido por la acumulación de 
leche, más que por un mecanismo hormonal. Si una parte de los conductos mamarios se 
obstruye de forma que no se puede segregar la leche, las células secretoras que la suminis- 
tran se suicidan por apoptosis, mientras otras regiones de la glándula sobreviven y conti- 
núan su función. La apoptosis se desencadena por una compleja serie de factores que se 
acumulan donde la secreción de leche queda bloqueada. 

En la glándula mamaria en crecimiento, la división celular viene regulada no sólo por 
hormonas sino también por señales locales que se transmiten en el interior del epitelio y en- 
tre las células epiteliales y el tejido conjuntivo, o estroma, donde se hallan inmersas las célu- 
las epiteliales, Todas las señales que hemos descrito como importantes en el control de la 
renovación celular de la epidermis también se hallan irmplicadas en el control de estos pro- 
cesos en la glándula mamaria. De nuevo, las señales emitidas vía integrinas desempeñan un 
papel cnuciai: las células epiteliales desprovistas de las adhesiones a la lámina bosal que ac- 
tívan la señalización de las integrinas no llegan a responder normalmente frente a las señales 
de tipo hormonal. En las formas más comunes de cáncer subyacen defectos en estos siste- 
mas de control de las interacciones, porlo que es necesario comprenderios mejor. 


Resumen 


La piel está formada por un potente tejido conjuntivo, la dermis, cubierta por una serie de capas 
epiteliales impermeables, la epidermis. La epidermis se renueva continuamente a partir de las célu- 
las madre, con un interualo de renovación, en hurnanos, del orden de un mes. Las celulas madre, 
pordefinición, no están diferenciadas de forma terminal y tienen la capacidad de dividirse durante 
toda la vida del organismo. Parte de su descendencia se diferencia mientras que la orra parte de cé- 
hulas permanecen como células madre. Las células madre epidérmicas se encuentran en la capa E 
basal, adheridas a la lámina basal; en condiciones normales su velocidad de división es baja. La es- 
tirpe que queda destinada a la diferenciación sufre una serie de divisiones amplificadoras transito- 
rías rápidas en la capa basal, y entonces cesa de dividirse y se desplaza hacia la superficie de la piel. 
Se diferencian de forma progresiva y expresan inicialmente un conjunto de queratinas que vd v2- 
riando hasta llegar a expresar otras queratinas diferentes. Finalmente, sus núcleos degeneran, pro- 
duciendo una capa externa de células muertas queratinizadas que se descaman continuamente de la 
superficie. 

El destino de las células derivados de una célula madre está controlado en parte por las in- 
seracciones con la lámina basal mediada por integrinas y por señales de las células adyacentes. 
Algunos tipos de células madre también pueden estar programadas internamente para una divi- 
sión asimétrica dando lugar a una célula hija con características de célula madre y a na célula hi- Ñ 
jacomprometida a una posterior diferenciación; este fenómeno puede implicar una segregación del 
molde “inrnortal” inicial de las hebras de DNA en las células hijas que se comportan como células 
madre. Sin embargo, durante los procesos de reparación de heridas, los controles ambientales per- 
miten la formación de dos cétutas madre a partir de una sola y pueden desencadenar aumentos con- 


siderables en la divi 


ión de las células madre. Los factores del tipo de las proteínas señalizadoras 


Wi y Hedgehog no sólo regulan la velocidad de la división celular segiin se necesite, sino que lam- 
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bién dirigen la especialización de las células epidérmicas en la formación de estructuras como los fo- 
lículos y las glándulas sebáceas. Estas y otros órganos conectados con la epidermis, como las glán- 
dulas marnarias, tienen sus propias células madre y sus propias pastas de renovación celular En la 
mama, por ejemplo, las hormonas circulantes estimulan la proliferación celdas, la diferenciación y 
la elaboración de leche; el cese de la succión desencadena la muerte por apoptosis de las células se- 
cretoras de leche, como respuesta a una combinación de factores que se acumulan en los lugares 
donde la leche debe ser expulsada al exterior. 


LOS EPITELIOS SENSORIALES 


Captamos los olores, los sonidos y la visión del mundo exterior gracias a otra clase de espe- 
cializaciones del epitelio que recubre nuestra superficie corporal. Todos los tejidos sensoria- 
les de la nariz, los oídos y los ojos y de hecho el conjunto del sistema nervioso central si 
retrocedemos hacia el origen del embrión temprano- aparecen de una misma capa de célu- 
las, el ectodermo, que da lugar a la epidermis, Estas estructuras tienen algunas características 
en común y su desarrollo está dirigido por sistemas relacionados de genes (descrito en el 
Capítulo 22). Todos ellos conservan una organización epitelial, aunque muy distinta a la de 
la epidermis ordinaria o ala de las glándulas que se derivan de ella. 

La nariz, el oído y el ojo son órganos complejos, con mecanismos complejos que per- 
miten captar señales del exterior y transferirlas, filtradas y concentradas, a los epitelios sen- 
soriales, donde pueden actuar en el sistema nervioso. En cada órgano, el componente clave 
es el epitelio sensorial, a pesar de que es pequeño en relación a todo el aparato auxiliar. Es la 
parte que más se ha conservado durante la evolución, no sólo de unos vertebrados a otros, 
sino también entre vertebrados e invertebrados. 

En cada epitelio sensorial existen células sensoriales que actúan como transductores, 
que convierten los estímulos procedentes del exterior en una señal eléctrica que puede ser 
interpretada por el sisterna nervioso. En la nariz, los transductores sensoriales son neuronas 
sensoriales olfatorias; en el oído, células ciliadas auditivas, y en el ojo, fotorreceptores. Todos 
estos tipos celulares son neuronas o células similares a neuronas. Cada una de éllas pre- 
senta en su extremo apical una estructura especializada que detecta el estíraulo externo y lo 
convierte en un cambio del potencial de membrana. En su extremo basal, cada célula esta- 
blece sinapsis con neuronas que transmiten la información sensorial a zonas específicas 
del cerebro. 


Las neuronas olfatorias se reemplazan continuamente 


En el epitelio olfatorio de la nariz (Figura 23-124), se diferencia un subgrupo de células 
epiteliales formando las denominadas neuronas sensitivas olfatorias. Estas células están 
modificadas: presentan cilios inmóviles en las superficies líbres (véase Figura 15-46), con- 
tienen proteínas receptoras olfativas y un único axón que se extiende desde su extremo ba- 
sal hasta el cerebro (Figura 22-12B). Las células de sostén, que ocupan el epitelio engrosado 
y presentan propiedades parecidas a las de las células de la glía en el sisterna nervioso cen- 
tral, mantienen las neuronas en su lugar y ala vez quedan separadas entre sí. Las áreas $en- 
sitivas se mantienen húmedas y protegidas por una capa de líquido segregado por unas 
células que se agrupan en glándulas y que se comunican con la superbcie expuesta. Á pesar 


neurona olfativa 


——— célula de sostén 


—— célula basal 
(célula madre) 


T—— axón (hacia 
el cerebra) (E) 


290 un 


1429 


Figura 23-12 Epitelio olfativo y neuronas 
olfativas. (A) El epitelio olfativo está 
compuesto por células de soporte, células 
basales y neuronas sensoriales olfíativas. 

Las células basales son las células madre 

que generan neuronas olfativas. Del extremo 
apical de cada neurona olfativa sobresalen 
entre seis y ocho cilios modificados, los cuales 
contienen los receptores del olfato. (B) Esta 
micrografía muestra neuronas olfativas en la 
nariz de un ratón modificado genéticamente: 
el gen que codifica LacZ se ha insertado en 
un locus del receptor olfativo de modo 

que todas las células que normalmente 
expresarian este receptor, ahora sintetizan la 
enzima f-galactosidasa. La PB-galactosidasa se 
detecta por la formación de un pnoducto azul 
de la reacción enzimática que cataliza. Los 
somas de las neuronas olfativas marcadas 
lazul oscuro), que se encuentran diserninados 
por todo el epitelio olfativo, envían sus 
axones (azul claro) hacia el cerebro (fuera de 
la imagen, a la derecha). (C) Corte transversal 
de los bulbos olfativos izquierdo y derecho, 
con una tinción de P-galactosidasa. Los 
axones de todas las neuronas olfativas 

que expresan el mismo receptor olfativo, 
convergen en el mismo glornérulo (fechas 
rojas) situado simétricamente en los bulbos 
de las regiones derecha e izquierda del 
cerebro. Otros gloméndlos (no teñidas) 
reciben estímulos de las neuronas olfativas 
que expresan otros receptores olfativos 

(By €, de P Mombaerts et al, Cell B7:675-686, 
1996, Con la autorización de Elsevier) 
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de esta protección, cada neurona olfatoria solamente sobrevive uno o dós meses. Un tercer 
tipo de células las células basales- se localizan en el epitelio y generan la sustitución de 
las neuronas olfatorias que se van perdiendo. La población de células basales que se hallan 
en contacto con la lámina basal contiene las células madre para la producción de nuevas 
neuronas, 

Tal como se describió en el Capítulo 15, el genoma contiene un número considerable de 
genes receptores olfativos —alrededor de 1000 en el ratón o el perro, y unos 350 (y muchos 
más que han degenerado y no son funcionales) en el hombre. Lo más probable es que cada 
neurona olfatoria sólo exprese uno de estos genes, posibilitando que la célula pueda res- 
ponder a un tipo concreto de olor producido porlo general por pequeñas moléculas orgánicas 
con alguna característica estructural en común, que es reconocida por la proteína receptora 
olfativa. Pero respecto al olor, cada neurona olíativa responde de la misma forma: envía una. 
serie de potenciales de acción que, a lo largo del axón, van hasta el cerebro. No obstante, la 
sensibilidad de discriminación de cada neurona olfatoria sólo es útil si su axón manda sus 
mensajes a la estación transmisora adecuada del cerebro, la que está dedicada al rango de 

olores que capta la neurona. Estas estaciones transmisoras se denominan glomérulos. Están 
localizados en estructuras denominadas bulbos olfatorios funo a cada lado del cerebro), cada 
uno de los cuales tiene unos 1800 glomérulos (en el ratón). Las neuronas olfatorias que 
expresan un mismo receptor de olor se hallan ampliamente distribuidas por todo el epitelio 
olfatorio, aunque todos sus axones convergen en el mismo glomérulo (Figura 23-120). Cada 
una de las nuevas neuronas olfatorías generada para reemplazar Otra neurona que muere, 
tiene que enviar su axón al glomérulo correcto. Las proteínas receptoras de olor tienen una 
segunda función: guían los conos de crecimiento de los nuevos axones a lo largo de vías 
específicas hacia los glomérulos diana apropiados del bulbo olfatorio. Si no fuera por la con- 
tínua actuación de este sistema de guía, una rosa podría oler un mes'a limón y al mes si- 
guiente a pescado putrefacto. 


Las células ciliadas del oído tienen que durar toda la vida 


El epitelio sensitivo responsable de la audición es el tejido diseñado de forma más exacta y 
múnuciosa de todos los del cuerpo (Figura 23-13). Sus células sensitivas, las células ciliadas 
del oído, están situadas en una rígida red de células de sostén y están recubiertas por una 
masa de matriz extracelular (la membrana tectorial) formando una estuctura denominada 
el órgano de Corti. Las células ciliadas transforman los estímulos mecánicos en señales eléc- 
tricas. Cada célula Hhene unos microvilli gigantes característicos (estereocilios) en forma de 
tubos de órgano que sobresalen de la superficie corno bastones rígidos, y que presentan 
filamentos de actina interconectados en su interior y ordenados en hileras de altura escalo- 
nada. Las dimensiones de cada una de estas estructuras son extraordinariamente específicas, 
en función de la localización de cada célula ciliada en el oído y de la frecuencia del sonido a 
la que tiene que responder. Las vibraciones de sonido hacen vibrar el órgano de Corú pro- 
vocando una inclinación de los estereocilios (Figura 23-14) y abriendo de forma mecánica 
los canales iónicos de las merabranas de los estereocilios (Figura 23-15). El flujo de carga 
eléctrica que se transporta al interior de la cébula en forma de jones, modifica el potencial de 
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Figura 23-13 Células ciliadas del oído. 

(A) Esquema de la sección transversal del 
aparato auditivo (el órgano de Corti) en el 
oído interno de un mamífero, en el que 

se observan las células ciliadas auditivas 
situadas en una intrincada estructura epitelial 
de células de sostén y recubiertas por una 
masa de matriz extracelular (la membrana 
tectorial). El epitelio que tienen las células 
ciliadas se encuentra en la membrana basilar: 
una capa delgada y elástica de tejido que 
forma una separación larga y estrecha entre 
dos canales llenos de fluido. El sonido da 
lugar a oleadas de presión en estos canales y 
hace vibrar la membrana basilar hacia arriba 
y hacia abajo. (B) Esta electromicrografía de 
barrido muestra la superficie apical de una 
célula ciliada auditiva externa, con la 
ordenación caracteristica en hileras de los 
microviifi gigantes (estereocilios). Las células 
ciliadas intemas, de las cuales sólo existen 
3500 en cada oido humano, son los 
principales receptores auditivos. Las células 
ciliadas extemas, aproximadamente cuatro 
veces más numerosas, forman parte de 

un mecanismo retroactivo que regula el 
estímulo mecánico transferido a laz 

células ciliadas internas. (Bs de 3,0, Pickles, 
Prog. Neurobioi. 24:1-42, 1985. Con la 
autorización de Elsevier) 
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Figura 23-14 De qué forma un 
desplazamiento relativo de la matriz 
extracelular superpuesta (la membrana 
tectorial) inclina los estereocilios de las 
células ciliadas del oído en el órgano de 
Corti del oédo interno de un mamifero. 
Los estereodilios actúan como bastones 
rígidos unidos, articulados en su base 

y agrupados en sus exttemos. 


EL SONIDO PROVOCA 
LINA VIBRACIÓN 

DE LA MEMBRANA 
BASILAR 


membrana tectorial —— 


membrana basilar 


membrana controlándose así a la liberación de neurotransmisor en el extremo basal de la 
célula, donde se establece sinapsis con una terminación nerviosa. <[CCA><CATA> 

En el hombre y en otros mamiferos las células ciliadas del oído, a diferencia de las neu- 
ronas olfatorias, tienen que durar toda la vida. Si se destruyen por alguna enfermedad, por 
toxinas o por ruido demasiado fuerte, no se regeneran, por lo que la pérdida de audición re- 
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Figura 23-15 Córno fencdiona una célula ciliada sensorial. (A) La célula actúa como un transductor, generando una señal eléctrica en respuesta a las 
vibraciones de sonido que hacen vibrar el órgano de Corti, lo que provoca la inclinación de los estereacilios. Lin flarmento delgado se eleva más o menos en 
vertical desde el extremo de cada esterencilio inferior y se adhiere a un punto más elevado en el cilio adyacente más alto, La inclinación del haz tensa los 
lamentos, gue tiran mecánicamente de los canales iónicos cerrados de la membrana de los estereocilios. La apertura de estos canales permite un fhujo de 
carga positiva, que despolariza la célula ciliada, (8) Electromicrografía de los filamentos que se exenden desde los extremos de dos estereodillos, Cada 
filamento consta, al menos en parte, de elementos de la superfarnilla de las cadherinas, moléculas de adhesión célula-cálula. Los individuos mutantes 

que no presentan estas cadherinas específicas, carecen de filarnentos y son sordas. 

Utilizando sistemas mecánicos de medida, extraordinariamente precisos, y grabaciones eléctricas de una sola cétula ciliada al desviarse el haz de 
estereocilios por el efecto de la presión de una sonda de vidrio flexible, es posible detectar una variación de la inclinación del haz al ceder los canales 
cerrados de forma mecánica a la fuerza aplicada y abrirse porla presión, De este modo se puede mostrar que la fuerza necesaria para abúr no solo de los 
canales hipotéticos es aprodmadamente de 2 x 197% newtons y que al abrirse deja una distancia de unos 4 nm. El mecanismo es sorprendentermente 
sensible: se ha estimado que el sonido más leve que podemos oír, que pueda extender los lamentos, ene como promedio 0,04 am, lo cual está justo por 
debajo de la to de un átomo de hidrógeno, (8, de B. Kachar et al, Proc. Mad Acad, Sd. WS. A.97:3 
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sultante es permanente. Sin embargo, en Otros vertebrados la destrucción de las células ci- 
liadas del oído desencadena la división de las células de soporte que se comportan como cé- 
lulas madre, generando uná estirpe que se puede diferenciar, reemplazando las células 
ciliadas que se han perdido. Si algún día llegamos a comprender mejor cómo se regula este 
proceso de regeneración, también conseguiremos inducir en los humanos la autorrepara- 
ción del epitelio del oído. 

En la actualidad se conoce un tratamiento que puede incidir en la regeneración parcial 
de las células ciliadas del oído en mamiferos adultos. La técnica utiliza un virus (un adenio- 
virus) manipulado para que contenga una copia del gen.Azoh 1, que codifica uma proteína re- 
guladora génica, la cual dirige la diferenciación de las células ciliadas durante el desarrollo, 
Cobayas que se han vuelto sordas por exposición a una toxina, que destruye las células cilia- 
das, pueden tratarse mediante una inyección de esta construcción vírica en el oído dañado, 
Muchas de las células de sostén supervivientes quedan así infectadas por el virus y expresan 
Atoh1. Este hecho las transforma en células ciliadas fimcionales y el animal recupera par- 
cialmente la audición en el oído tratado. 


La mayoría de las células permanentes renuevan sus componentes: 
las células fotorreceptoras de la retina 


La retina neural es el más complejo de los epitelios sensoriales. Comprende una serie de ca- 
pas de células organizadas de una forma aparentemente perversa, Las neuronas que trans- 
ruiten señales desde el ojo hasta el cerebro (denominadas células ganglionares de la retina) 
se localizan cercanas al exterior, de forma que la luz, concentrada por el cristalino, tiene que 
pasar a través de ellas hasta alcanzar las células fotorreceptoras. Los fotorreceptores, que se 
clasifican según su forma en conos y bastones, mantienen sus extremos fotorreceptores, O 
segmentos externos, parcialmente inmersos en el epitelio pigrnentario (Figura 23-16). Los 
conos y bastones contienen distintos pigmentos visuales -complejos fotosensibles formados 
por la proteína opsina y la pequeña molécula que absorbe la luz retínal. Los bastones, cuyo 
pigmento visual es la rodopsina, son especialmente sensibles a los niveles bajos de luz, 
mientras que los conos (de los cuales en el hombre existen tres tipos, cada uno de ellos con 
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Figura 23-16 Estructura de la retina. 
Cuando la haz estimula los fotorreceptores, 
la señal eléctrica resultante se transmite por 
medio de las intemenronas hacia las células 
genglionares, que envían la señal al cerebro. 
Una población de células de sostén 
especializadas (que no aparecen en la figura) 
ocupa los espacios entre las neuronas y los 
fotorreceptores enla retína neuronal, 
(Modificado a partir de LE. Dowling y 

8.8. Boycott, Proc R. Soc. Lond. B Biol. Si. 
166:20-711, 1966, Con asstrorización de Royal 
Socieby). 
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una opsina distinta, lo que proporciona una respuesta espectral diferente) detectan los co- * 


lores y los detalles más pequeños, 

Al parecer el segmento externo de un fotorreceptor es un cilio modificado, que presen- 
ta una ordenación característica de microrábulos similar a la de los cilios en la zona de co- 
nexión de dicho segrmento externo al resto de la célula (Figura 23-17). El resto del segmento 
externo está casi completamente ocupado por un denso apilamiento de membranas en el 
que se encuentran los complejos fotosensibles; la uz absorbida en dicha zona produce una 
respuesta eléctrica, tal como se describió en el Capítulo 15. En el extremo opuesto, las célu- 
las fotorreceptoras forman sinapsis con las interneuronas retinianas, que propagan la señal 
hasta las células ganglionares de la retina (véase Figura 23-16). 

En la especie humana, los fotorreceptores, como ocurre coa las células ciliadas del oído, 
son células permanentes que no se dividen, por lo que si se destruyen por una enfermedad 
o por un rayo láser mal dirigido, no son reeraplazadas. Sin embargo, las moléculas de pig- 
mento visual no son permanentes, sino que se degradan y renuevan de forma continua. En 
los bastones (aunque curiosamente no en los conos), este recambio se organiza en una se- 
cuencia ordenada de producción, que puede analizarse en el interior de las células, siguien- 
do el trayecto de una serie de moléculas proteicas marcadas radiactivamente después de un 
breve pulso con un aminoácido radiactivo (Figura 23-18). Las proteínas marcadas radiacti- 
vamente pueden trazar desde el complejo de Golgi en el segmento interno de la célula, has- 
ta la base de la pila de membranas que ocupa el segmento externo. Desde allí se desplazan 
de modo gradual hacia el extremo opuesto, a medida que se va incorporando nuevo material 
en la base de la pila. Por último, una vez alcanzado el extremo del segmento externo (en la 
rata, al cabo de unos 10 días), las proteínas marcadas y las merabranas a las que se han in- 
corporado son fagocitadas (engullidas y digeridas) por las células del epitelio pigmentario. 

Este ejemplo ilustra un aspecto general: a pesar de que unas células de un tipo determi- 
nado persistan en el tiempo, solamente una parte muy pequeña del organismo adulto está 
formada por las mismas moléculas que se encontraban en el embrión. 


Resumen 


La mayor parte de las células receptoras sersoriales, igual que las células epidérmicas y las células 
nerviosas, derivan del epitelio que constimuye la superficie externa del embrión. Transducen los es- 
tímulos externos a señales eléctricas, las cuales transmiten a las neuronas a través de sinapsis quí. 
micas. Las células receptoras olfatorias de la nariz son auténticas neuronas, que envían sus axones 
hasta el cerebro. Tienen una vida media de sólo uno o dos meses, de forma que continuamente son 
reemplazadas por nuevas células derivadas de las células madre del epitelio olfatorio. Cada neuro- 
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Figura 23-17 Un bastón fotorreceptor. 


Figura 22-48 Recambio de la proteína de 
menbrana en un bastón. 5e administra un 
pulso de *H-Aeucina y se sigue la circulación 
de las proteínas marcadas a través de la 
célula, mediante autorradiografía. Los puntos 
rojos indican zonas de radiactividad, El 
método sólo muestra la “H-teucina que se ha 
incorporado a protefnas; el resto desaparece 
durante la preparación del tejido, (U La 
leucina incorporada se concentra primero en 
la zona del complejo de Golgi. (2) Desde allí 
pasa a la base del segmento externo, a un 
disco recién sintetizado de membrana 
fotorreceptora. (3-5) Los nuevos discos se 
forman a tuna velocidad de tres o cuatro por 
hora len un mamilero) y desplazan los discos 
viejos hada el epmelio pigmentado. 
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na olfaroria expresa una sola de los cientos de proteínas receptoras olfazorias distintas codificadas 
por los genes correspondientes. Los axones de todas las neuronas olfarorias que expresan la misma 
proteína olfatoria se dirigen al mismo glomérulo en el bulbo olfatorio del cerebro. 

Las células ciliadas del oído —las células receptoras del sonido a diferencia de las células re- 
ceptoras olfatorias, duran toda la vida, al menos en los mamíferos, si bien la expresión artificial de 
un gen de diferenciación en las células ciliadas, Atoh 1, puede convertir las células de sostén en célu- 
las ciliadas donde éstas hayan sido destruidas. Las células ciliadas no presentan axón, pero estable- 
cen contactos con los nervios terminales en el epitelio del oído. Su nombre viene de los haces de 
esterocilios (microvilli gigantes) que se hallan en su superficie externa. Las vibraciones de sonido hacen 
que el haz se incline, lo cual provoca la abertura mecánica de los canales iónicos de los estereocilios. 
Dicha configuración abierta excita eléctricamente a la célula. 

En el ojo, las células fotorreceptoras de la retina absorben fotones en las moléculas del pigmen- 
to visual (proteína opsina y retina!) contenidas en las pilas de membranas de los segmentos externos 
del fotorreceptor iniciando una excitación eléctrica median:e una vía más indirecta de señalización 
intracelular Aunque las células receptoras son permanentes y no se renuevan, las cisternas de mem- 
brana ricas en opsina contenidas en dichas células sufren una renovación continua. 


LAS VÍAS RESPIRATORIAS Y EL INTESTINO 


Los ejemplos descritos representan una pequeñía selección de los tejidos y de los tipos celu- 
lares que derivan de la capa más extema del embrión: el ectodermo. Sin embargo, son sufi- 
cientes para ilustrar las diferencias que existen entre todas estas células en cuanto a forma, 
función, modo de vida y patrón de renovación. La capa más interna del erubrión —el endo- 
dermo, que forma el primitivo tubo digestivo— da lugar a otro conjunto de tipos celulares que 
tapizan el tubo digestivo y sus derivados. Vamos a empezar con los pulmones. 


en los alvéolos de los pulmones, los tipos celulares adyacentes 
actúan de forma conjunta 


Como se describió en el Capítulo 22 (véase Figura 22-92), las vías respiratorias de los pul- 
mones están formadas por ramificaciones repetidas de un sistema de tubos originados en 
el embrión a partir de una evaginación del revestimiento del intestino. Hileras repetidas de 
ramificaciones terminan en centenares de millones de sacos llenos de aire: los alvéolos. És- 
tos tienen unas paredes muy finas y adosadas a las paredes de los capilares sanguíneos, lo 
que facilita el intercambio de O, y de CO, con el flujo sanguíneo (Figura 23-19). 

Para sobrevivir, las células que tapizan los alvéolos deben permanecer húmedas. Al mis- 
mo tiempo, tienen que actuar como depósitos de gas, de forma que puedan expandirse y con- 
traerse en cada inspiración y expiración. Esta necesidad genera un problema. Cuando dos 
superficies húmedas se ponen en contacto, quedan adheridas debido a la tensión superficial 
de la capa de agua que hay entre ambas —efecto que es mucho más intenso cuanto menor es 
la estructura. De este modo, se corre el riesgo de que los alvéolos se colapsen y sea imposible 
que se dilaten de nuevo. Para evitarlo, en el revestimiento alveolar se encuentran dos tipos de 
celulares. Las células alveolares de tipo Irecubren la mayor parte de la pared: son planas y Éi- 
nas (escarnas) permitiendo el intercambio de gases. Entre ellas se hallan esparcidas las células 
alueolares de tipo E. Contienen y segregan suyfactante, un material rico en fosfolípidos que 
forma una película en las superficies acuosas y reduce su tensión superficial, haciendo que 
resulte sencillo que los alvéolos se dilaten, inchuso cuando se colapsan. La producción en el 
feto de cantidades adecuadas de suríactante, que en la especie humana empieza a los 5 me- 
ses de embarazo, marca el inicio de la posibilidad de vida independiente. Los bebés prema- 
turos que nacen antes de esta etapa no consiguen dilatar sus pulmones y respirar; los que 
nacen más adelante consiguen hacerlo y bajo cuidados intensivos, sobreviven. 


Las células caliciformes, las células ciliadas y los macrófagos 
colaboran manteniendo limpias las vías respiratorias 


En las vías respiratorias superiores encontramos distintas combinaciones de tipos celulares 
que Hlevan a cabo distintas funciones. El aire que respiramos está lleno de polvo, suciedad y 
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microorganismos. Para mantener los pulmones limpios y sanos deben barrerse de forma 
constante los deshechos. Para realizar esta tarea, un epitelio respiratorio relativamente grue- 
so recubre las vías respiratorias principales (Figura 23-20). Este epitelio consiste en tres ti- 
pos de células diferenciadas: las células caliciformes (denorninadas así debido a su forma), 
que segregan mucus, las células ciliadas, con cilios que baten, y un reducido número de cé- 
lulas endocrinas, que segregan serotonina y péptidos que actúan como mensajeros locales. 
Estas moléculas señalizadoras llegan hasta las terminaciones nerviosas y otras células adya- 
centes del tracto respiratorio, de forma que ayudan a regular la velocidad de secreción de 
mucus y el movimiento cilíar, la contracción de las células musculares vecinas que pueden 
estrechar las vías respiratorias y otras funciones. También se localizan las células basales, 
que actúan como células madre en la renovación del epitelio. 

El mucas que segregan las células caliciformes forma mma funda viscoelástica de unos 
5 un de grosor por encima de los cilios. Los cilios, que baten todos en el mismo sentido a una 
velocidad de unos 12 golpes por segundo, barren el mucus hacia afuera de los pulmones, 
transportando los residuos que han quedado pegados a él. Esta cinta trausportadora para la 
extracción de los deshechos del interior de los pulmones se denomina escalera mucociliada, 
Inevitablermente, algunas de las partículas inhaladas alcanzan por sí mismas los alvéolos, 
donde no hay escalera. En esta zona, las partículas superduas se extraen mediante otro tipo 
de células especializadas, los macrófagos, que recorren los pulmones engullendo partículas 
extañas y eliminando y digiriendo las bacterias. Cada hora, la escalera mucociliada barre fue- 
ra delos pulmones varios rmillones de macrófagos cargados de deshechos. 

En el extrerno superior del tracto respiratorio, el epitelio respiratorio húmedo cubierto 
de moco cambia bruscamente a epitelio escamoso pluriestarificado. Dicha capa de células 
confiere resistencia mecánica y protección y, como en la epidenmis, está formada por nu- 
Tnerosas capas de células planas densamente empaquetadas que contienen queratina. Se 
rencia de la epidermis en que se mantiene húmeda y en que sus células conservan el 
núcleo incluso en las capas más externas. En otras partes del cuerpo también se localizan 
carmbíos bruscos en la e ización de las céhias epiteliales, coma el que existe entre el 
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Figura 23-19 Los alvéolos del pulmón. 

(A) Electromicrografía de barrido a pocos 
aumentos, en la que se observa la textura 
esponjosa debido a los numerosos alvéolos 
llenos de aire. En la parte superior se observa 
un bronguiolo (una vía respiratoria tubular 
pequeña), que comunica con los alvéolos. 

(8) Electromicrografía de transmisión de una 
sección del pulmón, que contiene una región 
correspondiente al recuadro en amarillo 

en (A), en el que se observan las paredes 
alveolares donde tiene lugar el intercambio 
de gases. (C) Esquema de la arquitectura 
celular de un fragmento de la pared alveolar, 
que corresponde al recuadro amarillo en (8). 
(A, de P Gehr et al,, Resp. Physiol. 44:61-86, 
1981. Con autorización de Elsevier; B, cortesía 
de Peter Gehr, a partir de D.W. Fawcett, A 
Textbook af Histalogy, 12,2 ed, Nueva York: 
Chapman y Hall, 1994.) 
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Figura 23-20 Epitelio respiratorio, 

Células calidformes secretoras de mtucus, 
que forman una cubierta sobre las células 
ciliadas. El movimiento regular y sincronizado 
de los cilios arrastra la mucosidad hacia 
arriba y al exterior de las vías respiratorias, 
arrastrando también cualquier residuo que 
se le adhiera. El mecanismo que coordina el 
movimiento constituye un misterio pero, al 
parecer, refleja una polaridad intrínseca en 

el epitelio. Sia un conejo se le invierte 
quirúrgicamente un fragrnento de tráquea, 
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epitelio escamoso pluriestratificado y el mucoso del tracto respiratorio, pero se sabe muy 
poco acerca de cómo se forman y cómo se mantienen. 


El revestimiento del intestino delgado se renueva más deprisa 
que cualquier otro tejido 


Sólo presentan pulmones los vertebrados de respiración aérea, mientras que todos los verte- 
brados, y casitodos los invertebrados tienen un intestino, es decir, un tubo digestivo revestido 
con células especializadas para la digestión del alimento y la absorción de moléculas nutrien- 
tes producidas por la digestión. Estas dos funciones son difíciles de llevar a cabo al mismo 
tiempo, ya que los procesos que intervienen en la digestión de los alimentos en la luz del in- 
testino también son capaces de digerir las células que lo recubren, incluyendo las células que 
absorben los nutrientes. El intestino utiliza distintas estrategias para resolver este problema. 

Los procesos digestivos más violentos, que incluyen la hidrólisis ácida y la actividad 
enzimática, se desarrollan en un compartimiento separado, el estómago. Los productos re- 
sultantes pasan al intestino delgado, donde se absorben los nutrientes y contínua la diges- 
tión enzimática, aunque a un pH neutro. El revestimiento de las distintas regiones del 
intestino está constituido por distintas proporciones de tipos celulares, El epitelio del estó- 
mago está formado por células que segregan ácido y otras células que segregan enzimas di- 
gestivas que actúan a pH ácido. A la inversa, las glándulas (el páncreas en particular) que 
desemboca en el tramo inicial del intestino delgado contienen células que segregan bicar- 
bonato que neutraliza la acidez, así coro otras células que segregan enzimas digestivas que 
actúan a pH neutro. El revestimiento del intestino, desde la salida del estómago hacia ade- 
lante, contiene tanto células absorbentes como células especializadas en la secreción de mu- 
cus, que recubre el epitelio con una cubierta protectora. En el estómago, las células mucosas 
también revisten las superficies más expuestas. En el caso que estas medidas no sean sufi- 
cientes, el conjunto del revestimiento del estómago y del intestino se renueva continua- 
mente y es reemplazado por células recién formadas, con un intervalo de recambio de una 
semana O menos. 
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Figura 23-21 Renovación del revestimiento 
del intestino. (A) Modelo de renovación y 
proliferación de las células madre del epitelio 
que forman las paredes del intestino delgado. 
La flecha de color muestra el sentido por lo 
general ascendente del movimiento celular 
en la vellosidad, pero algunas células, 
incluidas algunas de las células caliciformes 
y enteroendocrinas, quedan al margen y 

se diferencian mientras todavía están en las 
criptas. Las células diferenciadas que no se 
dividen (células de Paneth), situadas en la 
parte más profunda de las criptas, también 
tiene una vida limitada y continuarmente 

son sustituidas por la estirpe de las células 
madre. (B) Fotografía de una sección de una 
parte de las paredes del intestino delgado, 
en la que se muestran las vellosidades y las 
criptas. Véase cómo las células caliciformes 
secretoras de mucus (teñidas de rojo) están 
intercaladas entre otras clases de células. 

Las células enteroendacrinas son menos 
numerosas y más difíciles de identificar sin 
tinciones especiales. Véase la Figura 23-22 
para la estructura de estas células. 
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LAS VÍAS RESPIRATORIAS Y EL INTESTINO 


El proceso de renovación ha sido mejor estudiado en el intestino delgado (Figura 
23-21). El revestimiento del intestino delgado (y de otras regiones del intestino) consiste en 
una capa de epitelio sencillo. Dicho epitelio recubre las superficies de las vellosidades que se 
proyectan hacia la luz del tubo y reviste las críptas que se adentran en el tejido conjuntivo 
subyacente. Las células madre que se dividen se hallan eu una zona protegida en el interior 
de las criptas. Dichas células generan cuatro tipos de estirpes (Figura 23-22): 


1. Las células absorbentes (tarabién denorminadas células con borde en cepillo o enteroci- 
205) presentan microvilli densamente empaquetados en su superficie libre que au- 
mentan el área de superficie activa en la captación de nutrientes. Absorben nutrientes 
y segregan (o transportan a las superficies externas) enzimas hidrolíticas que llevan a 
cabo alguna de las etapas finales de la digestión extracelular, disgregando las molécu- 
las de alimento como preparación para su transporte a través de la membrana. 


2. Las células caliciformes (como en el epitelio respiratorio) segregan Irucus. 


3. Las células de Paneth forman parte del sisterna innato de defensa inmune (descrito en 
el Capítulo 24) y segregan (junto con algunos factores de crecimiento) criptidinas 
—proteínas de la familia de las defensinas que eliminan bacterias (véase Figura 24-46). 


4. Células enteroendocrinas, con más de 15 subtipos distintos, que segregan serotonina y 
hormonas peptídicas, corno la colecistoquinina (CCK: cholecystokcinin), que actúa so- 
bre neuronas y otros tipos celulares del intestino y otros tejidos. Por ejemplo, la cole- 
cistoquinina es segregada por las células enteroendocrinas como respuesta a la 
presencia de nutrientes en el intestino y se une a los receptores de las terminaciones 
nerviosas sensoriales cercanas, que emiten una señal al cerebro para detener la sen- 
sación de hambre después de haber cornido lo suficiente. 


Las células absorbentes, las caliciformes y las enteroendocrinas se trasladan mayorita- 
riarmente por encima de la región de las células basales, mediante un movimiento de desli- 
zamiento en el plano de la capa epitelial, recubriendo las superficies de las vellosidades. De 
forma análoga a la epidermis, se cree que las células precursoras de la cripta que proliferan 
más rápido están en una fase amplificadora transitoria, una vez comprometidas para la di- 
ferenciación, pero experimentando varias divisiones en su camino hacia el exterior de la 
crípta antes de cesar de dividirse y diferenciarse de forma terminal. A los 2-5 días (en el ra- 
tó) de emerger de las criptas, las células alcanzan los extremos de las vellosidades, donde 
sufren los estadios iniciales de la apoptosis y finalmente se desprenden hacia la luz del con- 
ducto. Las células de Paneth se generan en cantidades mucho más pequeñas y presentan un 


célula absorierie célula calicifornme célula enteroendocina 


1437 


Figura 23-22 Los cuatro tipos principales de 
células en diferenciación que se encuentran 
en la pared epitelial del intestino delgado. 
Los cuatro tipos se generan a partir de las 
células madre pluripotenciales no 
diferenciadas que se encuentran en la parte 
inferior de las criptas (véase la Figura 23-21), 
Los microvilli de la superficie apical de la 
célula absorbente (con el ribete en cepillo) 
hacen que la superficie de la zona se 
multiplique por treinta, no sólo en cuanto a la 
internalización de nutrientes sino también en 
el anclaje de las enzimas que intervienen en 
las fases finales de la digestión extracelular, 
fragmentando los péptidos pequeños y los 
disacáridos en monómeros que pueden ser 
transportados a través de la membrana 
celular. Las flechas anchas amarillas indican el 
sentida de la secreción o de la captación de 
productos en cada tipo celular, (A partir de 
TL. Lentz, Cell Fine Structure, Philadelphia: 
Saunders, 1971;R. Krstic, Nustrated 
Encyclopedia of Human Histology. Berlin: 
Springer-Verlag, 1984.) 
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patrón de migración distinto. Se localizan en el fondo de las críiptas, donde también se re- 
nuevan continuamente, aunque no tan rápido y permanecen allí unos 20 días (en el ratón) 
antes de sufrir apoptosis y ser fagocitadas por células adyacentes. Las células madre tarn- 


bién permanecen cerca o en el interior de las criptas. ¿Qué es lo que las retiene allí y reserin- . 


ge las divisiones celulares al interior de las criptas? ¿Cómo se regulan las migraciones de 
forma que algunas células se desplazan y otras permanecen quietas? ¿Cuáles son las señales 
moleculares que organizan el conjunto del sistema de células madre y cómo funcionan? 


La señalización VWnt mantiene el compartimiento de células madre 
del intestino 


El inicio de la respuesta a todas estas cuestiones surgió del estudio sobre el cáncer de colon 
y de recto (la porción terminal del intestino). Tal como se indicó en el Capítulo 20, algunas 
personas tienen una predisposición hereditaria a esta enfermedad y, previamente al cáncer, 
desarrollan gran cantidad de pequeños tumores precancerosos (adenomas) en el reves- 
timiento del intestino grueso (Figura 23-23). El aspecto de dichos tumores sugiere una 
formación a partir de las células de las criptas intestinales que no han conseguido detener su 
proliferación por la vía normal y, como consecuencia, han dado lugar a estructuras similares 
a criptas excesivamente grandes. La causa puede ser atribuida a las mutaciones en el gen 
Apc (adenomatous polyposis coli). Las mutaciones proceden de las células que hau perdido 
las dos copias génicas. Apc codifica una proteína que impide la activación inadecuada de la 
vía de señalización Wnt, de forma que la pérdida de Apc posiblemente rmimetiza el efecto 
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Figura 23-23 Un adenoma de colon humano 
comparado con el tejido normal de una 
región adyacente del colon de la misma 
persona. La muestra procede de un paciente 
con una mutación hereditaria en una de las 
dos copias del gen Apc. Una mutación en la 
otra copía del gen Ape, localizada en una 
célula epitelial del colon durante la vida 
adulta, ha dado lugar a un don de células que 
se comportan como si la vía de señalización 
Wnt estuviera activada de forma permanente. 
Como resultado de ejlo las células de este clon 
forman un adenoma una enorme masa de 
estruchuras sin 
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de una exposición continua a la señal Wnt. Por consiguiente, la propuesta es que por lo ge- 
neral la señalización Wnt mantiene las células de las críptas en un estado proliferativo y, a 
medida que abandonan la cripta, el cese de la exposición a la señalización Wnt normalmen- 
te produce la detención de las divisiones. En efecto, los ratones homocigotos para una mu- 
tación que anula el gen Tcf4, codifican una proteína reguladora necesaria como efectora de 
la señalización Wnt en el intestino, no forman criptas, se bloquea la renovación de su epite- 
lio intestinal y mueren poco después del nacimiento. 

Experimentos con ratones transgénicos confirman la importancia de la señalización 
Wnt y revelan otros reguladores que actúan junto con Wnt organizando la línea de produc- 
ción de las células intestinales manteniéndolas en funcionamiento correctamente. Utili- 
zando la técnica de funcionamiento de Cre/lox con un promotor inducible para Cre (tal 

- como se describió en el Capítulo 8, p. 567) es posible silenciar bruscamente el gen de las cé- 
halas epiteliales del intestino en cualquier momento de la vida del ratón. En unos pocos 
días, la estructura del intestino se transforma: las regiones con células proliferativas simila- 
res a las criptas se amplían de forma considerable, los microvilli se reducen y el número de 
células diferenciadas terminal disminuyen de forma drástica. A la inversa, se puede generar 
un ratón transgénico en el que las células del epitelio intestinal secreten un inhibidor soluble 
de la señalización Wnt. Estos animales en los que se ha bloqueado la señalización Wnt, ape- 
nas forman unas cuantas criptas y en su epitelio intestinal tienen muy pocas células prolife- 
rativas. En cambio, casi todas las células que revisten el intestino son células absorbentes 
que no se dividen y que están totalmente diferenciadas, pero se han perdido las células cali- 
cilormes, las enteroendocrinas y las de Paneth. Así la señalización Wnt no sólo mantiene las 
células en un estado proliferativo sino que es necesaria para hacerlas competentes para al- 
canzar la serie completa de los tipos celulares diferenciados. 


La señalización Notch controla la diversificación de las células 
intestinales 


¿Qué es lo que induce a las células a diversificarse? La señalización Notch realiza esta fun- 
ción en muchos otros sistemas, en los que interviene en la inhibición lateral -una interacción 
compettiva que dirige a las células adyacentes hacia diferentes destinos (véase Capítulo 15 y 
22, Figuras 15-75 y 22-60). En las críptas se expresan todos los componentes esenciales de la 
vía Notch; es donde parece que la señalización Wnt inicia su expresión. Cuando se bloquea 
bruscamente la señalización Notch, en unos cuantos días todas las células de las criptas se 
diferencian como células caliciformes y cesan de dividirse; a la inversa, cuando se activa de 
manera artificial la señalización Notch en todas las células, no se producen células calicifor- 
mes y las zonas de proliferación celular similares a las críptas se amplían. 
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Figura 23-24 Cómo se combinan las vías 
de señalización Notch y Wint an el 
intestino controlando la producción de 
células diferenciadas a partir de cólulas 
madre, (A) La señalización Wnt mantiene 

la proliferación en la cripta, donde residen 
las células madre, y su estirpe pasa a estar 
determinada hacia distintos destinos, 

(B) La señalización Vint en la cripta dirige la 
expresión de los componentes de la vía de 
señalización Motch en esta zona; de este 
moda, la señalización Motch es activa en 

la cripta y, mediante la inhibición lateral, 
obliga a las células a diversificarse. Para que 
una célula se mantenga como célula madre, 
ambas vías deben encontrarse activadas en 
dicha célula. La estirpe derivada de esta 
célula madre continúa dividiéndose bajo 

la influencia de Wnt, incluso después de 
comprometerse hacía un destino 
diferenciado especifico, si bien las etapas de 
estas divisiones armplificadoras transitorias 
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A partir de los efectos producidos por todas estas manipulaciones en la señalizaciones 
Wnt y Notch, podemos ilustrar de forma sencilla córno se combinan las dos vías dirigiendo 
la producción de células diferenciadas a partir de células madre intestinales (Figura 23-24). 
La señalización Wint activa la proliferación celular y confiere competencia para la serie com- 
pleta de los tipos de diferenciación, aunque impide que dicha diferenciación ocurra de for- 
ma inmediata; de esta forma queda definida la cripta y se mantienen las células madre. Pero 
al mismo tiempo, la señalización Wnt también activa la expresión de los componentes de la 
vía Notch y dicha señalización entre las células de la cripta activa la inhibición lateral, con lo 
que las células se ven obligadas a diversificarse, de tal forma que algunas de ellas quedan se- 
ñaladas para distribuir la inhibición lateral, mientras otras la reciben. Las células del primer 
grupo expresan ligandos de Notch y activan Notch en las células adyacentes, pero evitan la 
propia activación por Notch; como resultado, se convierten en células comprometidas a di- 
ferenciarse como células secretoras. Las células del segundo grupo -la mayoría se mantie- 
nen en un estado opuesto, con Notch activado y la expresión de su ligando inhibida; como 
resultado de ello mantienen la competencia para diferenciarse en una de las diversas vías y 
para implicarse en la competición por la inhibición lateral con las células adyacentes, Am- 
bos tipos de células (con la excepción de algunos subtipos de células secretoras) continúan 
dividiéndose mientras permanecen en la cripta, bajo la influencia de Wnt. Pero cuando las 
células abandonan la cripta y pierden la exposición a la señalización Wnt, la competición se 
detiene, dejan de dividirse y las células se diferencian según sus estadios individuales de ac- 
tivación Notch en aquel momento; si Notch se encuentra todavía activado, se diferencian en 
células absorbentes y, en caso contrario, en células secretoras. 

Por supuesto esta no es la historia completa de los acontecimientos que Henen lugar en 
la cripta, Este mecanismo no explica, por ejemplo, cómo las diferentes subelases de células 
secretoras (caliciformes, enteroendocrinas y de Paneth) llegan a ser diferentes. Ni tampoco 
nos dice nada sobre la distinción que muchos expertos creen que existe entre las células ma- 
dre verdaderas y las células amplificadoras transitorias que se dividen más rápido en el inte- 
rior de la cripta. Algunos de los distintos miembros de las familias de componentes de las 
vías Wai y Notch se expresan en el epitelio de la cripta y en el tejido conjuntivo que rodea la 
base de las criptas, donde posiblemente ejercen efectos distintos. Por otro lado, otras vías de 
señalización también ejercen funciones esenciales en la organización del sistema. 


La señalización Efrina-Eph controla las migraciones 
«de las células del epitelio intestinal 


Una de las características más relevantes del conjunto de células madre intestinales es la mi- 
eración selectiva, ordenada y constante de las células desde la cripta hacia la vellosidad. Las 
células enteroendocrinas, caliciformes y absorbentes que se diferencian salen del fondo de 
las criptas hacia el extvemo de la vellosidad. (Figura 23-25); las células madre permanecen 
en el fondo de las criptas y las células de Paneth mugran hasta el fondo de las cripras. Este pa- 
trón de desplazamiento, que segrega los diferentes grupos de células, depende además de 
otra vía de señalización entre células. La señalización Wnt estimula la expresión de los re- 
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Figura 23-25 Migración de las células 
desde las criptas hacia la vellosidad. 

En este intestino de ratón, un grupo aleatorio 
de células epiteliales fue inducido a 
experimentar una mutación hacia el final 

de su periodo fetal, provocando en las células 
mutantes la expresión de un transgén Lacz, 
que codifica una enzima detectable 
mediante el producto azul de la reacción 

que cataliza. Seis semanas después del 
nacimiento, cada cripta se había poblado a 
partir de la estirpe de una sola célula madre, 
de forma que se observaba totalmente azul 

o totalmente blanca, según la célula madre 
hubiera quedado o no genéticamente 
marcada de esta forma. Varias criptas 
confluyen en una sola vellosidad y envían 
cada una un flujo de células diferenciadas a lo 
largo de la vellosidad. (A) imagen superficial a 
bajo aumento de una parte del revestimiento 
intestinal donde se muestran muchas 
vellosidades, cada una de las cuales recibe 

un flujo de células a partir de distintas 
criptas. (B) Detalle de una sala vellosidad 

y de las criptas adyacentes en una sección 
transversal. En el ejemplo, los flujos celulares 
de distintas criptas han quedado separados, 
de forma que una cara de la vellosidad 
aparece azul y la otra cara blanca; por lo 
general, quedan algo mezclados y muestran 
un resultado menos ordenado. (De M.H. 
Wong, J.R. Saam, T.S. Stappenbeck, CH, Rexer 
y J.1, Gordon, Proc Nat! Acad. Sci. USA 
97:12601-12606, 2000. Con la autorización de 
National Academy of Sciences.) 
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ceptores de superficie celular de la familia EphB (descrito en el Capítulo 15) de las células de 
la cripta; sin embargo, como células diferenciadas, activan la expresión de estos receptores y 
en lugar de expresarse los ligandos, inician la expresión de proteínas de superficie de la fa- 
milita efrina B (Figura 23-264). Existe una excepción: las células de Paneth conservan la ex- 
presión de las proteínas EphB. La expresión de EphB es característica de las células que 
permanecen en las criptas; la expresión de la efrina B, de las que se desplazan hacia la vello- 
sidad. En otros tipos de tejidos, las células de Paneth que expresan proteínas Eph son repe- 
lidas mediante contactos con las células que expresan efrinas (véase capítulo 22, Figura 
22-106). Al parecer, este proceso ocurre en todo el revestimiento intestinal, y este mecanis- 
rno sirve para mantener las células en el sitio apropiado. En los mutantes carentes de EphB, 
las poblaciones terminan por mezclarse, de forma que, por ejeraplo, las células de Paneth 
deambulan por la vellosidad (Figura 23-26C). La pérdida de los genes EphB se halla correla- 
- cionada con la aparición del comportamiento invasivo en las células tumorales, 


Las vías de señalización Wnt, Hedgehog, PDGF y BMP se combinan 
delimitando el nicho de las células madre 


Está claro que las células madre intestinales no pueden existir sin el entorno especial que 
les aporta la cripta. Este nicho de células madre es tan esencial como las propias células ma- 
dre. ¿Cómo se genera y se mantiene? Al parecer los mecanismos dependen de una comple- 
ja interacción de señales entre el epitelio y el tejido conjuntivo adyacente. El intercambio de 
señales Wnt, Hedgehog y PDGF entre los dos tejidos y las distintas regiones del eje vello- 
sidad-cripta, conduce a la restricción de la señalización Wnt hacia las células adyacentes de 
la cripta. Las células epiteliales de la cripta producen tanto proteína Wnt como receptores 
que interaccionan con dicha proteína, generando un bucle de retroalimentación positiva que 
posiblemente contribuye a que la activación de la vía Wnt se mantenga por sí misma en esta 
zona. A su vez, las señales que se intercambian con el tejido conjuntivo provocan la expre- 
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Figura 23-26 La señalización Efrina-Eph 
controla la segregación que se produce 
entre las criptas y las vellosidades. (A) Las 
células proliferativas (incluidas las células 
madre) y las células de Paneth expresan 
proteínas £ph8, mientras que las células 


diferenciadas, que revisten las vellosidades y 


no se dividen, expresan proteínas efrina B, La 
interacción repulsiva cehilar producida 
mediante conexiones entre estos dos tipos 
de moléculas de superficie mantiene 
segregados los dos tipos celulares. (B) Como 
resultado, en un intestino normal, las células 
de Paneth (teñidas de marrán) y las células 
que se dividen permanecen confinadas en el 
fondo de las criptas. (() En un murante que 
carece de las proteínas Eph8, las células que 
deberían permanecer en las criptas se 
localizan alo largo de las vellosidades. 
¡Adaptado dl 4, Ci 111: 251-263, 
2002. Con la auto de E 
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Figura 23-27 Las señales que definen el nicho de las células madre intestinales. 
(A) Esquema del sistema de señalización. Las células epiteliales del fondo de cada 
cripta, expresan las proteínas señal de las familias Hedgehog y Went, junto con 

los receptores Wnt, expresando niveles elevados en la activación de la vía Wnt. 
Las células de tejido conjuntivo de la base del epitelio expresan tanto receptores 
Hedgehog como receptores Wnt, El efecto combinado de dichas señales en la 
base de la cripta, posiblemente conjugándose con otras señales, da lugar a que 
las células del tejido conjuntivo que se hallan en el centro de cada vellosidad 
expresen proteínas AMP, Las proteínas BMP actúan sobre el epitelio de la 


las señales Hedgehog vellasidad, impidienda a las células que formen criptas. (8) Sección transversal 


y Wnt de la cripta 


células . de una zona del epitelio intestinal normal. Las células proliferativas, que se hallan 
de la cripta producen la expresión A e A 6 a de 
ue proliferan de BMP4 en interior concentradas en las criptas, quedan teñidas de marrón. (C) Sección del intestino 
pa de la vellosidad de un ratón vansgénico que expresa un inhibidor de la señalización BMP y se úñe 


de forma similar. A los lados de las vellosidades deformadas, se han desarrollado 
criptas ectópicas que contienen células en división. (B y €, por cortesía de 
(a) A, Haramis et al, Science 303: 1684-1686, 2004. Con la autorización de AMAS). 


sión de proteínas BMP en las células del tejido conjuntivo que se hallan en el interior de la 
vellosidad (Figura 23-27). Estas células transmiten la señal al epitelio más próximo de la ve- 
losidad a fia de inbibir el desarrollo de criptas mal situadas: si se bloquea la señalización 
BMP se disgrega toda la organización y se producen criptas mal situadas, formándose inva- 
ginaciones de epitelio proliferativo a ambos lados de la vellosidad. 


El hígado funciona como una interfase entre el tracto digestivo 
y la sangre 


Como se acaba de describir, las funciones del intestino las realizan diversos tipos celulares. 
Algunas células se especializan en la secreción de ácido clorhídrico, otras en la secreción de 
enzimas, otras enla absorción de nutrientes, y así sucesivamente. Algunos de estos tipos ce- 
lulares están estrechamente intercalados en la pared intestinal, otros se ballan agrupados 
formando grandes glándulas que comunican con el intestino y que en el embrión se forman 
a modo de brotes del epitelio intestinal. El hígado es la mayor de estas glándulas. Se desa- 
rrolla como una región en la que discurre una vena principal junto ala pared del tubo diges- 
tivo primitivo y en el adulto es un órgano que mantiene una estrecha relación con la sangre. 
Las células del hígado que derivan del primitivo epitelio intestina -los hepatocitos- están 
dispuestas en lárninas y cordones interconectados, con espacios lenos de sangre entre ellos, 
denominados sinusoides (Figura 23-28). La sangre queda separada de la superficie de los 
hepatocitos por ima única capa de células endoteliales aplanadas que recubre las caras ex- 
puestas de los hepatocitos. Esta estructura facilita las funciones principales del hígado, que 
dependen del intercambio de imetabolitos entre los hepatocitos y la sangre. 

El hígado es el lugar principal en el que los nubdeates, que se hao absorbido en el inresti- 
no y luego se han tansferido ala sangre, se procesan para su utilización por otras células del 
cuerpo. El mayor aporte sanguíneo que recibe procede directamente del tracto intestinal (por 

inteizan, degradan y almacenan un gran número de sustan- 
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en la vena central de hepatocitos hepatocito 
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todo el cuerpo y segregan la mayoría de las proteínas del plasma sanguíneo. Al mismo tiempo, 
los hepatocitos permanecen conectados a la luz intestinal mediante un sistema de conductos 
diminutos (o canalículos) y conductos mayores (véase Figura 23-28B, C) y, a través de ellos, se- 
gregan hacia el intestino productos residuales de su metabolismo y un agente emulsionante, 
la bilis, que interviene en la absorción de las grasas. Los hepatocitos son célidas grandes y un 
50% de ellas (en los humanos adultos) son poliploides, con una cantidad de DNA dos, cuatro, 
ocho o incluso más veces mayor que la cantidad diploide normal por célula. 

A, diferencia de lo que sucede con el resto del tracto digestivo, parece que en la pobla- 
ción de hepatocitos existe muy poca distribución de funciones. Cada hepatocito parece ser 
capaz de realizar la amplia gama de funciones metabólicas y secretoras. Estas células, com- 
pletamente diferenciadas, también pueden dividirse de forma repetida cuando es necesario. 


La pérdida de células hepáticas estimula su proliferación 


El hígado ilustra uno de los grandes problemas no resueltos del desarrollo y de la biología de 
los tejidos: ¿qué es lo que determina el tamaño de un órgano del cuerpo, o la cantidad de un 
tipo de tejido respecto a otro? Casi seguro que las respuestas son diferentes para distintos 
órganos, aunque el funcionamiento se conoce escasamente en algún caso. 

Los hepatocitos viven por lo general un año o más y se renuevan a una velocidad lenta. 
Pero, inchuso en los tejidos que presentan una renovación lenta de sus células, un pequeño 
pero persistente desequilibrio entre la velocidad de producción y la velocidad de rmuerte ce- 
lhular conduciría al desastre. Si cada semana se dividieran un 2% de las células hepáticas de 
un ser humano y sólo se perdiera un 1%, el hígado crecería hasta sobrepasar, en 8 años, el 
* peso del resto del cuerpo. Así pues, tiene que existir algún mecanismo homeostático que 
ajuste la velocidad de proliferación celular o la velocidad de muerte celular, o ambas para 
mantener el tamaño normal de cada órgano. Por otro lado, este tamaño necesita armoni- 
zarse con el del resto del cuerpo. Cuando el hígado de un perro pequeño se trasplanta a uno 
grande, crece rápidamente hasta alcanzar el tamaño apropiado al huésped, y a la inversa, 
cuando se trasplanta el hígado de un perro grande a uno pequeño, disminuye de tamaño. 

La prueba directa del control homeostáñico de la proliferación de las células hepáticas 
surge de experimentos en los que se extirpan mediante cirugía un número elevado de hepa- 
tócitos o se destruyen de forma intencionada por medio de tetracloruro de carbono. Al cabo 
de un día aprodimadamente de efectuar cualquiera de estas lesiones, se observa Un aumen- 
to brusco de la división celular entre los hepatocitos supervivientes, que sustituyen rápida- 
mente el tejido perdido. (Si los hepatocitos se eliminan por completo, pueden actuar como 
célalas madre en la génesis de nuevos hepatocitos otra clase de células, localizadas en los 
conductos biliares, aunque habitualmente esto no es necesario.) Si, por ejemplo, se extirpan 
los dos tercios del hígado de una rata, a partir del tercio restante se puede regenerar en unas 
dos sernanas un hígado casi normal por prolileración de los hepatocitos. Aunque se han imn- 
- plicado diversas moléculas en el inicio de esta reacción, una de las más importantes es una 
proteína denominada factor de crecimiento de hepatocitos. Dicho factor estírmula la división 
de los hepatocitos en cultivo y su producción aumenta de forma súbita (por mecanismos 
poco conocidos) como respueste a la lesión del hígado. 
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Figura 23-28 La estructura del higado. 

(A) Electromicrografía de barrido de una 
región del hígado, que muestra las capas 

y las trabéculas irregulares que forman 

los hepatocitos y los múltiples canales 
diminutos, a sinusoides, para la circulación de 
la sangre, Los canales mayores son vasos que 
distribuyen y recogen la sangre que circula 
através de los sinusoides, (8) Detalla de un 
sinusaide (ampliación de la región parecida 
a la que está marcada en un rectángulo 
amarillo en la parte inferior derecha de 

la foto ÍA). (() Esquema de la estructura 
microscópica del hígado. Una sola capa 
delgada de células endoteliales, que están 
intercaladas con células Kupffer similares a 
los macrófagos, separa a los hepatocitos de 
la circulación sanguinea. Pequeños orificios 
en la capa endotelial, denominados 
fenestraciones, que en latín significa 
“ventanas” permiten al intercambio de 
moléculas y pequeñas partículas entre los 
hepatocitos y la circulación sanguínea. 
Además del intercambio de materiales con la 
sangre, los hepatocitos forman un sistema de 
finos canalícuios biliares en el interior de los 
cuales segregan bilis, que al final se vierte al 
intestino a través de los conductos biliares, 
La estructura real es menos regular de lo 
que sugiere este esquema. ÍA y B, cortesía 

de Pietro M. Motta, Universidad de Rorna 

“La Sapienza”) 
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El equilibrio entre formación y muerte celular en el hígado adulto (cómo en otros órga- 
nos) no depende sólo de la regulación de la proliferación celular: parece ser que intervienen 
controles de supervivencia celular. Por ejemplo, si una rata adulta se trata con la droga feno- 
barbital, se estimula a los hepatocitos a dividirse y, en consecuencia, se agranda el hígado. 
Cuando se internumpe el tratamiento con fenobarbital aumenta considerablemente la 
muerte celular de los hepatocitos hasta que el hígado recupera su tamaño original, por lo 
general al cabo de una sernana poco más o menos. Se desconoce cuál es el mecanismo de es- 
te tipo de control de supervivencia celular, aunque se ha sugerido que los hepatocitos, igual 
que la mayoría de células de los vertebrados, dependen de señales emitidas por otras células 
para su supervivencia y de que el nivel normal de dichas señales puede mantener solamen- 
te un número determinado de hepatocitos. Si el número de hepatocitos supera esta cantidad 
(p. ej. como resultado de un tratamiento con fenobarbital), la muerte celular se incrementa- 
rá de manera automática volviendo a rebajar el número de células. Todavía se desconoce de 
qué forma se mantienen los niveles de los factores de supervivencia. , 


La renovación del tejido no tiene que depender de las células 
madre: las células secretoras de insulina en el páncreas 


La mayor parte de los órganos del tracto digestivo y respiratorio, inchuyendo los pulmones, el 
estómago y el páncreas, contienen una subpoblación de células endocrinas similar a las cé- 
lulas enteroendocrinas del intestino y, como éstas, se forman en el epitelio bajo el control de 
la vía de señalización Notch. Las células secretoras de insulina (células f) del páncreas perte- 
necen a esta categoría. Su mecanismo de renovación tene especial importancia, ya que la 
pérdida de estas células (debido a un mecanismo autoinmune) es la causa de la diabetes 
de Tipo ! (forma juvenil) y también es un factor significativo en la forma de Tipo Il (forma 
adulta). En un páncreas normal, estas células P están acumuladas en agregados celulares de- 
nominados islotes de Langerhans (Figura 23-29) donde se agrupan con las células enteroen- 
docrinas relacionadas, que segregan otras hormonas. Los islotes contienen un subconjunto 
no bien definido de células especializadas que funcionan como células madre, ya que pro- 
ducen de forma contínua nuevas células P. ¿De dónde proceden estas células nuevas? 

La respuesta a esta cuestión se ha encontrado en el estudio sobre ratones transgénicos 
en los que se ha utilizado una ingeniosa variante de la técnica de Cre-Lox (descrita en el 
Capítulo 8) para producir ima mutación marcadora sólo en aquellas cétilas que expresan el 
gen de la insulina en el momento en que se introduce un fármaco para activar Cre. De esta 
forma, las Únicas células que quedan marcadas y transmiten la marca a su estirpe son aque- 
llas que ya se habían diferenciado en células f durante el periodo del tratamiento. Cuando 
se analizan los ratones al cabo de poco más de un año, todas las nuevas células f llevan 
la marca, lo cual implica que son descendientes de las células f ya diferenciadas y no de 
algunas células rmmadre no diferenciadas. igual que en el hígado, parece que la población 
de células diferenciadas se ha renovado y ampliado por simple duplicación de las células 
diferenciadas existentes y no por intervención de las células madre. 


iS 


Figura 23-29 Un islote de Langerhans del 
páncreas. Las células secretoras de insulina 
(células B) presentan inmunofluorescencia 
verde. Los núcleos de las células quedan 
teñidos de púrpura con in colorante del DNA, 
Las células exocrinas de alrededor (que 
segregan enzimas digestivas y bicarbonato a 
través de los conductos hacía el intestino) no 
quedan teñidas, excepto los núcleos. En el 
interior del islote, cerca de la superficie, hay 
pequeños grupos de células íno teñidas) que 
segregan hormonas como el glucagón. Las 
células secretoras de insulina se renuevan por 
duplicación sencilla, sin necesidad de células 
rnadre especializadas. (Adaprado de una 
fotografía por cortesía de Yuval Dor, O 2009 
Yuval Dor, The Hebrew University, Jenssalern) 
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Resumen 


El pulmón realiza una función sencilla pero sus sistemas de organización sor complejos. Las células 
secretoras de surfactante impiden el colapso de los alvéolos. Los macrófagos eliminan la suciedad y 
los microorganismos de los alvéolos. Una escalera mucociliada formada por células caliciformes se- 
cretoras de mucus y células ciliadas barren los detrinis hacia fuera de las vías respiratorias. 

En el intestino, donde tienen lugar los procesos químicos en potencia más agresivos, ina rápi- 
da y constante renovación celular mantiene en buen estado el epitelio absorbente. En el intestino 
delgado, las células madre de las criptas generan nuevas células absorbentes, caliciformes, entero- 
endocrinas y de Paneth, reemplazando cada sernana la mayor parte del revestimiento epitelial del 
intestino. En las criptas, la señalización Wni mantiene la población de células madre, mientras que 
la señalización Notch dirige la diversificación de la estirpe de células madre y limita el número que 
queda designado hacia el destino secretor En el epitelio, las interacciones célula-célula mediadas 
por la señalización efrina-Eph controlan la migración selectiva de células desde las criptas hasta el 
extremo de las vellosidades. Las interacciones entre el epitelio y el estroma que implican a las vías 
Want Hedgehog, POGF y BMP organizan el parrón de las criptas y las vellosidades, generando así los 
nichos donde se encuentran las células madre. 

El higado es un órgano que está más protegido, pero también puede adaptar rápidamente su 
tamaño mediante la proliferación celular o la muerte celular cuando surge la necesidad. Los hepa- 
tocitos diferenciados conservan a lo largo de toda la vida la capacidad de dividirse, demostrando 
que para la renovación de un tejido no siempre es necesario un tipo determinado de céhulas madre. 
De forma parecida, en el páncreas ta población de células productoras de insulina se amplía y re- 
nueva por simple duplicación de las células productoras de insulina. 
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Después de describir los tejidos que derivan del ectodermo y del endodermo embrionario, 
se analizará los derivados del mesodermo. Esta capa intermedia de céhulas, comprendida en- 
tre el ectodermo y el endodermo, crece y se diversifica proporcionando muchos tipos de 
funciones de mantenimiento. Da lugar a los tejidos conjuntvos del cuerpo, a las células san- 
guíneas y a los vasos sanguíneos y linfáticos, así como al músculo, al riñón y a muchos otros 
órganos y tipos celulares. Se analizarán con los vasos sanguíneos. 

Casi todos los tejidos dependen de un aporte sanguneo y dicho aporte depende de las 
células endoteliales, que revisten los vasos sanguíneos. Las células endoteliales tienen una 
notable capacidad para ajustar su número y su ordenación a las necesidades locales. For- 
man un sistema de mantenimiento vital adaptable y se extienden por casi todo el cuerpo 
mediante migración cebular. Si no fuera por las células endoteliales, que extienden y remo- 
delan la red de vasos sanguíneos, el crecimiento y la reparación de los tejidos sería imposi- 
ble. El tejido cancerígeno es tan dependiente del aporte sanguíneo como el tejido normal, lo 
que ha generado un gran interés por la biología de la célula endotelial. Mediante el bloqueo 
de la formación de nuevos vasos sanguíneos con fármacos que actúan sobre las células en- 
doteliales, es posible bloquear el crecimiento de tumores (descrito en.el Capítulo 20). 


Las células endoteliales revisten todos los vasos sanguíneos 
y linfáticos 


Los vasos sanguíneos más grandes son las arterias y las venas, que Henen na gruesa yresis- 
tente pared de tejido conjuntivo y varias capas de fibras musculares lisas (Figura 23-30). La 
pared está revestida por una sola capa finísima de células endoteliales, el endotelio, separa- 
da de las capas más externas por una lámina basal. La cantidad de tejido conjuntivo y de 
inusculatura lisa de la pared del vaso varía según su diámetro y su función, pero siempre es- 
tá presente el revestimiento epitelial En las ramas vasculares más finas los capilares y los si- 
nusoides— las paredes están formadas exclusivamente por una sola capa de células 
endoteliales y por una lámina basal (Figura 22-32) junto con algunos aunque funcional 
mente importantes pericitos dispersos. Estas células de la familia del tejido conjuntivo, re- 
lacionadas con las fibras musculares lisas de los vasos, rodean los vasos más delgados 
(Bgura 22-32). 
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tejido lámina elástica 
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Figura 23-39 Esquema de un corte 
transversal de una arteria pequeña. 
Las células endoteliales, aunque pasan 
desapercibidas, son el componente 
fundamental Compárese con el capilar 
de la Figura 23-33, 


1446 


lárnina basal 


núcleo de la célula endotelial 


Capítulo 23: Los tejidos especializados, las células madre y la renovación tisular 


Figura 23-31 Capilares. (A) Electromicrografía de tsn corte transversal de un pequeño capilar del páncreas. La pared está formada por una sola célula 
endotelial recubierta de una lámina basal. (B) Elecromicrografía de barrido del interior de un capilar en un glomérulo del riñán, donde tiene lugar la filtración 
de la sangre produciendo la orina. Aquí, como en al hígado (véase la Figura 23-28), las células endoteliales están especializadas para formar una estructura 
similar a la de un colador, con fenestraciones, estructuradas de forma parecidas a los poros nucleares de las células eucariotas, que permite al agua y a la 
mayoría de moléculas salir ibrernente de la circulación sanguínea. (A, a partir de R.P. Bolender, J, Cell Biol, 61:269-287, 1974. Con la autorización de 


The Rockefeller University Press; B, cortesía de Steve Gschmeissner y David Shirna.) 


En los vasos linfáticos no está tan claro como en los vasos sanguíneos. Los vasos linfáti- 
cos no transportan sangre y son mucho más finos y permeables que los vasos sanguíneos. 
Proporcionan un sistema de drenaje de los fluidos (linfa) que se filtran hacia el exterior de los 
vasos sanguíneos, así como una ruta para los glóbulos blancos de la sangre que han migra- 
do desde los vasos sanguíneos hacia los tejidos. Por desgracia, con frecuencia también pro- 
parcionan una vía por la que las células cancerígenas escapan de un turnor primario e 
invaden otros tejidos. Los vasos linfáticos forman un sistema ramificado de afluentes que 
descargan finalmente en un gran vaso linfático, el conducto torácico que se abre dentro de 
una gran vena junto al corazón. Igual que los vasos sanguíneos, los vasos linfáticos están re- 
vestidos por células endoteliales. 

De esta forma, las células endoteliales revisten todo el sistema vascular, desde el cora- 
zón hasta los capilares más finos, y controlan el paso de materiales -y el tránsito de glóbulos 
blancos— hacia el interior y el exterior de la corriente sanguínea. Las arterias, las venas y los 
vasos linfáticos se desarrollan a partir de pequeños y sencillos vasos formados sobre todo 
por células endoteliales y una lámina basal; el tejido conjuntivo y la musculatura lisa se for- 
man más adelante bajo la influencia de señales producidas por las células endoteliales. 


Las células endoteliales estrelladas promueven la angiogénesis 


Para comprender cómo se organiza el sistema vascular y cómo se adapta a las distintas ne- 
cesidades de los tejidos, tenemos que entender las células endoteliales. ¿Cómo logran estar 
tan ampliamente distribuidas y cómo forman los conductos, que conectan de la forma más 
adecuada, para que la sangre que circula a través de los tejidos y hacia la linfa pueda ser fil- 
tada de nuevo ala circulación sanguínea? : 

Las células endoteliales se forman en regiones específicas del ernbrión temprano, a par- 
tir de células precursoras que también dan lugar a las células sanguíneas. A partir de estas re- 
giones, las células endoteliales embrionarias migran, proliferan y se diferencian formando 
los primeros rudimentos de los vasos sanguíneos; este proceso se denomina vasculogénesis, 
El crecimiento posterior y la ramificación de los vasos a través del cuerpo se producen prin- 
cipalmente por proliferación y desplazamiento de las células endoteliales de estos primeros 
vasos, un proceso denominado anglogénesis, 

En líneas generales, la anglogénesis se produce de forma similar tanto en el organismo 
joven como cuando se da en el adulto dura: 


lado y la reparación de los tejidos. 


Figura 23-32 Perícitos. La electromicrografía 
de barrido muestra perícitos que extienden 
sus expansiones alrededor de un vaso 
sanguineo pequeño (una vénula postcapilar) 
de la glándula mamaria de un gata, Los 
pesícitos se localizan también alrededor 

de los capilares, pero distribuidos de forma 
mucho menos densa que éstos, 

¿De T, Fujivrara e Y, Ueñara, Am. J, Anat. 
170:39-54, 1984. Con la atitorización 

de Wiley-Liss.) 
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Podemos observar el comportamiento de las células en estructuras de por sí ansparentes, 
corno la cómea del ojo o la aleta de un renacuajo, en un cultivo celular e en el embrión. La 
retina embrionaria, cuyos vasos sanguíneos invasivos siguen un programa definido, consti- 
tuye un buen ejemplo para un estudio experimental. Cada nuevo vaso se forma corno 1 
capilar que emerge por gemación del margen de un pequeño vaso ya existente o de una pe- 
queña vénula (Figura 23-334). En el extremo del brote, se halla una célula endotelial es- 
pecífica, que marca la ruta. La célula endotelial estrellada presenta un patrón de expresión 
génica algo distinto al de las células endoteliales del tallo que se hallan junto a ella y denen 
la capacidad de dividirse, mientras que dicha célula no se divide; pero la característica más 
destacable de la célula endotelial estrellada es que extiende largos y numerosos filopodios, 
muy parecidos a los de un cono de crecimiento neuronal (Figura 23-33B). Mientras tanto, 
las células del tallo quedan perforadas formando un espacio (véase Figura 23-334). Este pro- 
ceso puede observarse en el embrión transparente del pez cebra: cada una de las células de- 
sarrolla vacuolas internas que se fusionan con las de las células adyacentes construyendo 
un tubo continuo plunicelular. <GTTG> 

Las células endoteliales del extremo que dirigen el crecimiento de capilares normales, 
no sólo se parecen a los conos de crecimiento neuronal, sino que también responden de for- 
ma similar a las señales del entorno. De hecho, se encuentraz implicadas varias de las mis- 
mas moléculas señalizadoras, como las semaforinas, las netrinas, las eslits y las efrinas con 
sus receptores correspondientes, que se expresan en las células endoteliales estrelladas y que 
en el embrión conducen los brotes vasculares a lo largo de vías específicas, con frecuencia 
paralelas alos nervios. Sin embargo, quizá la más importante de las moléculas guía en las cé- 
lulas endoteliales sea la que controla especificamente el desarrollo vascular: el factor de cre- 
cimiento endotelial vascular o VEGE Tendremos ocasión de explicado más adelante. 


Diferentes células endoteliales forman tipos de vasos diferentes 


Para formar un nuevo circuito para la circulación sanguínea, un brote vascular tiene que 
continuar creciendo hasta que encuentra otro brote o vaso con el que pueda conectar. 
Probablemente las condiciones de conexión son selectivas, para impedir la formación de 
cortocircuitos no aconsejables y para mantener los sistemas linfático y sanguíneo conve- 
nientemente separados. De hecho, las células endoteliales de los vasos linfáticos, venas y 
arterias en desarrollo expresan distintos genes y tienen distintas características de superf- 
cie, Cormo es evidente estas diferencias contribuyen a guiar los distintos tipos de vasos a lo 
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Figura 23-33 Angiogénesis. (A) Se forma un 
nuevo capilar sanguíneo corno un brote a 
partir de una célula endotelial de la pared 
de un pequeño vaso ya existente, Una célula 
endotelial estrellada con numerosos 
ñlopodios guía el avance de cada brote del 
capilar. Las células del tallo endotelial que 
siguen tras la célula endlotelial estrellada 

se vacian formando la luz del capilar. 

(8) Capilares sanguíneos fermando nuevos 
brotes en la retina de un ernbrión de ratón. 
(9 En una región similar, en que se ha 
inyectado un colorante rojo en fa circulación 
sanguínea, se observa la luz del capilar 
abriéndose paso detrás de la célula endotelial 
estrellada. (8 y €, de H. Gerhardtet al, 

J. Cell Biol 161116 77, 2002.Con la 

ción de The Rockefeller University 
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largo de distintas vías, controlan la formación selectiva de conexiones y dirigen el desarrollo 
de los distintos tipos de paredes a medida que el vaso se ensancha. Por ejemplo, las células 
endoteliales arteriales, por lo menos en el embrión, expresan la proteína transmermbrana 
efrinaB2 mientras que las células arteriales expresan la proteína receptora correspondiente 
EphBA4 (descrito en el Capítulo 15). Estas moléculas intervienen en la señalización en las z0- 
nas de contacto célula-célula y son esenciales para el desarrollo de una red de vasos organi- 
zada de forma apropiada. 

La expresión de la proteína reguladora génica Prox1 diferencia a las células endoteliales 
de los vasos linfáticos de las células endoteliales arteriales y venosas. Este gen activa un sub- 
grupo de células endoteliales en la pared de una vena de gran calibre (la vena cardíaca) del 
embrión, convirtiendo dichas células en progenitoras linfáticas. A partir de ellas, se forma 
por gemación el conjunto de los vasos linfáticos tal como se acaba de describir. Proxl indu- 
ce en las células linfáticas la expresión de receptores para distintos miembros de la familia de 
moléculas guía VEGÉ así corno proteínas que impiden la formación de conexiones entre las 
células linfáticas y los vasos sanguíneos. 


Los tejidos que necesitan irrigación sanguínea producen VEGF; 
la señalización Notch entre las células endoteliales regula la 
respuesta 


En los vertebrados casi cada una de las células de cada tejido está situada a unos 50-100 ¡un 
de un capilar. ¿Qué tipo de mecanismo garantiza que el sistema vascular sanguíneo se rami- 
fique en cada rincón y en cada ranura? ¿Cómo llega a ajustarse de forma tan perfecta a las 
necesidades locales de los tejidos, no sólo durante el desarrollo normal, sino también en 
cualquier tipo de situaciones patológicas? Por ejemplo, una herida induce un brote de creci- 
miento capilar en la proximidad de la lesión para responder a los elevados requerimientos 
metabólicos del proceso de reparación (Figura 23-34]. Los irritantes locales y las infecciones 
también provocan una proliferación de nuevos capilares, la mayoría de los cuales entran en 
regresión y desaparecen cuando la inflamación se atenúa. De forma,menos benigna, un pe- 
queño fregmento de tumor de tejido implantado en la córnea, que normalmente carece de 
vasos sanguíneos, provoca un rápido crecimiento vascular desde el margen vascular de la 
córnea hasta la zona del implante; la velocidad de crecimiento del nunor aumenta brusca- 
mente en el mornento en que es alcanzado por los vasos. 

En todos estos casos, las células endoteliales invasoras responden a señales producidas 
porel tejido que invaden. Las señales son complejas, pero existe una proteína denominada 
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGE: vascular endothelial growth factor), que 
desempeña un papel esencial, Es una proteína relacionada con el factor de crecimiento de- 
rivado de las plaquetas (PDGE: platelet-derived growth facton. La regulación del crecimien- 
to del vaso de sanguíneo para atender las necesidades del tejido depende del control de la 
producción de VEGÉ a través de cambios de la estabilidad de su mRNA y de la velocidad de 
su transcripción. Este último control se conoce bastante bien. En prácticamente cualquier 
tipo celular, la falta de oxígeno provoca un aumento de concentración intracelular de la for- 
ma activa de una proteína reguladora génica denominada factor lo inducible por hipoxia 
(Eb 10 hypoxia-inducible factor 10). HiiPla estimula la transcripción del gen Vegf (y de 
otros genes cuyos productos son necesarios cuando se produce un aporte escaso de OxÍge- 


Figura 23-34 La formación de nuevos 
capilares en respuesta a una lesión. 

Las electromicrografías de barrido de moldes 
del sistema de vasos sanguíneos, alrededor 
del borde de la córnea, muestran la 

reacción a una lesión. Los moldes se realizan 
inyectando una resina en los vasos y dejando 
que esta resina polimerice, lo que pone de 
manifiesto la forma de la luz del capilar, 
complementaria a la forma de las células. 
Sesenta horas después de la lesión, empiezan 


- abrotar numerosos capilares nuevos hacia el 


área lesionada, que se encuentra justo 
encima de la parte supeñor de la fotografía. 
El crecimiento orientado de los vasos refleja 
una respuesta quimiotáctica de las células 
endoteliales hacia un factor angiogénico 
liberado en la herida. (Cortesía de Peter 

C Burger.) 
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no). La proteína VEGF se segrega, difunde a través del tejido (con distintas isoformas de 
VEGE que difunden a distintas distancias) y actúa en la proximidad de las células endotelia- 
les, estirmulándolas a proliferar, a producir proteasas que contribuyen a digerir la pared vas- 
cular a través de la lámina basal y a formar brotes vasculares. Las células endoteliales 
estrelladas de los brotes detectan el gradiente de VEGF y se desplazan hacia su origen. (Otros 
factores de crecimiento, incluidos algunos miembros de la familia de los factores de creci- 
miento de fibroblastos, también pueden estimular la angiogénesis y generar reacciones fren- 
te a otras condiciones como en el caso de la inflamación.) 

A, medida que se van formando los nuevos vasos y van aportando sangre al tejido, la 
concentración de oxígeno aumenta, la actividad de HIF-1a disminuye y se interrumpe la 
producción de VEGE con lo que la angiogénesis se detiene (Figura 23-35). Como en todos 
los sistemas de señalización, es tan importante interrumpir la señal correctamente como 
iniciarla de forma correcta. En un tejido oxigenado con normalidad, la continua degrada- 
ción de la proteína HIF1a mantiene una baja concentración de dicha proteína: en presencia 
de oxígeno, una enzima que requiere oxígeno modifica HIFla de forma que pueda ser de- 
gradada, A su vez, la degradación requiere el producto de otro gen, que codifica una subuni- 
dad de la ligasa de ubicuitina E3, que es defectuoso en la enfermedad denominada síndrome 
de von Hippeb-Lindau (VHL). Las personas afectadas nacen con una sola copia funcional del 
gen VAl; las mutaciones se producen al azar en todo el cuerpo afectando a todas aquellas 
células en las que dos copias del gen son defectuosas. Estas células contienen grandes can- 
tidades de HIF1, independientemente de la disponibilidad de oxigeno, lo cual desencadena 
la sobreproducción continuada de VEGE Coro resultado de ello se desarrollan los heman- 
gioblastormnas, tumores que contienen densas masas de vasos sanguíneos. Las células mu- 
tantes que producen el VEGF se ven impulsadas a proliferar, debido al grado elevado de 
nutrición que proporciona el exceso de vasos sanguíneos y se genera un círculo vicioso que 
estímula el crecimiento del tumor. La pérdida del gen VHL también da lugar a otros tipos de 
tumores aderrás de los hemangioblastomas, por mecanismos que pueden ser indepen- 
dientes de los efectos de la angiogénesis. 

Sin embargo, el control de la angiogénesis también implica, aparte del VEGF y otros fac- 
tores del tejido diana, esenciales para estimular y guiar la angiogénesis, las interacciones en- 
tre las células endoteliales, activadas por la vía de señalización Notch, que desempeñan una 
función crítica. Estas interacciones controlan a las células que quedarán señaladas para 
coraportarse como células endoteliales estrelladas, extendiendo sus filopodios y avanzando 
para generar nuevos brotes vasculares y también se requieren para detener esta motilidad en 
el momento preciso. De este modo, normalmente cuando se encuentran los brotes endote- 
hales y se fusionan formando un circuito vascular, se activan reduciendo la actividad de ge- 
mación. El efecto depende de un ligando específico de Notch, denominado Delta4, que se 
expresa en las células endoteliales estrelladas activando Notch en las células adyacentes; di- 
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Figura 23-35 El mecanismo regulador 
que controla el crecimiento de los vasos 
sanguineos responde a las necesidades de 
adgeno de un tejido. La falta de codgeno 
provoca la segregación de VEGE que 
estirmula la angiogénesis. 
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cha activación da lugar a la expresión reducida de los receptores VEGF y se produce una fal- 
ta de respuesta a VEGF en las células adyacentes a la célula endotelial estrellada. En mutan- 
tes defectuosos en la señalización Notch, el comportamiento de gemación continúa de 
forma irregular y queda restringido a las células endoteliales estrelladas. Este hecho da como 
resultado una red demasiado densa de vasos no funcionales, desorganizados, que no trans- 
partan o transportan muy poca sangre. 


Las señales de las células endoteliales controlan la incorporación 
de los pericitos y de células musculares lisas formando 
la pared del vaso 


A medida que crece y se adapta, la red vascular se remodela de forma continua. Un vaso re- 
cién formado puede ensancharse, producir ramificaciones laterales por gemación o retraer- 
se, El músculo liso y otras células del tejido conjuntivo que se autoensamblan alrededor del 
endotelio (véase Figura 23-32) contribuyen a estabilizar los vasos cuando éstos se ensan- 
chan. Este proceso de formación de la pared de los vasos empieza con la incorporación de 
los pericitos. Un número reducido de dichas células se desplazan acompañadas de las célu- 
las del tallo de cada brote endotelial. La incorporación y proliferación de pericitos y de célu- 
las musculares lisas para formar la pared de un vaso depende del PDGF-B segregado por las 
células endoteliales y de los receptores de PDGF de los pericitos y de las células musculares 
lisas. En mutantes defectuosos de esta proteína señalizadora o de su receptor, estas células 
de las paredes de los vasos no se localizan en muchas zonas. Como resultado, los vasos san- 


_guíneos embrionarios desarrollan microaneurismas —dilataciones patológicas microscópi-_ 


cas- que ocasionalmente pueden romperse, así corno otras alteraciones que reflejan la 
importancia del intercambio de señales en ambos sentidos entre las células externas del va- 
so y las células endoteliales. 

Cuando un vaso ha nadurado, las señales que van desde las células endoteliales hasta el 
zejido conjuntivo periférico subyacente y la musculatura lisa continúan regulando la estruo- 
tura y la función vascular. Por ejemplo, las células endoteliales tienen rmecanorreceptores en 


su superficie que les permiten detectar las variaciones de tensión debidas al fujo sanguíneo. : 


Las células reaccionan generando y desprendiendo el gas NO, señalizando así a las células 
periféricas e induciendo cambios en el diámetro de los vasos y en el grosor de las paredes pa- 
ra adaptarse al fujo sanguíneo. Las células endoteliales también median respuestas rápidas 
a señales neurales para la dilatación de los vasos sanguíneos, liberando NO que relaja la 
musculatura lisa de las paredes de estos vasos, como se describe en el Capítulo 13. 


Resumen 


Las células endoteliales son los elementos fundamentales del sistema vascular Forman ura sola capa 
de células que reviste todos los vasos sanguíneos y linfáticos y regula los intercambios entre el flujo san- 
guíneo y los tejidos circundantes. Los nuevos vasos se desarrollan como brotes endoteliales a partir de 
las paredes de los pequeños vasos preexistentes. Una célula endotelial estrellada en el extremo terminal 
de cada brote extiende los filopodios que reaccionan frente a los gradientes de moléculas señolizadoras 
en el entorno, produciendo el crecimiento del brote de forma similar al cono de crecimiento de una 
neurona. Las células endoteliales del tallo, localizadas a continiación, quedan huecas y forman un 
capilar. Las células endoreliales de las arterias, las venas y los vasos linfáticos en desarrollo expresan 
distintas proteínes de superficie, que pueden controtar la forsna en que deben encajar dardo lugar a 
una red de capilares, Las señales que emiten las células endoteliales organizan el crecimiento y desa- 
rrollo de las células del tejido conjuntivo que forman las capas periféricas de la pared del vaso. 

Un mecanismo homeostático garantiza que los vasos sanguineos penetren en todas y coda una 
de las regiones del cuerpo. Las célulos que disponen de poco oxigeno aumentan la concentración de 
factor 1 inducible por hipoxia (HIF10), el cual estirmula la producción del factor de crecimiento en- 
dotelial vascular (VEGEH. VEGF actúa sobre las células endoteliales provocando su proliferación y la 
invasión del tejido hipóxico proporcionando nuevos vasos sanguíneos. Las células endoteliales tar 
bién interactúan entre sí a iravés de la vía Norch. Este intercambio de señales Notbch es necesario pa- 

ra limizar el número de células que se comportan como células endoteliales estrelladas y detener su 
comportamiento angiogénica. 
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RENOVACIÓN MEDIANTE CÉLULAS MADRE 
PLURIPOTENCIALES: FORMACIÓN DE CÉLULAS 


y 


SANGUINEAS 


La sangre contiene muchos tipos celulares con funciones que abarcan desde el transporte de 
oxígeno hasta la producción de anticuerpos. Algunas de estas células se encuentran en el 
sistema vascular, mientras que otras sólo utilizan este sistema vascular como medio de 
transporte, ya que actúan en otros lugares. Sin embargo, todas las células sanguíneas pre- 
sentan similitudes en su ciclo vital. Todas ellas tienen una vida de duración limitada y se re- 
producen de forma continua a lo largo de toda la vida del animal. La característica más 
notable, sin embargo, es que todas ellas se generan, en último término, a partir de una célu- 
la madre común de la médula ósea roja. Por lo tanto, esta célula madre hemopoyética (for- 
madora de sangre, también denominada hematopoyética) es pluripotencial ya que da lugar 
a todos los tipos de células sanguíneas diferenciadas así como a otros tipos celulares como 
los osteoclastos del hueso, que se describirán más adelante. 

Las células sanguíneas se pueden clasificar en rojas y blancas (Figura 23-36). Los gló- 
bulos rojos o eritrocitos permanecen en el interior de los vasos sanguíneos y transportan Oz 
y CO umidos a la hemoglobina. Los glébulos blancos o leucocitos combaten las infecciones 
y, en algunos casos, fagocitan y digieren sustancias residuales. Los leucocitos, a diferencia 
delos eritrocitos, para llevar a cabo sus funciones deben abrirse paso a través de las paredes ' 
de los vasos sanguíneos de pequeño calibre y deben migrar hacia los tejidos. Además la san- 
gre presenta un gran número de plaquetas, que no son células completas sino pequeños 
fragmentos de células o “minicélulas”, que derivan del citoplasma cortical de grandes cétulas 


“denominadas megacariocitos. Las plaquetas se adhieren de forma específica a las células en- 
doteliales que revisten los vasos sanguíneos lesionados e intervienen en la reparación de las 
roturas y brechas, así como en la coagulación de la sangre. 


Los tres tipos principales de glóbulos blancos son granulocitos, 
monocitos y linfocitos 


Todos los glóbulos rojos corresponden a un solo tipo de células en función de su línea de de- 
sarrollo durante la maduración, y lo mismo ocurre con las plaquetas; sin embargo existen 
tipos celulares distintos de glóbulos blancos. Clásicamente, los glóbulos blancos se agrupan 
en tres categorías principales, en función de su aspecto al microscopio óptico: granulocitos, 
monocitos y linfocitos. 


Figura 23-36 Electroraberografía de barrido 
de células sanguíneas de un marnifero 
atrapadas en un coágulo de sangre. Las 
células más grandes y esféricas y con una 
superficie nigosa son los glóbulos blancos; 
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Figura 23-37 Los glóbulos blancos de 

la sangre. [A-D) Estas electromicrografías 
muestran (A) un neutróñilo, (B) un basófilo, 
(9 un eosinóñilo y (D) un monocito. En la 
Figura 25--7 se presentan electromicrografías 
de linfocitos, Cada uno de los tipos celulares 
representados tienen una función diferente, 
que se refleja en los tipos característicos de 
gránulos de secreción y de lisosomas que 
contiene. Cada célula tiene un solo núcleo, 
aunque éste tiene una forma lobulada 
irregular y en (A), (8) y (C) las conexiones 
entre los lóbulos se encuentran fuera del 
plano de la sección. (E) Micrografía de un 
frotis sanguíneo teñido con la técnica de 
Romanowsky, que colorea intensamente los 
glóbulos blancos de la sangre. (A-D, a partir 
de B.A. Nichols et al, .J, Cell Biol. 50:498-515, 
1971. Con la autorización de The Rockefeller 
University Press; E, cortesía de David Mason.) 


Los granulocitos contienen ruumnerosos lisosomas y vesículas secretoras lo gránulos) 
y se subdividen en tres clases según la morfología y las propiedades tintoriales de estos or- 
gánulos (Figura 23-37). Las características tintoriales rellejan diferencias importantes en 
cuanto a sus propiedades quírpicas y a su función. Los neutrófilos (también denominados 
leucocitos polimorfornucleares debido a su núcleo multilobulado) constituyen el tipo de 
granulocitos más numeroso; al fagocitar y destruir pequeños organismos, especialmente 
bacterias, desempeñan un papel esencial en la inmunidad innata frente a la infección bac- 
terlana, como se tratará en el Capítulo 25. Los basófilos segregan bistamina (y en algunas 
especies, serotonina) gue actóía en las reacciones inflamatorias, y están estrechamente re- 
lacionados con los mastocitos, que se encuentran en los tejidos conjuntivos y que también 
se originan a partir de las células madre hematopoyéticas. Los eosinófilos intervienen en la 
destrucción de parásitos y modulan las respuestas inflamatorias de po alérgico, 

Una vez han abandonado la circulación sanguínea, los monocitos Ívéase Figura 
23-37D) se transformen en macrófagos, que junto con los neuróñlos son los principales 
“fagocitos profesionales” del organismo. Como se describe en el Capítulo 13, los distintos 
tipos de células fagocíticas contienen lisosonaas que se fusionan con las vesículas fagocítica 


e 
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(fagosormas) recién formadas, exponiendo los microorganismos fagocitados a la acción de 
complejos enzimáticos, a moléculas altamente reactivas de superóxido (077) y a hipoclorito 
(HOCI, el ingrediente activo de la lejía), así como al ataque por una mezcla concentrada de 
; hidrolasas lisosómicas. Los macrófagos, sín embargo, son mucho más grandes y tienen una 
vida más larga que los neutrófilos. Reconocen y eliminan las células alteradas, envejecidas y 
muertas de muchos tejidos y son los únicos capaces de ingerir grandes microorganismos 
corno los protozoos, 

Los monocitos también dan lugar a las células dendríticas, como las células de Langer- 
hans descamadas de la epidermis. Como los macrófagos, las células dendríticas son células 
migratorias que pueden ingerir sustancias y organismos extraños, pero no tienen la misma 
capacidad de fagocitosis. Sin embargo, se especializan como presentadoras de antígenos a 
los linfocitos desencadenando la respuesta inmunitaria. Las células de Langerhans, por 
ejemplo, ingieren antígenos extraños en la epidermis y transportan estos trofeos hasta los 
nódulos linfáticos, presentándolos a los linfocitos. 

Existen dos tipos principales de linfocitos, ambos implicados en el funcionamiento de 
las respuestas inmunitarias: los linfocitos B fabrican articuerpos, mientas que los linfocitos T 
eliminan células infectadas por virus y regulan la actividad de Ótros glóbulos blancos. Ade- 
más existen células de carácter linfocitario denominadas células citotóxicas naturales o cé- 
lulas NK (natural killer cells) que destruyen ciertos tipos específicos de células tumorales y 
de células infectadas por virus. La producción de linfocitos es un tema especializado que se- 
rá descrito con más detalle en el Capítulo 25. Ahora vamos a centrarnos principalmente en 
el proceso de formación de los otros glóbulos blancos, también denominados, en conjunto, 
células mielvides. : 

La Tabla 23-1 resume los diferentes tipos de células sanguíneas y sus funciones. 


Tabla 23-1 Células sanguíneas 
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La producción de los distintos tipos de células sanguíneas 
en la médula ósea roja está controlada individualmente 


La mayor parte de los glóbulos blancos no actúa en la sangre sino en otros tejidos; la sangre 
únicamente los transporta a los lugares donde se necesitan. Una infección localizada o una 
herida en algún tejido atrae rápido a los glóbulos blancos hacia la región afectada, como parte 
de una respuesta inflamatoria que actúa contra la infección o reparando la herida, 

La respuesta inflamatoria es compleja y se transmite mediante distintas moléculas señal 
producidas de forma local por mastocitos, terminaciones nerviosas, plaquetas y glóbulos 
blancos, así como por la activación del complemento (descrito en los Capítulos 24 y 25). Al- 
gunas de estas moléculas señal actúan cerca de los capilares y provocan una disminución de 
la adhesión entre las células endoteliales pero incrementan la adherencia de la superficie de 
estas células a los glóbulos blancos circulantes. Así, los glóbulos blancos quedan atrapados 
en la superficie interna del vaso como mariposas en un cazamariposas, de donde pueden es- 
capar deslizándose entre las células endoteliales y atravesando la lámina basal. <ACCG> Co- 
mo se describió en el Capítulo 19, los receptores de migración denominados selectíinas 
realizan la umión inicial con las células endoteliales, mientras que las integrinas Hevan a ca- 
bo la unión más estrecha que requieren los glóbulos blancos para atravesar la pared de los 
vasos sanguíneos (véase Figura 19-19). Los tejidos lesionados o inflamados y las células en- 
doteliales segregan otras moléculas denominadas quimioquinas, que actúan corno agentes 
quimiotácticos para distintos tipos de glóbulos blancos, provocando la polarización de estas 
células, que las hace avanzar hacia el lugar de origen del agente quimiotáctico. Como resul- 
tado de de este proceso, un gran número de glóbulos blancos penetran en el tejido afectado 
(Figura 23-38). 


Otras moléculas señalizadoras producidas durante una respuesta inflamatoria-escapan 


de la sangre y estimulan a la médula ósea roja a que produzca más leucocitos, liberándolos 
hacia la circulación sanguínea. La médula ósea roja constituye el objetivo principal de esta 
regulación ya que, con excepción de los linfocitos y de algunos macrófagos, en los mami- 
feros adultos la mayoría de tipos de glóbulos blancos sólo se generan en la médula ósea. La 
regulación tiende a ser específica para cada tipo celular: algunas infecciones bacterianas, 
por ejeraplo, provocan un aumento selectivo de neutrófilos, mientras que las infecciones 
por protozoos y por otros parásitos provocan un incremento selectivo de eosinófilos. (Por 
este motivo se realizan recuentos diferenciales rutinarios de glóbulos blancos para exmútir el 
diagnóstico de infecciones y de otras enfermedades inflamatorias.) 

En otras circunstancias, se incrementa selectivamente la producción de eritrocitos, por 
ejemplo, en el proceso de aclimatación de individuos que viven en altitudes elevadas, don- 
de el oxígeno es más escaso. Esta formación de células sanguíneas, o hemopoyestis (también 
denominada hematopoyesis), implica necesariamente controles complejos que regulan de 
forma individual la producción de cada uno de los tipos de células sanguíneas de forma que 
pueden variar de acuerdo con las necesidades. Comprender cómo actúan dichos controles 
constiruye un problema de gran importancia médica. 

En animales intactos, la hematopoyesis es más difícil de analizar que la renovación ce- 
lular en un tejido como la epiderrais o el revestiírnmiento intestinal, donde una organización 
espacial regular facilita el seguimiento del proceso de renovación y la localización de las cé- 
lulas madre. Los tejidos hematopoyéticos no están tan ordenados. Sin embargo, las células 
hematopoyéticas tienen una forma de vida nómada que las hace más accesibles a otros pos 
de estudios experimentales. Las células hematopoyéticas dispersas se pueden obtener y 
transferir fácilmente, sin alteraciones, de un animal a otro. Además, en estas células mante- 
nidas en cultivo, se puede observar y analizar la proliferación y la diferenciación de células 
individuales y de su descendencia. Además, existen numerosos marcadores moleculares que 
caracterizan los diferentes estadios de la diferenciación. Por este motivo, se dispone de más 
datos sobre las moléculas que controlan la producción de células sanguíneas que sobre los 
mecanismos de control de la producción celular en otros tejidos de maniferos. Los estudios 
sobre hernatopoyesis están muy influenciados por los conocimientos actuales sobre los sis- 
ternas de células madre en general 


La médula ósea roja contiene las células madre hematopoyéticas 


En la médula ósea roja se pueden distinguir los diferentes tipos de células sanguíneas y sus 
precursores inmediatos mediante técnicas de tinción munarias (Figura 23-39). Todas ellas 
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glóbulo blanco en el 
interior de un capilar 


célula endotelial 


EXPOSICIÓN A LOS AGENTES 
INTERMEDIARIOS DE LA 
INFLAMACIÓN LIBERADOS 
POR EL TEJIDO LESIONADO 


QUIMIOTAXIS HACIA LOS 
AGENTES RESPONSABLES 
DELA ATRACCIÓN LIBERADOS 
POR EL TEJIDO LESIONADO 


glóbulos blancas en el tejido conjuntivo 


Figura 23-38 Migración de los glóbulos 
blancos de la sangre desde el torrente 
sanguíneo durante una respuesta 
inflamatoria. La respuesta se inicia a través 
de moléculas señalizadoras producidas 
localmente por células próximas (sobre tado 
del tejido conjuntivo) o por activación del 
complemento. Algunos de estos agentes 
intermediarios actúan en las células 
endoteliales de los capilares y provocan la 
pérdida de sy adhesión a las células próximas 
de modo que los capilares se vuelven más 
permeables. También se estimulan las células 
endoteliales a expresar selectinas, moléculas 
de la superficie celular que reconocen de 
forma específica algunos carbohidratos, 
localizados en la superficie de los leucocitos 
de la sangre, y provocan su adhesión al 
endotelio. Los tejidos inflamados y las células 
endoteliales locales segregan agentes 
intermedianos denominados quirnioquinas, 
que actúan como factores quimiotácticos 
dirigiendo el avance de los leucocitos que 
penetran entre las células endoteliales de los 
capilares hacia el interior del tejida, 
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se encuentran entremezcladas unas con otras, así como con los adipocitos y con otras céha- 
las del estroma (células del tejido conjuntivo), formando una delicada red estructural de 


o fibrasde colágena y de-otros componentes de la matriz.extacelular-Además, todo el tejido- —- 


conjuntivo está altamente inigado por vasos sanguíneos de paredes muy finas, denomina- 
dos sinusoides sanguíneos, al interior de los cuales van a parar las nuevas células. También se 
encuentan los megacariocitos; estas células, a diferencia de otras células sanguíneas, per- 
manecen en la médula ósea roja después de haber madurado lo que constituye una de sus 
características más relevantes; además son extraordinarilamente grandes (con un diámetro 
de más de 60 uu) y presentan un núcleo con poliploidía elevada, Por lo general se hallan 
adosadas alos sinusoides y extienden sus expansiones a través de los poros del revestimien- 
to endotelial de estos vasos; las plaquetas se fragmentan por sus expansiones y son arrastra- 
das por la sangre (Figura 23-40). <GCAT> 

Debido a la compleja ordenación celular de la médula ósea, en las secciones histológji- 
cas del tejido resulta difícil la identificación de los precursores iumediatos de las células san- 
guíneas maduras, Las células que están en estadios tempranos de desarrollo, antes de que 
inicien ningún tipo de-diferenciación, parecen muy similares y, aunque la distribución 
espacial de los tipos celulares presenta una cierta ordenación, no existe ninguna caracterís- 
tica visible que permita reconocer las últimas células madre constituidas. Para su identifi- 
cación y caracterización hace falta una prueba funcional, que consiste en el marcaje de la 
descendencia de cada célula. Como veremos, esto puede realizarse in vitro simplemente 
examinando las colonias que producen las células aisladas. Sin embargo, el sistema hema- 


expansión del megacariocito 
del que surgen plaquetas 


célula endotelial de 
la pared del seno 


A luz del seno sanguineo 1 glóbulo rojo 


megacariocito 


células sanguíneas 
en desarrollo 


neutrófilos 
inmaduros 


precursores 
de los 
eritrocitos 


megacariocito 
inmaduro 


linfacito 10 um 
inmaduro 


Figura 23-39 Médula ósea roja. 

(A) Micrografla de una sección teñida. 

Los grandes espacios vacíos corresponden 
a adipocitos, cuyo contenido lipidico se 

ha disuelto durante la preparación de 

la muestra. La célula gigante con un 

núcleo lebulado es ún megacariocito, 

(8) Electromicrografía a bajo aumento. 

La médula ósea es la fuente principal de 
nuevas células sanguíneas fexcepto de 
Enfacitos Y, que se producen en el timo). 
Obsérvese cómo las células sanguíneas 
inmaduras de un tipo determinado tlenden 
a concentrarse en “grupos familiares” 

(A, cortesía de David Mason: 8, a partir 

de J.A.G. Rhodin, Histology: A Text and Atlas. 
Nueva York: Oxford University Press, 1974.) 


Figura 23-40 ln megacariocito situado 
entre las células de la médula ósea roja. 
Su enorme tamaño es el resultado de 

un núcleo con elevada poliploidía, 

Un megacariocito produce alrededor de 
10.000 plaquetas, que se separan a partir 
de largas expansiones que se extienden 
a través de jos orificios de las paredes 

de un seno sanguíneo adyacente. 
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topoyético se puede manipular de forma que los clones celulares puedan ser reconocidos in 
vivo en el animal intacto. 

Cuando se expone un animal a una dosis elevada de rayos X, las células hematopoyéti- 
cas se destruyen y el animal muere a los pocos días como consecuencia de su incapacidad 
para producir nuevas células sanguíneas. Sin embargo, el animal irradiado puede salvarse 
mediante una transfusión de células extraídas de la médula ósea de un donante sano im- 
munológicamente compatible. Entre estas células existen algunas que pueden colonizar al 
huésped irradiado y proporcionarle un nuevo tejido hematopoyética de forma permanente 
(Figura 23-41). Este tipo de experimentos demuestran que la médula ósea contiene células 
madre hematopoyéticas. También muestran cómo se puede detectar la presencia de cétu- 
las madre hematopoyéticas y así poner en evidencia las características moleculares que las 
distinguen del resto de células. 

Con este objetivo, las células extraídas de la médula ósea roja se clasifican (mediante un 
clasificador celular activado por flnorescencia) en función de los antígenos de superficie que 
presentan; las distintas fracciones se transfunden de nuevo a los ratones iradiados. Si una 
de estas fracciones salva a un ratón irradiado, es que contiene células madre hermatopoyé- 
ticas. De este modo, ha sido posible dernostrar que las células madre hematopoyéticas se 
caracterizan por una combinación específica de proteínas de superficie y mediante una 
clasificación adecuada podemos obiener preparaciones casi puras de células madre. Las cé- 
lulas madre constituyen una diminuta fracción de la población de la médula ósea roja, alre- 
dedor de 1 de cada 10.000 células, pero son suficientes. Sólo con cinco células inyectadas en 
un ratón huésped con hematopoyesis defectuosa es suficiente para reconstituir su sistema 
hematopoyético completo, originando un conjunto completo de tipos celulares sanguíneos, 
así como de células madre nuevas. 


Una célula madre pluripotencial da lugar a todos los tipos 
de células sanguíneas 


Para ver qué variedad de tipos celulares puede generar una sola célula madre hematopoyé- 
tica, se necesita algún tipo de marcaje del destino de dicha estirpe. Esto se puede realizar 
marcando gensgticamente la célula madre individual, de forma que la descendencia pueda 
idenúficarse incluso después de haberse transferido a la circulación sanguínea. Aunque se 
han utilizado distintos métodos para ello, un retrovirus diseñado de forma específica (un 
vector retroviral que transporta un gen marcadar) sirve perfectamente para este fin. El vinas 
marcador, igual que otros retrovirus, puede insertar su propio genozna en los cromosomas 
de la célula infectada, pero en este caso los genes que deberían permitir generar nuevas par- 
tículas víricas infecciosas han sido eliminados. Por lo tanto, el marcador sólo se halla en la 
progenie de las células infectadas inicialmente, de forma que esta descendencia se podrá di- 
ferenciar de la de otras células debido a que las regiones cromosómicas de inserción del 
virus son distintas. Para analizar las estirpes celulares hematopoyéticas, las células de la mé- 
dula ósea roja se infectan primero con el vector retroviral in vitro y más tarde se ransBeren 
a un animal receptor irradiado para eliminar sus células hematopoyéticas. Así, se pueden 
utilizar sondas de DNA para seguir la progenie de células individuales infectadas en los dis- 
tintos tejidos hematopoyéticos y linfáticos del huésped. Estos experimentos dermuestran que 
la célula madre hematopoyética es pluriporencial y puede dar lugar a una amplia variedad 
de tipos celulares sanguíneos, tanto mieloides como linfoides, así como a muevas células ma- 
dre similares a ella (Figura 23-42), 

Al final del capítulo explicarnos cómo los rismos métodos que se han desarrollado en 
la experimentación con ratones se utilizan en la actualidad para el tratamiento de enferme- 
dades en el hombre. 


La determinación es un proceso gradual 


Las células madre hematopoyéticas no pasan directamente de un estadio pluripotencial a 
uno determinado por un sola etapa diferenciación, sino que atraviesan una serie de res- 
tricciones progresivas. Por lo general, la primera etapa es el corbpromiso hacia 1m destino 
linfoíde o mieloide, Este hecho es lo que posiblemente da lugar a dos tipos de células proge- 
nitoras, una capaz de generar un gran número de distintos tipos de células mieloides o qui- 
zás de células mieloides y de linfocitos B, y la otra de generar grandes cantidades de los 


Los rayos X detienen 

la producción de las células 

de la sangre; el ratón moriría 
sino recibiera más tratamiento 


a 


epa 


INYECCIÓN DE CÉLULAS 
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DE UN DONANTE SANO 
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el ratón sobrevive; las células 
madre inyectadas colonizan sus 
tejidos hemopoyéticos y generan 
un suministro estable de células 
de la sangre nuevas 


Figura 23-41 Recuperación de un ratón 
irradiado mediante una transfusión 

de células de médula ósea roja. 

Un procedimiento esencialmente 

similar a éste se utiliza en el tratamiento 
de la leucemia en pacientes humanos, 
mediante el trasplante de médula ósea. 
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Figura 23-42 Esquema provisional de la hematopoyesis. Normalmente la célula madre pluripotente se divide pacas veces, y genera más 
células madré pluripotentes, que se atomenuevan, o células progenitoras determinadas, que antes de diferenciarse se podrán dividir un 
número limitado de veces. Al diferenciarse formarán células maduras de la sangre. Á medida que van sufriendo divisiones, las progenitoras 
se vuelven de forma progresiva más especializadas en la variedad de tipos celtslares a que pueden dar origen, como indican las 
ramificaciones de la descendencia celular en la zona encerrada en el rectángulo gris del esquerna. Sin embargo, muchos de los detalles 

de esta parte del esquema de la descendencia todavía son objeto de debate. En los mamiferos adultos, todas las células que se muestran 
se desarrollan en la médula ósea, excepto los linfocitos T, que se desarrollan en el Umo, y los macrófagos y los osteoclastos que se 
desarrollan a partir de los rmonocitos de la sangre. También puede ocurrir que algunas células dendríticas provengan de los rmonocitos. 


diferentes tipos de células linfoides o por lo menos de linfocitos T. Las etapas posteriores dan 
lugar a progenitores comprometidos en la producción de un solo tipo celular Las etapas de 
la determinación se encuentran correlacionadas con los cambios de expresión de un deteradi- 
nado gen de proteínas reguladoras, necesarias para la producción de distintos subgripos de 
células sanguíneas. Al parecer, estas proteínas actúan de forma corsbinatoría complicada: 
por ejeraplo, la proteína GATA1 es necesaria para la maduración de los glóbulos rojos, pero 
sólo es activa en etapas muy tempienagále la vía hefnatopoyética. 
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Las divisiones de las células progenitoras comprometidas 
amplifican el número de células sanguíneas especializadas 


Por lo general, las células progenitoras hematopoyéticas se vuelven determinadas o com- 
prometidas a una vía especial de diferenciación mucha antes de detener su proliferación y 
diferenciarse de forma terminal. Los progenitores comprometidos pasan por varias etapas 
de división celular hasta amplificar el número definitivo de células de un determinado tipo. 
De este modo, una división de una sola célula madre puede conducir a la producción de mi- 
les de progenies diferenciadas, lo cual explica por qué el número de células madre es una 
fracción tan pequeña de la población total de células hematopoyéticas. Por este mismo mo- 
tivo puede mantenerse una velocidad elevada de producción de células sanguíneas apesar 
de que la velocidad de división de las células madre sea baja. Corno hemos comentado, la 
división poco frecuente o quiescencia es una característica común de las células madre en 
varios tejidos. Mediante la reducción del número de divisiones que las células madre puedan 
presentar en el transcurso de una vida, se reduce el riesgo de generar mutaciones en las cé- 
hulas madre, que podrían dar lugar a clones de células mutantes persistentes en el organis- 
mo. Además reduce el riesgo de senescencia replicativa (descrito en el Capítulo 17). En 
realidad, las células madre hemopoyéticas que se ven forzadas a dividirse rápidamente (por 
silenciamiento del gen denominado Gfi1 que limita la velocidad de proliferación o por otros 
medios) no logran mantener la hemopoyesis durante un ciclo de vida normal completo. 

El carácter escalonado de la determinación significa que el sisterna hematopoyético 
puede considerarse como un árbol genealógico jerárquico de células. Las células madre plu- 
ripotenciales dan lugar a las células progenitoras comprometidas, que se especializan en la 
producción de uno o de unos cuantos tipo celulares sanguíneos. Las células progenitoras 
comprometidas se dividen con rapidez, pero sólo un número limitado de veces, antes de di- 
ferenciarse de forma terminal en células que ya no se dividen y mueren al cabo de unos días 
o unas semanas. Normalmente, muchas céhulas mueren durante las etapas más tempranas 
de la vía. Estudios sobre cultivos celulares proporcionan ua modo de determinar cómo se re- 
gula la proliferación, la diferenciación y la muerte de las células hematopoyéticas, 


Las células madre hematopoyéticas dependen de señales 
de contacto con las células del estroma 


En un cultivo, las células hematopoyéticas sólo pueden sobrevivir, proliferar y diferenciarse, 
si disponen de proteínas señal específicas o están acompañadas por células que producen 
dichas proteínas. Si no disponen de estas proteínas, las células mueren. Para un manteni- 
miento a largo plazo, también parece que es necesario el contacto con las células de soporte 
adecuadas: la hernatopoyesis puede mantenerse in vitro durante meses o incluso años, cul- 
tivando las células madre hematopoyéticas de la médula ósea de forma que queden distri- 
buidas en la parte superior de una capa de células del estroma, las cuales mimetizan el 
entorno de la médula ósea intacta. Este tipo de cultivos puede generar todos los tipos de cé- 
lulas mieloides y su continuidad a largo plazo implica que las células madre, igual que su 
descendencia diferenciada, se producirán de forma continua, 

En la médula ósea, donde normalmente se encuentran, las células madre heratopoyé- 
ticas se localizan sobre todo en estrecho contacto con los osteoblastos que revisten las 
superficies óseas de la cavidad medular Jas células que producen la matriz ósea, Los trata- 
mientos y mutaciones que aumentan o disminuyen el núrnero de osteoblastos producen los 
cambios correspondientes en el número de células hernatopoyéticas. Este hallazgo sugiere 
que los osteoblastos aportan las señales que necesitan las células raadie hematopoyéticas 
para mantenerse en su estado no comprometido de células madre, igual que las criptas in- 
tesnales proporcionan las señales necesarias para mantener las células madre del epitelio 
intestinal. En ambos sistemas, las células madre normalmente se hallan confinadas en un 
nicho concreto y cuando pierden el contacto con él, Gienden a perder su potencial de célula 
madre (Figura 22-43). Las células madre hematopoyéticas de la médula ósea y de otras zo- 
nas se encuentran a menudo asociadas con un tipa especializado de células endoteliales, 
que puede aportarles un nicho alternativo. 

Cono en el caso del intestino, una característica esencial del nicho de células madre de 


la roédula ósea es que proporciona la estimulación de la vía de señalización VWnL La activa- 


artificial de esta vía en células madre hematopoyéticas en cultivo contribuye a la sti- 


encia, proliferación y al mantenimiento de su carácter de células madre, mientras que 
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Figura 23-43 Dependencia de las células 
madre hematopoyéticas del contacto con 
las células del estroma. La interacción 
dependiente de contacto entre Kit y su 
ligando es uno de los diversos mecanismos 
de señalización que al parecer están 
implicados en el mantenimiento de las 
células madre hernopoyéticas, El sisterna 
reales más complejo; la dependencia de las 
célilas hematopoyéticas del contacto con 
las células del estroma no puede ser absoluta, 
puesto que pegueñas cantidades de células 
madre funcionales se pueden encontrar 


drailendo Norenente. 
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el bloqueo de la señalización Wnt actúa de forma opuesta. Otra interacción importante pa- 
ra el mantenimiento de la hernatopoyesis se ha deducido a partir del estudio de ratones mu- 
tantes con una curiosa combinación de defectos: reducción del número de glóbulos rojos 
(anemia), de células germinales (esterilidad) y de células pigmentarias (manchas blanqueci- 
nas en la piel; véase Figura 22-86). Como se trata en el Capítulo 22, este síndrome se produ- 
ce como resultado de mutaciones en cada uno de los siguientes genes: uno de ellos, 
denominado Kií codifica un receptor tirosina quinasa; el otro codifica su ligando. Todos los 
tipos celulares afectados por estas mutaciones derivan de precursores migratorios. Al parecer, 
para que estos precursores sobrevivan y produzcan una descendencia normal, en cada caso 
tienen que expresar el receptor y deben acceder al ligando en su correspondiente entormo. 
Los estudios realizados en mutantes sugieren que para ser plenamente efectivo el ligando de 
Kit debe estar unido a la membrana, lo que implica que la hematopoyesis normal requiere el 
contacto directo célula-célula entre las células hematopoyéticas que expresan el receptor Kit 
y las células del estroma (osteoblastos entre otras) que expresan el ligando de Kit. 


h 
! 


Los factores que regulan la hematopoyesis pueden analizarse 
en cultivo 


Mientras que para su mantenimiento a largo plazo las células madre dependen del contacto 

con las células del estroma, para su progenie comprometida no es asío no lo es en el mismo 

grado. En efecto, células hematopoyéticas aisladas de la médula ósea se pueden cultivar en S 

una matriz semisólida de agar diluido o de metilcelulosa, añadiendo de forma artificial al 

medio factores derivados de otras células. Debido a que las células no pueden migrar en la ma- 

triz semisólida, las células descendientes de cada célula precursora aislada permanecen jun- 

tas en forma de colonias fácilmente reconocibles. Por ejemplo, se puede observar cómo un 

progenitor neutrófilo comprometido llega a formar una colonia de miles de neutrófilos. Es- 

te sistema de cultivo ha proporcionado un sistema de análisis de los factores que regulan la 

hematopoyesis y, por lo tanto, permite purificarlos y estudiar sn actividad. Estas sustancias 

se encuentran en forma de glucoproteínas y generalmente se denominan factores estimula- 

dores de colonias (USE: colony-stimularing factors). Del creciente número de CSF que se 

han definido y purificado, algunos circulan por la sangre y actúan como hormonas, mientras 

que otros actúan en la médula ósea roja ya sea coro mediadores locales de secreción, a como 

elligando de Kit, unidos a membrana como señales que actúan mediante el contacto célula a 

célula. El más conocido de los CSF que actúan como hormonas es la glicoproteína eritropo- , 
yetina, que se fabrica en el riñón y regula la eritropoyesis o formación de los glóbulos rojos. enteslasio 


A A A 


A A A a 


La eritropoyesis depende de la hormona eritropoyetina 


El eritrocito constituye, con diferencia, el tipo de célula más numeroso de la sangre (véase 
Tabla 23-1). Cuando está maduro es como una bolsa lena de hemoglobina y apenas contie- 
ne alguno de los orgánulos celulares habimales. El eritrocito de un roamífero adulto carece 
incluso de núcleo, retículo endoplasmático, mitocondrias y ribosomas; todos estos compo- 
nentes se han expulsado de la célula en el transcurso de su formación (Figura 23-44). Por lo 
tanto, el erítrocito no puede ni crecer ni dividirse; la única vía de fabricación posible de nue- 
vos eritrocitos es a partir de las células madre. Además, los eritrocitos tienen un ciclo vital li- 
mitado —de unos 120 días en la especie humana o de 55 días en los ratones. Los eritrocitos 
envejecidos son fagocitados y digeridos por los macrófagos del hígado y del bazo, que elimi- 
nan en cada uno de nosotros hasta 101? eritrocitos envejecidos cada día. Los eritrocitos jó- 
venes se protegen activamente de este destino: presentan una proteína de superficie que se 
une aun receptor inhibidor en los macrófagos e impide así su fagocitosis, 


Figura 23-44 Desarrollo de 1n glóbulo rojo lertroblasto). Se muestra cómo la 
célula expulsa el núcleo y se convierte en un ertrodito inmaduro (reticulocito), 
que más tarde abandona la médula ósea roja y pasa a la dirculadión sanguinea. 
Uno o dos días más tarde, el reticulocito perderá sus mitocondrias y sus 
ribosomas convirdéndose en un eritrocito madura. Los dones de entrocinos 
desarrollan en la médula ósea rola, en la superfide de un macrófago, que 
fagocita y digiere los núcleos desprendidos por los eritroblastos. 


se 
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La falta de oxígeno o una disminución del número de eritrocitos estimula a las células 
del riñón a sintetizar y segregar mayores cantidades de eritropoyetina a la circulación san- 
guínea. La eritropoyetina a su vez, estimula la producción de más eritrocitos. El caribío pro- 
ducido en la velocidad de liberación de nuevos eritrocitos a la circulación sanguínea se 
detecta al cabo de 1-2 días después del aumento de los niveles de eritropoyetina en la sangre 
circulante, por lo que probablemente la hormona actúa sobre las células precursoras más 
directas de los erftrocitos maduros. 

Se pueden identificar las células que son sensibles ala eritropoyetina cultivando células 
de la médula ósea roja sobre una matriz semisólida en presencia de esta hormona. Al cabo 
de unos días aparecen colonias de unos 60 eritrocitos, cada una de las cuales se forma a partir 
de una célula progenitora eritroide comprometida. Dicha célula progenitora depende de la 
eritropoyetina tanto para la supervivencia como para su proliferación. Todavía no contiene 
hemoglobina y deriva de un tipo celular más temprano de la célula progenitora eritroide 
comprometida que no depende de la eritropoyetina. 

Un segundo CSE denominado interleuquina-3 (EL-3), estimula la supervivencia y la pro- 
liferación de las células progenitoras eritroides tempranas. En su presencia se forman colo- 
nias eritroides más grandes, de más de 5000 eritrocitos cada una, que se desarrollan a partir 
de cultivos de células de la médula ósea roja durante un proceso que requiere entre una se- 
mana y 10 días. Evidentemente las células descendientes de las células madre hematopoyéti- 
cas, después de quedar comprometidas a un destino eritroide, tienen que ir siguiendo su 
camino a través de un largo programa de divisiones, cambiando su carácter y su dependencia 
de las señales ambientales a medida que avanzan hacia el estadio final diferenciado. 


En la producción de los neutrófilos y de los macrófagos 
influyen muchos CSF 


Los dos tipos celulares especializados en la fagocitosis, los neutrófilos y los macrófagos, se 
forman a partir de una célula progenitora común denominada célula progenitora de gra- 
mulocitos/macrófagos (GM). Al igual que los otros granulocitos (los eosinófilos y los basóRi- 
los), los neutrófilos sólo circulan por la sangre durante unas horas antes de múgrar desde los 
capilares hacia los tejidos conjuntivos u otras áreas determinadas, donde sobreviven duwante 
unos cuantos días. A continuación mueren. por apoptosis y son fagocitados por los macró- 
Fagos. Los macrófagos, por el contrario, pueden sobrevivir durante meses o quizá incluso 
años fuera del torrente sanguíneo, donde pueden ser activados por señales locales y reiniciar 
su proliferación. 

Hasta ahora se han definido como mínimo siete tipos distintos de CSF que estimulan la 
formación de colonias de neutrófilos y macrófagos; se sabe que algunos o todos ellos actúan 
en distintas combinaciones, regulando la producción selectiva de estas células in vivo. Estos 
CSF son sintetizados por varios tipos celulares —incluyendo las células endoteliales, los 
Eibroblastos, los macrófagos y los linfocitos- y su concentración en sangre aumenta rápida- 
mente de forma característica en respuesta a la infección bacteriana de un tejido, aumen- 
tando así el número de células fagocíticas liberadas desde la médula ósea hacia la circulación 
sanguínea. IL-3 es uno de los factores menos específico y actúa tanto sobre células madre plu- 

*ripotenciales como sobre la mayor parte de las células progenitoras cormprometidas, inclu- 
yendo las células progenitoras GM. Otros factores distintos actúan de una forma más selec- 
tiva sobre las células progenitoras comprometidas GM y sobre su descendencia diferencia” 
da (Tabla 23-2), aunque en muchos casos también afectan a otros linajes de la famila nera- 
topoyética. 

Todos estos CSE al igual que la eritropoyetina, son glucoproteínas que actúan a bajas 
concentraciones (alrededor de 1012 M) uniéndose a receptores específicos de superficie, 

coro se describió en el Capítulo 15. Algunos de estos receptores son tirosina quinasas trans- 
mernbrana, pero la mayoría de ellos pertenecen a la aroplia familia de receptores de las ci- 
toguinas, cuyos miembros se componen generalmente de dos o más subunidades, una de 
las cuales se encuentra con hecuencia entre algunos pos de receptores (Figura 23-45). Los 
CSF no sélo actúan sobre las células precursoras provocando la formación de un linaje de 
cálulas diferenciadas, sino que también activan funciones especializadas (tales corno la fa- 
gocitosis y la destrucción de células diana) de células diferenciadas de forma terminal. Las 
proteínas producidas de forma artificial a partir de genes clonados para estos factores son 
potentes estmaladores de la hematopoyesis en animales experimentales. En la actualidad 
son ampliamente utilizados $ 


s humanos pera estíroular la regeneración del tejido 
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hematopoyético y aumentar la resistencia a las infecciones uma impresionante demostra- 
ción de cómo la investigación biológica básica de la célula y los experimentos con animales 
Pueden contribuir a la mejora de un tratamiento médico. 


El comportamiento de una célula hematopoyética 
depende parcialmente del azar 


Los CSF se han definido como factores que estimulan la producción de colonias de células 
sanguíneas diferenciadas. Pero ¿qué efecto preciso ejerce un CSF sobre una célula hermato- 
poyética individual? Un factor de este tipo podría controlar la velocidad de división celular o 
el número de ciclos de división que la célula progenitora presenta en el transcurso de la dí- 
ferenciación; podría actuar tardíamente en el linaje hematopoyético facilitando la diferen- 
ciación; podría actuar de forma termprana influyendo en su compromiso o simplerente 
incrementando la probabilidad de supervivencia celular (Figura 23-46). Mediante el segul- 
miento de un cultivo de células hematopoyéticas ha. sido posible demostrar que un sólo CSE 
el GMCSE puede ejercer todos estos efectos, aunque no está tan claro cuáles de ellos tienen 
más importancia in vivo. 

Además, los estudios nm vitro indican que existe un elevado cormponente de azar en el 
comportamiento de la célula henatopoyética -posiblemente, un reflejo del “ruido” en el sis- 
tera del control genético, como se tratá en el Capítulo 7. Como mínimo alguno de los CSF 
Parece que actúa regulando probabilidades y no dictan de forma directa lo que debe hacer 
cada célula. En los cultivos de células hematopoyéticas, inchuaso cuando las células seleccio- 
nadas constituyen una población lo más homogénea posible, se produce una marcada va- 
riabilidad en cuanto a tamaños y a menudo en cuanto a características de las colonias que se 


tz 2 

DB” "Ss : 
subunidad «a del 
receptor L-3  — 


Ñ subunidad á 
GMCSF $ común 
AAA 


dejadas 


subunidad « del 


Figura 23-45 Subunidades compartidas 
receptor GMISF ——% 


entre los receptores CSF Los receptores 


: E s Z z ESE humanos 1-3 y GMCSF presentan diferentes 
E a subunidades q y una subunidad A cornún. 
A señal Sus ligandos se unen a la subunidad ol libre 


con una afinidad baja, lo que provoca el 
ensamblaje del 


receptor de re 


ptor de 
baja afinidad atta afinidad 


terodímero que se une 
alligando con afinidad alía, 


1462 — Capítulo 23: Los tejidos especializados, las células madre y la renovación tisular 


PARÁMETRO CONTROLABLE 
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originan, Si dos células hermanas se separan inmediatamente después de una división y 
se cultivan aparte bajo condiciones idénticas, con frecuencia darán lugar a colonias que 
contengan distintos tipos de células sanguíneas o los mismos tipos pero en cantidades dís- 
tintas. Así pues, parece que tanto en la programación de la división celular como en el pro- 
ceso de compromiso de una célula en una vía concreta de diferenciación, participan una 
seríe de acontecimientos aleatorios a nivel individual, axmque el comportamiento de un sis- 
tema pluricelular en su conjunto se regula de una forma más precisa. La secuencia de res- 
tricciones en el destino celular mostradas en la Figura 23-42 da la impresión de un programa 
ejecutado con la precisión y la lógica de un ordenador. Las células aisladas pueden ser más 
exvavagantes y erráticas y, en ocasiones, pueden progresar mediante otras vías de decisión 
a partir del estadio de células madre hacia la diferenciación terminal, 


La regulación de la supervivencia celular es tan importante 
como la regulación de la proliferación celular 


El comportamiento alterado de las células hernatopoyéticas en ausencia de los CSF condu- 
ce ala muerte por apoptosis (estudiado en el Capítulo 18). De este modo, en principio, los 
CSF deberían regular por completo el número de los distintos tipos de células sanguineas 
mediante el contro! selectivo de la supervivencia cehular en dicha vía. Existen evidencias de 
que, en efecto, el contro) selectivo de la supervivencia celular ene un papel fandamental en 
la regulación del número de células sanguíneas, como sucede con los hepatocitos y con Tau- 
chos otros tipos celulares, como se ha descrito anteriormente. En el sistema hematopoyétl- 
co de los vertebrados, la cantidad de apoptosis es enorme; por ejemplo, en un hombre 
adulto cada día mueren millones de neuróblos de esta forma, De hecho, una gran mayoría 
de neutrófilos producidos en la médila ósea roja muere sin haber funcionado nunca. Este 
ciclo inútil de producción y destrucción, posiblemente mantiene una reserva suplementaria 
de células que pueden ser rápidamente movilizadas para combatr una infección aguda, O 
serrecicladas mediante fagocitosís y digesdón, cuando todo vuelve a la calma. Sila compa- 
raraos con la vida del organismo, la vida de las células resulta económica. 

na tasa de muerte celular demasiado baja puede ser tan peligrosa para la salud de un 
organismo phuricebalar corao una proliferación exagerada. En el sisterma hematopoyético, 
las mutaciones gue iubiben la muerte celular provocando una excesiva producción del ha- 
bibidor de apoptosis Bcl2 provocan el desarrollo del 
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Figura 23-46 Algunos de los parámetros 
que pueden regular la producción de un 
tipo determinado de células de la sangre. 
Estudias sobre células en cultivo sugieren 
que los factores de estimulación de colonias 
(C5F) pueden afectar tados estos aspectos 
de la hematopoyesis. 
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de autorrenovación ilimitada constituye una peligrosa característica para cualquier célula 
que la presente. Muchos casos de leucemia surgen de mutaciones que confieren dicha ca- 
pacidad a células precursoras hematopoyéticas comprometidas que normalmente estarían 
destinadas a diferenciarse y mueren después de un número reducido de ciclos de división. 


Resumen 

Todos los distintos ripos de células sanguíneas, que incluyen los erizrocitos, los linfocitos, los granu- 
locitos y los macrófagos, derivan de una célula madre pluripotencial común, En el adulto, las célis- 
las madre hematopoyéticas se localizan principalmente en la médula ósea roja; la preservación de 
su carácter de células madre depende de las señales de las células del estroma medular (tejido con- 
juntivo), sobre todo osteoblastos. Como en algún otro grupo de células madre, la vía de señalización 
Wht parece ser crítica para el mantenimiento de la célula madre, aunque no sea la única vía impli- 
cada. Normalmente las células madre se dividen con una frecuencia muy baja y dan lugar a más cé- 
lulas madre (autorrenovación). Cada una de las distintas células progenitoras comprometidas 
(células amplificadoras transitorias) deben producir uno o unos cuantos tipos celulares sanguíneos. 
Las células progenitoras comprometidas se dividen de forma activa bajo la influencia de distintas 
moléculas señalizadoras proteicas (factores estimuladores de colonias o CSF) y luego se diferencian 
de forma terminal en células sanguíneas maduras, que habitualmente mueren a los pocos días 0 
semanas. 

Los estudios sobre hematopoyesis han experimentado un gran avance con los experimentos 
realizados in vitro, en los que las células madre o las células progenitoras comprometidas forman co- 
lonias clónicas cuando se cultivan en una matriz semisólida. Al parecer, la descendencia de las célu- 
las madre escoge, parcialmente al azar, una de las distintas vías de desarrollo alternativas. La 
muerte celular por apoptosis, controlada por la disponibilidad de los CSE también tiene un papel 
fundamental en la regulación del número de células sanguíneas diferenciadas maduras. 


GÉNESIS, MODULACIÓN Y REGENERACIÓN 
DEL MÚSCULO ESQUELÉTICO 


El término “músculo” engloba un gran múmero de tipos celulares, todos ellos especializados 
en la contracción, pero diferentes en otros aspectos. Como se indicó en el Capítulo 16, todas 
las células eucariotas presentan un sistema contráctil constituido por actina y miosina, pe- 
ro las células de tipo muscular han desarrollado al máximo este sisterna. Los mamiferos tie- 
nen cuatro tipos básicos de células especializadas en la contracción: fibras del músculo 
esquelético, fibras musculares del corazón (cardíacas), fibras del músculo liso y células 
rmioepiteliales (Figura 23-47). Estos tipos celulares se diferencian entre sí en cuanto a fun- 
ción, estructura y desarrollo. Aunque todas ellas generan fuerzas de contracción utilizando sis- 
ternas organizados de filamentos de actina y miosina, las moléculas de actina y de miosina 
utilizadas presentan secuencias de aminoácidos algo diferentes, tienen una distribución in- 
tracelular distinta y el control de la contracción se produce por asociación con distintos gru- 
pos de proteínas. 

Las fibras del músculo esquelético son las responsables de casi todos los movimientos 
que están bajo control voluntario. Esas células pueden ser muy largas (2-3 cm de largo y 
100 ua de diámetro en un hombre adulto), por lo que a menudo se las denomina fibras 
musculares debido a su forma extraordinariamente alargada. Cada una de ellas es un sinci- 
tio que contiene varios núcleos en un citoplasma común. Los otros tipos de células rauscu- 
lares son más convencionales y por lo general tienen un solo núcleo. Las células musculares 
cardíacas se parecen a las fibras musculares esqueléticas en que sus filamentos de actina y 
miosina están alineados de forma muy ordenada, formando series de unidades contráctiles 
denominadas sarcómeros y, en consecuencia, las células úenen una apariencia estrada (en 
bandas). Las células del máscuio liso reciben este nombre porque no tienen aspecto estría- 
do. Las funciones del músculo liso son muy variadas y abarcan desde la propulsión del ali- 
mento a lo largo del tubo digestivo hasta la erección de los pelos como respuesta al frío o al 
miedo. Las células mioepiteliales tampoco presentan bandas pero, a diferencia del resto de 
fibras rausculares, se encuentran en los epitelios y derivan del ectodermo. Forman el más- 
culo dilatador del iris ocular y también actúan en la expulsión de la saliva, del sudor y de la 
leche de las glándulas cormespondientes (véase Figura 23-11). Los cuatro tipos principales 
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Figura 23-47 Los cuatro tipos de células musculares de un mamiífero. (A) Esquemas (a escala). (B-E) Electromicrografías de barrido en las que aparecen 
(8) el músculo esquelético del cuello del hámster, 19) el músculo cardíaco de una rata, (D) el músculo liso de la vejiga urinaria de un cobaya y (E) las células 
mioepiteliales de un alvéolo secrator de una glándula mamaria de una rata lactante. Las flechas en (C) señalan los discos intercalares, es decir, las uniones 
entre los extrernos de las células musculares del corazón; las células de la musculatura esquelética de los grandes músculos unen un extremo con otro 

de forma similar. Obsérvese que en esta figura el músculo liso se presenta a menos aumentos que los restantes. (B, por cortesia de Junzo Desaki; €, de 


T. Fujiwara, en Cardiac Muscle en Handbook of Microscopic Anatomy [E.D. Canal ed.] Berlin: Springer Verlag, 1986; D, por cortesía de Satoshi Nakcasiro; E, 
de T. Nagato et al., Cefl Tiss. Res. 209:1-10, 1980, Con la autorización de SpringerVerlag) 


de fibras musculares se pueden dividir en varios subtipos, cada uno de los cuales tiene unos 
rasgos característicos. 

Los mecanismos de la contracción muscular se han descrito en el Capítulo 16. En este 
capítulo se considerará cómo se genera y se mantiene el tejido muscular. Nos centraremos 
en la fibra muscular esqueléfica, que presenta un modelo especial de desarrollo y también 
una notable capacidad para modulaz su carácter diferenciado, así como una estrategia es- 
pecial de regeneración. 


Los mioblastos se fusionan para formar nuevas fibras musculares 
esqueléticas 


En el Capítulo 22 describimos cómo ciertas células que se originan a paxtir de los sornitas de 
un embrión de vertebrado, en un estadio muy lermprano, quedan comprometidas como 
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mioblastos, los precursores de las fibras musculares esqueléticas, El compromiso para cons- 
tituir un mioblasto depende de proteínas reguladoras génicas de al menos dos familias: un 
par de proteínas con homeodominios, denominadas Pax3 y Pax? y la familia MyoD de pro- 
teínas básicas hélice-bucle-hélice (descrito en el Capítulo 7). Dichas proteínas actúan de fot- 
ma combinada proporcionando al mioblasto una memoria de su estadio comprometido y 
finalmente, regulando la expresión de otros genes que le dan a la célula su carácter especia- 
lizado de célula muscular madura (véase Figura 7-75). Tras un periodo de proliferación, los 
mioblastos sufren un marcado cambio de estado: dejan de dividixse, activan la expresión de 
una batería completa de genes específicos de músculo necesarios para la diferenciación 
terminal y se fusionan entre sí forrmando bras musculares esqueléticas phuinucleadas 
(Figura 23-48) La fusión implica moléculas de adhesión céhila-célula que intervienen en el 
reconocimiento entre los mioblastos en vías de diferenciación y las fibras. Cuando se ha 
completado la diferenciación, las células ya no se dividen y los núcleos ya no replican nun- 
ca más su DNA. 

Mioblastos mantenidos en proliferación en un cultivo celular, durante dos años, todavía 
conservan la capacidad de diferenciarse y de fusionarse formando fibras musculares en 
respuesta a un cambio adecuado de las condiciones de cultivo. La presencia en el medio de 
cultivo de proteínas señal adecuadas como el factor de crecimiento de fibroblastos (EGF: fi- 
broblast growth factor) o el factor de crecimiento de hepatocitos (HGE: hepatocyte growth 
factor) puede mantener los fibroblastos en un estado proliferativo indiferenciado: si se el- 
minan estos factores solubles, las células dejan rápidamente de dividirse, diferenciarse y 
fusionarse. Sin embargo, el sistema de controles es complejo y la adhesión ala matriz extra- 
celular también es importante para la diferenciación del Abroblasto. Además, el proceso de 
diferenciación es cooperativo: los micblestos en diferenciación segregan factores que 2pa- 
rentemente estimulan a otros múoblastos a diferenciarse. Én el animal intacto, los mioblas- 
tos y las fibras musculares se sostienen en las mallas de una red de tejido conjuntivo 
formada por los fibroblastos. Esta red coordina el desarrollo muscular y controla la ordena- 
ción y la orientación de las células rmusculares. p 


Las células musculares pueden modular sus propiedades 
cambiando isoformas de las proteínas que presentan 
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Figura 23-48 Fusión de mioblastos en 
cultivo. El cultivo se ha teñido con un 
anticuerpo fluorescente (en verde) contra 

la miosina muscular esquelética, que marca 
las células musculares diferenciadas, y con 
un fluorocrorno específico del DNA (en azul) 
que muestra los núcleos de las células, 

(A) Poco tiempo después de cambiar el 
medio de cultivo que favorece la 
diferenciación, sólo dos de los muchos 
mioblastos del campo de visión han iniciado 
la praducción de miosina y se han fusionado 
formando una célula muscular con dos 
núcleos (arriba a la derecha). (8) Algo más 
tarde, casi todas las células se han 
diferenciado y se fusionan entre sí. (() 
Observando a gran aumento, se detectan las 
estríaciones caracierístcas das Anas bandas 
transversales) en dos de las células 
musculares plurinucdeadas, (Por cortesía de 
Jacqueline Gross y Terence Partridge.) 
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Figura 23-49 Fibras musculares lentas y rápidas. Dos cortes consecutivos del mismo 
fragmento de músculo de una pata de ratón adulto, fueron teñidos con distintos anticuerpos, 
cada uno de ellos específico de las distintas isofarmas de la cadena pesada de la miosina. Las 
imágenes de ambas secciones se presentan en falsos colores y muestran la arquitectura de 
los tipos de fibra muscular. Las fibras teñidas con anticuerpos contra la miosina “rápida” (en 
gris) se especializan en la producción de contracciones rápidas y bruscas; las fibras teñidas 
con anticuerpos contra la miosina “lenta” (en rosa) se especializan en la producción de 
contracciones lentas y sostenidas. Las fibras musculares rápidas se conocen como fibras 
musculares blancas, debido a que contienen relativamente poca cantidad de la proteína 
coloreada de unión a oxigeno, la mioglobina. Las fibras musculares lentas se denominan 
fibras musculares rojas debido a su contenido más elevada en dicha proteína. (Por cortesía 
de Simon Hughes.) 


medida que la fibra muscular va madurando, sintetiza distintas isoformas que satisfacen las 
sucesivas demandas de velocidad, fuerza y resistencia en el feto, el recién nacido y el adulto. 
En el músculo de un individuo adulto, se pueden encontrar adosados distintos tipos de fi- 
bras musculares esqueléticas, cada uno de los cuales presenta un conjunto diferente de iso- 
formas proteicas y distintas propiedades funcionales (Pigura 23-49). Las características de 
los distintos tipos de fibras quedan determinadas en parte antes del nacimiento por el pro- 
grama de desarrollo genético y en parte, en una etapa más avanzada de la vida, por la activi- 
dad y el entrenamiento, Distintas clases de neuronas motoras inervan las fibras musculares 
lentas (de contracción sostenida) y las fibras musculares rápidas (de estiramiento rápido) y la 
inervación puede regular la expresión génica de la fibra muscular y la dimensión que abarcan 
los diferentes patrones de estimulación eléctrica que emiten dichas neuronas. 


Las fibras musculares esqueléticas segregan miostatina, 
que limita su propio crecimiento 


Un músculo puede crecer de tres maneras: sus fibras pueden aumentar de número, longitud 
o grosor. Debido a que las fibras musculares esqueléticas no tienen capacidad de división, 
muchas de ellas pueden formarse solamente por fusión de los mioblastos y, en realidad, el 
número definitivo de fibras musculares esqueléticas plurinucleadas se alcanza pronto, en el 
hombre, antes del nacimiento. Una vez formada, por lo general una fibra muscular esquelé- 
tica sobrevive durante toda la vida del animal. Sin embargo, cada uno de los núcleos de un 
músculo puede formarse o perderse. El enorme aumento postnatal de la masa muscular se 
completa por un agrandamiento de las células. El crecimiento en longitud depende de la 
incorporación de más mioblastos a las fibras plurinucleadas preexistentes, con lo cual 
aumenta el número de núcleos en cada célula. El crecimiento en grosor, como el que expe- 
rimentan Jos músculos de las personas que levantan pesas, implica la incorporación de mio- 
blastos y un aumento del tamaño y del núrnero de las miofibrillas contráctiles que contiene 
cada fibra muscular, 

Entonces, ¿cuáles son los mecanismos que controlan el número y el tamaño de la céhu- 
la muscular? La respuesta se encuentra, en parte, en una proteína señal extracelular deno- 
minada miostatina. Ratones que tienen una mutación de pérdida de función en el gen 
miostatína, úenen unos músculos enormes -dos o tres veces más grandes de lo normal 


(Figura 23-50). Al parecer, aumentan tanto el número como el tamaño de las células muscu-. 


lares. Mutaciones en este mismo gen se presentan en la raza ganadera denominada de "do- 
ble-musculatura” (Figura 17-69): al seleccionar a los animales que tenen los músculos 
grandes, los criadores de ganado han seleccionado de founa involuntaria la deficiencia en 
miostatina. La miostatina forma parte de la superfamilia de proteínas señalizadoras TGFB, 
Generalmente está formada y segregada por las células musculares esqueléticas y actúa de 
forma determinante en los mioblastos, inhibiendo tanto la proliferación como la diferen- 
ciación. Como es evidente, su función consiste en generar una retroalimentación negativa 
que limita el crecimiento muscular, tanto durante el desarrollo como en la vida adulta. El 

ió z anos se controla de forma similar mediante la actividad retroactiva 
aducido por dichos órganos. Más adelante se describirá un nuevo 


ratón mutante para 
normal la miostatina 


Figura 23-50 Regulación del tamaño del 
músculo por miostatina. (A) Un ratón narmal 
comparado con un ratón routante deficiente 
en mioestatina. (8) Pata de tum ratón normal y 
(0) de uno deficiente en mioestatina. Se ha 
quitado la piel para poder observar el 
agrandamiento masbvo de la musculatura del 


Lee y AC MecPheron, Curr 
4-607,1999, Con la 


maiorización de Elsevier) 


GÉNESIS, MODULACIÓN Y REGENERACIÓN DEL MÚSCULO ESQUELÉTICO 


cétula satélite 


En el adulto, algunos mioblastos persisten como 
células madre quiescentes 


A pesar de que en el hombre normalmente no se forman fibras musculares esqueléticas nue- 
vas durante la vida adulta, todavía mantiene la capacidad de hacerlo y las fibras musculares 
existentes pueden asumir de nuevo el crecimiento cuando surge la necesidad. En estrecho 
contacto con la lámina basal se encuentran células capaces de actuar como mioblastos, en 
forma de células inactivas, pequeñas y aplanadas (Figura 23-51). Si se lesiona el músculo o 
se trata de forma artificial con FGE se activan y proliferan las denorninadas células satélite y 
su descendencia puede fusionarse reparando el músculo dañado o activando el crecimien- 
to muscular. Igual que los mioblastos, están reguladas por miostatina. Las células satélite o 
alguna subpoblación de las células satélite constituyen las células madre de la musculatura 
esquelética de un adulto y, por lo general, se mantienen en reserva en un estado quiescente, 
pero son utilizables cuando se requiere una autorrenovación de células diferenciadas de for- 
ma terminal. El estudio de estas células ha proporcionado las pruebas más evidentes sobre 
la hipótesis de la hebra inmortal en la división asimétrica de la célula madre, tal como ilhus- 
tramos antes en la Figura 23-10. 

Sin embargo, el mecanismo de reparación muscular mediante la intervención de las cé- 
lulas satélite debe ajustarse a la lesión. Por ejemplo, una forma de distrofia muscular un de- 
fecto genético en la proteína del citoesqueleto distrofina, daña las células musculares 
esqueléticas diferenciadas. Como resultado de ello, las células satélite proliferan reparando 
las Bbras musculares dañadas. Sin embargo, esta respuesta regenerativa no consigue ajus- 
tarse a la lesión y finalmente el tejido conjuntivo reemplaza a las células rmusculares, blo- 
queando cualquier posibilidad posterior de regeneración, Al parecer, una pérdida similar de 
la capacidad de regeneración contribuye al debilitamiento del músculo en la vejez. 

En la distroña muscular, en la que las células satélite proliferan de manera constante, su 
capacidad de dividirse puede llegar a agotarse'como resultado de un progresivo acorta- 
miento de sus telómeros en el transcurso de cada ciclo celular ídescrito en el Capítlo 17). 
Las cábalas madre de otros tejidos tienen esta misma lrnitación, tal como ya se indicó en el 
caso de las células madre hemopoyéticas: pormalmente se dividen a una velocidad lenta, 
pero algunas mutaciones o determinadas cireunstancias excepcionales pueden provocar 
divisiones más rápidas que conducen a un agotamiento prematuro de las células madre, 


Resumen 


En los versebrados, las fibras musculares esqueléricas constineyen uno de los cuatro tipos principales 
de células especializadas en la contracción y son responsables de todos los movimientos voluntarios. 
Cada fibra muscular esquelética es un sincitio y se desarrolla por fusión de varios mioblastos. Los 
miobiastos proliferan activamente, pero cuando se han fusionado, ya no pueden dividirse más, Por lo 
general, la fusión permite la diferenciación del mioblasto, en la que varios genes que codifican pro- 
teínas específicas del músculo se activan de forma coordinada. En el músculo de un adulto, algunas 
mioblastos persisten en in estado quiescente corno células sasélite; cuando se lesiona un múisculo, es- 
sas células se reactivan, proliferando y fustonéndose, sustineyendo a las células riiisculares que se han 
perdido. La masa muscular se regula homeostáticamente mediante un mecanismo de rerroclimenta- 


aríbo en el que el músculo segrega roiostatina, que inhibe el crecimiento mussculas posterior 


E 
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Figura 23-51 Una célula satélite de una 

fibra muscular esquelética. La muestra se 

ha teñida con un anticuerpo (en rojo) contra 
una cadherina muscular, la M-cadherina, 

que se encuentra tanto en las células satélite 
como en la fibra muscular, y que se concentra 
en la zona en la que las membranas entran en 
contacto. Los núcleos de la fibra muscular 

se han teñido de verde y el núcleo de la célula 
satélite está teñido de azul. (Por cortesía 

de Terence Partridge.) 
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célula ósea 
(osteoblasto/osteocito) 


célula cartilaginosa Figura 23-52 La familia de células del 

(condrocito) tejido conjuntivo, Las flechas señalan 

: las interconversiones que posiblemente 

tienen lugar entre las células de la familia 
del tejido conjuntivo. Para simplificar el 
esquerna, el fibroblasto aparece como 
un solo tipo celular aunque de hecho se 
desconoce cuántos tipos de fibroblastos 
existen y si la diferenciación potencial de 
los distintos tipos se halla restringida 
de formas diferentes. 


fibroblasto 


ed célula muscular lisa 


pa 


célula adiposa 
fadipocito) 


LOS FIBROBLASTOS Y SUS TRANSFORMACIONES: 
LA FAMILIA DE LAS CÉLULAS DEL TEJIDO 
CONJUNTIVO 


En el individuo adulto, la mayor parte de las células diferenciadas pueden agruparse en fa- 
milias, cuyos miembros están estrechamente relacionados entre sí en función de su origen y 
de sus características. Un ejemplo importante lo constituye la familia de las células del te- 
jido conjuntivo, cuyos componentes no sólo están relacionados entre sí sino que también, 

excepcionalmente, son interconvertibles, Esta familia incluye fibroblastos, condrocitos y 
osteocitos, células todas ellas especializadas en la secreción de la colágena de la mabriz ex- 
tracelular, En conjunto, son las responsables del soporte arquitectónico del cuerpo. La fami- 
lía del tejido conjuntivo también incluye los adipocitos y las células musculares lisas. La 
Figura 23-52 ilustra estos tipos celulares y las interconversiones que presentan entre ellas. 
Las células del tejido conjuntivo intervienen en el sostén y en la reparación de la mayor par- 
te de los tejidos y órganos; la adaptabilidad de su carácter diferenciado constituye uno de 
los aspectos más importantes de las respuestas frente a distintos tipos de lesiones. 


Los fibroblastos cambian sus características en respuesta 
a señales de la matriz extracelular 


Al parecer, los Ebroblastos son las células menos especializadas de la familia del tejido con- 

juntivo. Se encuentran dispersas por el tejido conjuntivo de todo el cuerpo, donde segregan 

una mabiz extracelular blanda, rica en colágena de tipo l o de tipo HH, o ambas, tal como se 

describió en el Capítulo 19. Cuando un tejido se lesiona, los fibroblastos proliferan, migran 

hacia la herida <TGAT> y producen grandes cantidades de colágena, la cual contribuye 

al aislamiento y la reparación de los tejidos dañados. Su capacidad para desplazarse en el 

momento de una lesión, junto con el modo de vida solitario que presentan, podría explicar : 

por qué los fibroblastos son las células que crecen más fácilmente en cultivo ama carac- - 
terística que hace de ellas el tipo celular favorito en los estudios de biología celular 
(Figura 23-53). 

Como se indica en la Figura 23-52, parece que los Eibroblastos son las céhilas más ver- 
sátiles del tejido conjuntivo, ya que tienen una notable capacidad para diferenciarse en otros 
miembros de la misma femilla. Sin embargo, estas interconversiones todavía encierran 
algunos puntos oscuros. Los Ebroblastos de distintas partes del cuerpo son intrínsecamente 
distintos; incluso en una misma región puede haber diferentes tipos de fibroblastos. Por 
ejemplo, los iibroblastos “maduros” con menor capacidad de transformación coexisten junto 
alos Bbroblastos “inmaduros” la menudo denominados células mesenguimáticas) que pue- 
den dar lugar a distintos tipos celulares maduros. 

Las céhulas del estroma de la médula ósea roja, mencionadas anteriormente, propor- 
cionan un buen ejeraplo de la versatilidad del tejido conjuntivo. Estas células, que pueden 
considerarse como un tipo de fibroblasto, se pueden aislar de la médula ósea roja y propa- 
garse en cultivo. De este modo pueden generarse grandes clones de descendientes a partir 
de una sola cébula del estrorna ancestral Según las proteínas señalizadoras que se añadan al 


1 
| 
i 
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cultivo, los elementos de este clon pueden continuar proliferando y produciendo más célu- 
las del mismo tipo, o pueden diferenciarse como células adiposas, células cartilaginosas o 
células óseas. Todas ellas se consideran células madre mesenquimáticas debido a su carácter 
pluripotencial y a su capacidad de autorzenovaciórn 

Los fibroblastos de la dermis de la piel son distintos. Cuande se someten a las mismas 
condiciones de cultivo, no muestran esta misma plasticidad. Todavía pueden ser inducidos 
también a cambiar su carácter. Por ejemplo, en la cicatrización de una herida cambian la ex- 


” presión del gen de actina y presentan algunas de las propiedades contráciiles de las células 


musculares lisas, colaborendo de este modo en el acercamiento de los bordes de la herida; 
estas células se denominan miofibroblastos. De forma más espectacular, si se elabora un 
preparado de matriz ósea mediante pulverización del hueso hasta conseguir un polvo fino, 
juego se elimina el componente mineral, y este preparado se implanta en la capa dérmica de 
la piel, algunas células (probablemente fibroblastos) pueden transformarse en células carti- 
laginosas y, un poco más tarde, otras se trausforman en células óseas; el resultado es la for- 
mación de un pequeño bulto óseo. Estos experimentos sugieren que los componentes de la 
matriz extracelular influyen de forma espectacular en la diferenciación de las células del te- 
Jido conjuntivo. 

Varias transformaciones celulares similares a éstas tienen lugar en la reparación es- 
pontánea de huesos fracturados. De hecho, la matriz ósea contiene concentraciones eleva- 
das de varias proteínas señalizadoras que pueden afectar el comportamiento de las células 
del tejido conjuntivo. En este grupo de proteínas señalizadoras se encuentran los elementos 
de la superfamilia de TGFP, incluyendo las BMP y el propio TGFA. Estos factores son regula- 
dores del crecimiento, la diferenciación y la síntesis de matríz por las células del tejido con- 
juntivo, ejerciendo diversas actuaciones que dependen del tipo de célula diana y de la 
presencia de otros factores y de componentes de la matriz. Cuando se inyectan en un ani- 
mal vivo, pueden inducir la formación de cartílago, hueso o matriz fibrosa, según la región 
y las circunstancias de la inyección. El TGFf es especialmente importante en la cicatriza- 
ción de beridas, estimulando la conversión de los fibroblastos en miofibroblastos y acti- 
vando la formación de tejido cicatricial rico en colágena, que confiere resistencia a la cica- 
trización de la herida. 


La matriz extracelular puede influir en la diferenciación de las células 
del tejido conjuntivo, afectando a su forma y su adhesión 


La matriz extracelular influye en el estado de diferenciación de las células del tejido conjun- 
tivo mediante efectos físicos o químicos. Este hecho se ha demostrado en estudios realiza- 
dos sobre cultivos de células cartilaginosas o condrocitos. Bajo condiciones de cultivo 
apropiadas, estas células proliferan y conservan su carácter diferenciado, manteniendo du- 
rante muchas generaciones la síntesis de grandes cantidades de matriz cardlaginosa muy 
especializada, que las rodea por completo. Sin embargo, si las células se mantienen a una 
densidad relativamente baja y permanecen en forma de monocapa en la placa de cultivo, se 
produce su transformación. Pierden la forma redondeada característica de los condrocitos, 
se aplanan contra el sustrato y dejan de fabricar matriz cartilaginosa: dejan de producir 
colágena de tipo IL, que es característica del cartílago, e inician la producción de colágena de 
tipo l, característica de los fibroblastos. Al cabo de un mes de cultivo, casi todas las células 
han modificado la expresión génica de la colágena y presentan un aspecto de fibroblastos, 
Los cambios bioquímicos deben producirse de forma brusca, ya que sólo unas cuantas cé- 
iulas fabrican de forma simultánea ambos tipos de colégena. 

Ad perecer, los cambios bioquímicos están inducidos, al menos en parte, por cambios en 
la forma y en la adherencia celular. Por ejeraplo, las cétulas cartilaginosas que han realizado 
la transición al carácter Bibroblástico, se pueden ir desprendiendo poco a poco de la placa de 
cultivo y transferirse a una placa de agarosa. Al formarse el depósito de gel a su alrededor, la 
agerosa mantiene las células en suspensión sin ningún tipo de adhesión al sustrato, adop- 


tando estas una forma redondeada. En estas condiciones, las células revierten de inmediato 


al carácter de condrocitos y empiezan de nuevo a fabricar colágena de tipo IL La forma y la 
adhesión de las células puede controlar la expresión génica mediante señales intracelulares 
generadas en los contactos focales por las integrinas, que actúan como receptores de la ma- 
tiz, tal como se describió en el Capitulo 19, 
Para la mayoría de pos celulares y en 
lidades de anclaje y adhesión depen 


special para las cóhias del tejido conjuntivo, las 


posibili la matiz creumdante, que por lo general 


o 


Figura 23-53 El fibroblasto. (A) Micrografía 
en contraste de fases de un Aibroblasto en 
cultivo. (B) Esquernas de una célula viva 
similar a un fibroblasto, a partir de la cola 
transparente de un renacuajo. Aparecen los 
cambios de forma y de posición, en días 
sucesivos, de esta célula. Obsérvese que los 
fibroblastos en cultivo se aplanen pero en los 
tejidos pueden presentar morfologías más 
complejas y formar diferentes expansiones. 
Vésse también la Figura 19-54, (A, de 

E Pokorna et al, Cell Motil Cytoskeleton. 
282:25-33, 1994; E, dibujado a partir de 

E Clark, Am. J. Anat 13:351-379, 1912, Arnabos 
con la autorización de Wiley-Liss.) 
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está producida por las propias células. De este modo, una célula puede crear un entorno que 
posteriormente actúa sobre sí misma reforzando su estado diferenciado. Además, la matriz 
extracelular segregada por una célula forma parte tanto de su propio entorno como del en- 
torno de las células vecinas, lo que provoca un mismo tipo de diferenciación en las células 
próximas. Por ejemplo, se puede observar que un grupo de condrocitos que constituyen un 
nódulo de cartílago, se expande tanto en el organismo en desarrollo como en una placa de 
cultivo, debido a la conversión de los fibroblastos cercanos en condrocitos. 


Los osteoblastos fabrican la matriz Ósea 


El cartdago y el hueso son tejidos con características muy distintas, pero están estrecha- 
mente relacionados por su origen; la formación del esqueleto depende de la asociación ínti- 
ma entre ellos. 

El cartílago es un tejido estructuralmente sencillo, constituido por un solo tipo de célu- 
las los condrocitos- inmersos en una matriz muy hidratada compuesta por proteoglicanos 
y colágena de tipo ll más o menos uniforme, cuyas propiedades más relevantes se han estu- 
diado en el Capítulo 19. La matriz cartilaginosa es deformable y el tejido crece por expansión 
amedida que los condrocitaos se dividen y segregan nueva matriz (Figura 23-54). Por el con- 
trario, el hueso es rígido y denso; crece poraposición, que consiste en un depósito de nueva 
matiz en las superficies libres. Coro en el hormigón armado, la matriz ósea está formada 
principalmente por wua mezcla de fibras fuertes (fibras de colágena tipo D, que resisten las 
fuerzas de tracción, y partículas sólidas (fosfato cálcico en forma de cristales de hidroxiapa- 
tita), que resisten la compresión, En el hueso adulto, las fibras de colágena están ordenadas 
en capas regulares estratificadas, de tal forma que las fibras de cada capa se disponen para- 
lelas entre sí, pero en sentido perpendicular respecto a las fibras de las capas contiguas. La 
colágena ocupa un volumen casi igual al del fosfato cálcico. La matriz ósea es segregada por 
los osteoblastos que se encuentran en la periferia de la matriz existente y depositan nuevas 
capas de hueso sobre ella. Algunos de los osteoblastos permanecen libres en la periferia 
mientras que otros quedan englobados de forma gradual en su propia secreción. Este mate- 
rial recién fabricado (formado sobre todo por colágena de tipo D recibe el nombre de os- 
teoide. Mediante el depósito de cristales de fosfato cálcico en su interior, se transforma 
rápidamente en matriz ósea dura. Una vez aprisionada en la matriz dura, la célula original 
que constituye el hueso, denominada ahora osteocito, ya no tiene posibilidad de dividirse, 
aunque continua segregando a su alrededor pequeñas cantidades de matriz. El osteocito, al 
igual que el condrocito, ocupa una pequeña cavidad o laguna en la matriz, pero a diferencia 
del condrocito no está aislado de los otros osteocitos. Desde cada laguna parten finos canales, 
o canalículos, que albergan las prolongaciones celulares de los osteocitos que residen en 
ellas, permitiéndole formar uniones de comunicación con los osteocitos que se encuentran 
adyacentes (Figura 23-55). Aunque los osteocitos, por sí mismos, no segregan ni erosionan 
cantidades apreciables de matriz, es probable que deserapeñen un papel importante en el 
control de la actividad de las células que sí llevan a cabo esta función. Los vasos sanguíneos y 
los nervios discurren a través del tejido, manteniendo vivas las células óseas y reaccionando 
cuando el bueso queda dañado, 

El hueso maduro presenta una arquitectura bella y compleja, enla que densas placas de 
hueso compacto encierrau espacios limitados por delgadas zonas de hueso esponjoso 11m, 
fMligrana de ejes y arbotantes de tejido óseo, con médula ósea en los espacios intersticiales 

(Figura 23-56). Tal como veremos a continuación, la formación, mantenimiento y repara- 
ción de esta estructura no sólo depende de las céhulas de la familia del tejido conjuntivo que 
sintetizan la matriz, sino también de otra clase distinta de células denominadas osteoclastos, 
que degradan la matriz, Ñ 


Figura 23-54 Crecimiento del cartílago. 
Ehtejido se expande a medida que los 
condrocitos se dividen y producen más 
cantidad de rratriz. La matriz recién 
sintetizada, que rodea cada célula, está 
sombreada en verde oscuro. El cartílago 
también puede crecer incorporando 
fibroblastos del tejido penférico 

y convirtiéndolos en condrocitos. 


ye 
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célula ostengénica 
(precursora 
del osteoblasto) 


osteoblasto 


osteomucoide 
(matriz ósea 
ño calcificada) 


matriz Ósea 
calcificada 


prolongación 
celular en el 
conducta calcóforo 


osteacito —_u—mummamn_m— 


La mayor parte de los huesos se forman a partir de modelos 
de cartílago 


La mayor parte de los huesos y en especial los huesos largos del tronco y extremidades, se 
originan a partir de diminutos "modelos a escala” que se forman en el embrión a partir del 
cartílago. Cada modelo a escala crece y a medida que se forma el nuevo cartílago, el cartílago 
antiguo es reemplazado por el hueso. El mecanismo se conoce como formación de hueso 
endocondral, El crecimiento del cartílago y la erosión y depósito de hueso están tan ingenio- 
samente coordinados que, aunque un hueso adulto mida medio metro de largo, tiene casi la 
misma forma que el modelo de cartílago inicial, que no alcanzaba más que unos cuantos 
milímetros de longitud. 

El proceso se inicia en el embrión con la aparición de “condensaciones” vagamente de- 
firidas grupos de células de tejido cartilaginoso embrionario que quedan más densarmen- 
te empaquetadas que las células adyacentes y empiezan a expresar un grupo característico 
de genes- que incluyen Sox9 y, después de un corto intervalo, Runx2. Estos dos genes codi- 
fican proteínas reguladoras génicas que son esenciales en el desarrollo del cartílago y del 
hueso, respectivamente. Las células mutantes que carecen de Sox9 no alcanzan a diferen- 
ciarse corno cartílago pero pueden formar hueso (y en algunas zonas del cuerpo donde ten- 
dría que haber cartílago, construirán hueso). A la inversa, los animales que carecen de Rurx2 
funcional no fabrican hueso y nacen con un esqueleto constituido únicamente por cartilago. 

En cuanto se inicia la expresión de Sox9, las células del interior de la condensación ex- 
piezan a segregar matriz cartilaginosa, a la vez que se dividen y agrandan. De este modo, 
forman un eje de cartílago rodeado de células no cartilaginosas más densamente empaque- 
tadas, Las células cartilaginosas de la región central del eje quedan hipertrofiadas (muy 
voluminosas), dejan de dividirse y al mismo dermpo empiezan a segregar Indian Hedgehog 
una molécula señalizadora de la familia Hedgehog. A su vez, esto provoca un aumento en la 
producción de determinadas proteínas Wnt, que activan la vía Wnt en las células que rodean 
el eje de cartílago, Como resultado de ello, bloquean la expresión de Sox3, mantienen la ex- 
presión de Runx2 y empiezan a diferenciarse como osteoblastos, construyendo un collar de 
hueso alrededor de la trabécula del modelo cartilaginoso. Una sebreactivación artificial de la 
vía Wnt determina que una gran proporción de células fabrique hueso, y no carillago; un 
bloqueo artificial de la vía de señalización YWnt hace lo contrario. Porlo tanto, en este sistema 
la señalización Wnt controla la elección entre las vías alternativas de diferenciación, con la 
expresión de Sox9 que conduce hacia la vía del cartilago y la expresión de Runx2 que condu- 
ce hacia la vía del hueso. . 

Las células cartilaginosas hipertroñadas en la trabécula del modelo cartilaginoso mue- 
rea pronto, dejando grandes cavidades en la mabríz y, al igual que en el hueso, la propia ma- 
triz se va mineralizando por depósito de cristales de fosfato cálcico. Los osteoclastos y los 
vasos sanguíneos invaden las cavidades y degradan la matriz cartilaginosa residual, creando 
un espacio para la médula ósea; los osteoblastos siguen su recorrido empezando a depositar 
médula ósea en las partes de la cavidad donde las áreas de matriz cartilaginosa actúan de 
molde, En una etapa mucho más avanzada, mediante un proceso perecido, enlos extremos 


del hueso el tejido cardilaginoso es sustituido por tejido óseo, tal como se observa en la 


Figura 23-55 Depósito de matriz ósea 
por los osteoblastos. Los osteoblastos que 
revisten la superficie del hueso segregan la 
matriz orgánica del hueso [osteomucaide) 
y se transforman en osteocitos al quedar 
englobados por esta matriz. La matriz se 
calcifica paco después de depositarse. Parece 
que los propios osteoblastos derivan de las 
células madre osteogénicas que se hallan 
estrechamente relacionadas con los 
fibroblastos. 
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Figura 23-56 Huesos esponjoso 

y compacto. (A) Electiromicrografía de 
barrido a pequeño aumento del hueso 
esponjoso en una vértebra de un hombre 
adulto. Se ha eliminado el tejido blando de la 
médula ósea. 18) Una sección a nivel de la 
cabeza del férnur, de donde se han extraído 
previamente la médula ósea y otros tejidos 
blandos, muestra el hueso compacto más 
denso y el hueso esponjoso en su interior. 
Debido al tipo de remodelado que tiene 
lugar en el hueso como respuesta a ina carga 
mecánica, las trabéculas de hueso esponjoso 
se van odentando en su interior, a do largo 

de las principales direcciones de fuerza, 
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Figura 23-57, A partir de la pubertad, el alargamiento continuo del hueso depende de la pla- 
ca de cartílago de crecimiento entre el tallo y el extremo (da epíñisis y la diáfisis) del hueso. Co- 
mo resultado de una mutación dominante en el gen que codifica un receptor de FGF 
(EGFR3), se produce un crecimiento defectuoso del cartílago en dicha placa, responsable de 
una de las formas más frecuentes de enanismo, la acondroplasia (Figura 23-58). 

Finalmente, la placa de crecimiento de cartílago queda sustituida por hueso y desapa- 
rece. El único remanente de cartílago que queda en el hueso largo adulto es una fina, auque 
esencial, capa que forma una cubierta lisa y lubrificada en las superficies de las uniones 
óseas, donde los huesos se articulan entre sí (véase Figura 23-57). La edad, una lesión mecá- 
nica o una enfermedad autoinmune pueden desgastar dicha capa de cartilago y producir 
artritis, uma de las dolencias más generalizadas y dolorosas de la vejez. 


El hueso se remodela contínuamente por medio de las células 
que lo forman 


Aunque parezca lo contrario, a pesar de su elevada rigidez el hueso no es un tejida inmuta- 
ble y permanente. Atravesando la dura matriz extracelular se encuentran conductos y cavi- 
dades ocupados por células vivas, que constituyen alrededor de un 15% del peso del hueso 
compacto, Estas células están implicadas en un incesante proceso de remodelaje: mientras 
los osteoblastos depositan matriz ósea nueva, los osteoclasios destruyen la matriz ósea en- 
vejecida. Este mecanismo posibilita uma contínua renovación y sustitución de la matriz en el 
interior del hueso. 

Los osteociastos (Figura 23-59) son grandes células phuinucdleadas que, igual que los 
macrófagos, se lorman a partir de las células madre hernopoyédicas en la médula ósea roja. 
Las céhulas precursoras se liberan como monocitos hacia la circulación sanguínea y se agrupan 
en las áreas de reabsorción ósea, donde se fusionan dando lugar a osteociastos plurinuciea- 
dos, que se fijan a las superficies de la matriz óseas y la destruyen. Los osteoclastos pueden 
abrir profundos túneles en la sustancia intercelular del hueso compacto y formar cavidades 
que luego son invadidas por otras células. Un capilar sanguineo crece hacia el centro de ca- 
da túnel y sus paredes quedan tapizadas por una capa de osteoblastos (Figura 23-60), Di- 
chos osteoblastos se distribuyen en capas concéntricas de matriz nueva que van llenando 
de forma gradual la cavidad y dejan sólo un estrecho canal que rodea al nuevo vaso sanguí- 
neo, produdendo la estructura estatíficada del hueso compacto. Muchos de los osteoblas- 
tos quedan atrapados en la matriz Ósea y sobreviven en los anillos concéntricos que forman 
los osteocitos. Mientras que algunos de los túneles se llenan de Bueso, otros quedan perío- 

rados por los osteoclastos, abriéndose paso a través de sistermas concéntricos más antguos, 


cados de la matriz del hueso compacto (Piguza 23-53. 
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Figura 23-57 Desarrollo de un hueso 

largo. Los huesos largos, como el férmar o el 
húmero, se desarrollan a partir de un modelo 
cartilaginoso en miniatura. El cartílago no 
calcificado se ha dibujado en verde claro, el 
cartílago calcificado en verde oscuro, el hueso 
en negro y los vasos sanguíneos en rojo. 

El cartílago no se vansforma en hueso, sino 
Que gradualmente se sustituye por éste, 
debido a la acción de los osteoclastos y de los 
Osteoblastos, que invaden el cartílago junto 
con los vasos sanguíneos. Los ostenclastos 
erosionan el cartílago y la matriz cartilaginosa, 
mientras que los osteoblastos segregan 
matriz ósea. El proceso de osificación empieza 
en el embrión y no termina hasta el final de la 
pubertad. £l hueso resultante está formado 
por un cilindro vacía de paredes gruesas 
constituidas por hueso compacto que limitan 
una cavidad central ocupada por la médula 
ósea. Téngase en cuenta que no todos los 
huesos se desarrollan de este modo. 

Los huesos membranosos del cráneo, por 
ejemplo, no se forman a partir de un modelo 
cartilaginoso, sino directarnmente como placas 
óseas. (Adaptado de D.W. Fawcett A 
Textbook of Histology, 12.2 ed. New Yorla 
Chapman and Hall, 1994) 


" Figura 22-58 Acondroplasta. Este tipo de 


enanismo tiene lugar con una frecuencia de 
uno de cada 10.000-100.000 nacimientos; en 
más del 99% de los casos está provocado por 
una mutación en una región idénica del 
genoma, correspondiente al aminoácido 380 
del receptor de FGF, FGFR3 (una glídna en 

el dominio trensmembrana). La mutación 

es dominante y en casitodos los casos es 
debida a nuevas mutaciones independientes 
lo cualimplica una velocidad de mutación 
extraordinaria en dicha región del genoma. 
El defecto en la señalización por FGF 
provoca enanismo, debido a la interferencia 
con el crecimiento del cartilago en el 
desarrollo de los huesos largos. (De una 
pintura de Velázquez de Sebastián de 

Morra O Museo del Prado, Madrid) 
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lisosomas 


varios osteoclasto matriz ósea 
núcleos 


cierre matriz ósea ribete estriado 
hermético del osteoclasto 


Figura 23-59 Osteoclastas. (A) Sección transversal de un osteoclasto. Esta célula gigante plurinucleada erosiona la matriz ósea. El 

“ribete estriado” es una zona de secreción de ácidos (que disuelven la parte mineralizada del hueso) y de hidrolasas (que digieren los 

cormponentes orgánicos de la matriz). Los osteoclastos varían en su forma, son móviles y a menudo forman prolongaciones que 

reabsorben el hueso en las distintas zonas. Se originan a partir de los monocitos y se pueden considerar macrófagos especializados. 

(8) Un osteoclasto de la matriz ósea, observado con microscopía electrónica de barrido. El osteoclasto ha ido excavando la matriz, e 
degradándola y dejando como resultado una serie de huecos. (A, de RY. Krstié, Ultrastructure of the Marmmalian Cell: An Atlas. Berlin: sio, 
Springer-Verlag, 1979; B, cortesía de Alan Boyde.) 


Las señales de los osteoblastos controlan a los osteoclastos 


Los osteoblastos que fabrican la matriz también producen las señales que incorporan y ac- 
tivan a los osteoclastos para degradarla, Ai parecer, dos proteínas asumen esta función: una 
es el CSF de macrófagos (MCSF), ya descríto en la explicación de la hematopoyesis (véase Ta- 
bla 23--2); la otra es TNF11, un miembro de la familia TNF (también denominada RANKT). El 
comportamiento de los osteoblastos para atraer a sus oponentes puede parecer contrapro- 


Figura 23-60 Remodelaje del hueso 
compacto, Los osteoclastos, que actúan 
conjuntamente como un pequeño grupo, 
excavan un túnel a través del hueso 

viejo y avanzan a una velocidad de cerca 

de 50 gro al día. Los osteoblastos penetran 
tras ellos en el túnel, revisten sus paredes y 
empiezan a formar hueso nuevo depositando 
matriz a una velocidad de 1-2 ¡um ai día, Al 


osteoblasto 
quiescente (célula 


vaso sanguíneo 
de pequeño calibre 


hueso nuevo 


célula endotelial + matriz ósea 


£= Lo nueva todavía mismo tiempo, un capilar crece a lo fargo del 
fibroblasto : - Ex 9 p AS no calcificada centro del túnel. Finalmente, el túnel quedará 
; 3% E , hueso viejo lleno de capas concéntricas de hueso 
. z formado de nuevo, con un solo estrecho 
esteocito $27 tejido conducto central. Cada uno de estos 
di conductos, además de constituir una vía de 
á acceso para los osteoclastos y para los 
capilar creciendo osteoblastos, contiene uno o más Ya505 
osteoblasto a dentro del túnel sanguíneos que transportan los nutrientes 
punto de depositar que necesitan las células óseas para sobrevivir. 
hueso formado de osteoclasto De esta forma, cada año se sustituye entre un 


nuevo que Henerá 


excavando un 
el túnel excavado 


túnel a través 
del hueso viejo 


5-10% del hueso de un mamifero adulto sano. 
gún LEG. Jaworskí, 8, Duck y G. Sekaly, 
nar 397-495, 1981. Con la 

e Blacowell Publishing.) 
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conducto 
antiguo 


conducto 


nuevo 


lagunas 
áseas 


ducente para dichas células, pero tiene la función provechosa de concentrar osteoclastos en 
los tejidos donde se necesitan. 

Para prevenir una excesiva degradación de la matriz, los osteoblastos segregan junto a 
MSCF y TNF11, otra proteína, la osteoprotegerina, que tiende a bloquear la acción de TNF11. 
Cuanto más alto es el nivel de la activación Wnt en los osteoblastos, más osteoprotegerina 
segregan y, en consecuencia, más bajos son los niveles de activación de los osteaclastos y de 
la velocidad de degradación de la matriz. Así, la vía de señalización Wnt parece que tiene dos 
funciones distintas en la formación del hueso: en los estadios tempranos, controla el com- 
promiso inicial de las células destinadas a ser osteoblastos; más tarde, actúa en los osteo- 
blastos diferenciados para intervenir en la regulación del equilibrio entre depósito y erosión 
de la matriz. 

La alteración de este equilibrio puede provocar osteoporosis, que consiste en una exce- 
siva erosión de la matriz ósea y debilitación del hueso, o la situación opuesta, la osteopetrosis, 
situación en la que el hueso se vuelve excesivamente grueso y denso. Las señales hormona- 
les, incluidos los estrógenos, los andrógenos y la hormona peptídica leptina, conocida por su 
función en el control del apetito (se trata más adelante), tienen un potente efecto sobre este 
equilibrio. Como mínimo alguno de estos efectos tiene lugar en función de la producción 
de TNF11 y de osteoprotegerina por los osteoblastos, 

Las hormonas circulantes afectan a los huesos de todo ebcuerpo. No menos importan- 
tes son los controles locales que posibilitan que el hueso se deposite en una zona mientras se 
reabsorbe en otra. Gracias a este tipo de controles en el proceso del remodelado, la estruc- 
tura los huesos está dotada de una extraordinaria capacidad de adaptación como respuesta, 
alas variaciones a largo plazo de la carga que soportan. Esto es lo que posibilita, por ejemplo, 
la ortodoncia: una fierza constante aplicada a un diente mediante una abrazadera produci- 
rá un desplezamiento gradual, durante varios meses, a través del hueso de la mandíbula, 
remodelando el tejido óseo por delante y por detrás de la misma. El comportamiento adap- 
tativo del hueso implica que el depósito y la degradación de la matriz están regulados de al- 
gún modo por fuerzas mecánicas locales (véase Figura 23-56). Ciertas evidencias sugieren 
que este hecho es debido a que la fuerza mecánica sobre el bueso activa la vía Want, en los os- 
teoblastos o enlos osteocitos, y regula de este modo la producción de señales reguladoras de 
la actividad de los osteoclastos. 

El hueso también puede sufrir una reconstrucción mucho más rápida y espectacular 
cuando se necesita. Ciertas células capaces de formar cartílago nuevo permanecen en el 
tejido conjuntivo que rodea al hueso. Si se rompe el hueso, las células adyacentes a la frac- 
tura lo reparan mediante una especie de recapitulación del proceso embrionario inicial. pri- 
mero el cartílago se deposita soldando el espacio vacío y posteriormente es sustituido por 
hueso. La capacidad de autorreparación, tan eficazmente desempeñada por los tejidos es- 
queléticos, es una propiedad de los seres vivos que en la actualidad no tiene ningún parale- 
lismo entre los materiales diseñadas par el hombre. 


Figura 23-61 Sección transversal de una 
región compacta externa de un hueso 
largo. La micrografía muestra los límites 

de los túneles formados por los osteoclastos 
y postelormente rellenos por los 
osteoblastos durante periodos sucesivos 

de remodelaje del hueso. La sección se ha 
obtenido mediante la técnica de desgaste. 
La matriz dura ha quedado conservada, pero 
no así las células, Sin embargo, las lagunas y 
los conductos calcóforos que ocupaban los 
osteocitos son claramente visibles. Los anillos 
concéntricos claros y oscuros en alternancia 
corresponden a una orientación alternante 
de las fibras de colágena en las sucesivas 
capas de la matriz ósea depositada por los 
osteoblastos que en vida revestían la pared 
del conducto. (Este patrón se observa aquí 
habiendo situado la muestra entre filtros 
polaroid parcialmente cerrados.) Obsérvese 
cómo el sistema más viejo de capas 
concéntricas de hueso de la parte inferior 
derecha se ha cortado de forma parcial y se 
ha reemplazado por sistemas más nuevos. 
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adipocito 
aun fibrablasto 


Las células adiposas pueden desarrollarse a partir 
de los fibroblastos 


Las células adiposas, o adipocitos, también derivan de células similares a los fibroblastos, 
tanto durante el desarrollo normal de los mamíferos como en situaciones patológicas. Por 
ejemplo, en la distrofia muscular, en que las células musculares mueren, son reemplazadas 
de forma gradual por tejido conjuntivo, posiblemente por conversión de los fibroblastos lo- 
cales, La diferenciación de la célula adiposa se inicia con la expresión de dos familias de 
proteínas reguladoras de genes: la familia CEBP (CCAAT/ proteína de unión activadora; 
CCAAT/enhancer binding protein) y la familia PPAR (receptor activado de proliferación de 
peroxisomas; peroxisome proliferator-activated receptor), especialmente PPARy. Como ocu- 
rre con las familias MyoD y MEF2 en el desarrollo del músculo esquelético, las proteínas 
CEBP y PPARYy dirigen y mantienen una expresión diferente a lo largo de varios circuitos de 
control interreguladores y autorreguladores. Estas proteínas actúan conjuntamente contro- 
lando la expresión de los otros genes característicos de los adipocitos. 

La producción de las enzimas de importación de ácidos grasos y de la glucosa para la 
síntesis de lípidos, genera una acumulación de gotas de grasa, compuestas sobre todo por 
triacilgliceroles (véase Pigura 2-81). Estas gotas se fusionan y se agrandan hasta que la célu- 
la está muy dilatada (más de 120 yn de diámetro) y presenta únicamente un delgado anillo 
citoplasmático alrededor de la masa lipídica (Figura 23-62 y Figura 23-63). En la célula adi- 
posa también se sintetizan lipasas, que proporcionan la capacidad de invertir el proceso de 
acumulación de lípidos, mediante la hidrólisis de las moléculas de triacilgliceroles en áci- 
dos grasos, que pueden ser consumidos por otras células. La célula adiposa puede variar su 
volumen más de mil veces, acumulando y liberando lípidos. 


La leptina segregada por las células adiposas proporciona 
una retroalimentación negativa que inhibe la ingesta 


En condiciones normales, para la mayoría de animales el suministro de alimento es variable 
e impredecible. Las células adiposas realizan una función esencial de almacenaje de reservas 
y nutrientes en situaciones de abundancia, y de liberación de estas reservas en épocas de 
escasez. Por lo tanto, para la funcionalidad del tejido adiposo es esencial que su número 
pueda adaptarse, diante toda la vida, al aporte de mutrientes. Para nuestros antepasados 
este hecho era una bendición; en el bien alimentado medio mundo actual, se ha convertido 
en una maldición. Por ejermplo, en los Estados Unidos aproxinadarmente el 30% de la po- 
blación padece obesidad, que se define como un índice de masa corporal (peso/altura”) de 
más de 30 kg/rn?, equivalente a un 30% superior al peso ideal. 

No resulta fácil determinar en qué medida las variaciones de la cantidad de tejido adipo- 
so dependen de cambios en el número de células adiposas o de cambios en el tamaño de las 
células. Probablernente, en los adultos normales no obesos, las variaciones se producen prin- 
cipalmente en el tamaño de las células adiposas, aunque en casos de obesidad grave, el nú- 
mero de células adiposas también aumenta. Los factores que provocan la incorporación de 
nuevas células adiposas no se conocen exactamente, aunque parege que incluyen la hormona 
del creciralento y el IGE-1 (factor de crecimiento similar a la insulina- l; insuliniike growrh fae- 
tar-1). Sin embargo está claro que el aumento o la disminución del tamaño de la célula adipo- 
sa está regulado de forma directa porlos niveles de nutrientes circulantes y de hormonas como 
la insulina, que reflejan el uivel nutricional Así pues, el exceso de alimento ingerido respecto al 
consumo energético condiciona directamente la acumulación del tejido adiposo, 
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Figura 23-62 Desarrollo de un adipocito. 
Una célula precursora similar a un fibroblasto 
se convierte en una célula adiposa madura 
mediante acumulación y coalescencia de 
gotas lipídicas. El proceso es, al menos 
parcialmente, reversible, tal como indican 
las flechas; las flechas discontínuas indican la 
posibilidad de que, en ocasiones, una célula 
diferenciada pueda revertir al estadio de 
fibroblasto pluripotencial. En los estados 
temprano e intermedio, las células pueden 
dividirse, pero la célula adiposa madura 

ya no puede hacerlo, 


adipocito 


parte de anillo de colágena 


una gota citoplasma 
Pgante neutrófilo 
de grasa 


Figura 23-63 Adipocitos. En esta 
electromicrografía a pocos aumentos, 

se observan zonas de dos adipocitos, 

Un neutrófilo que se halla en el tejido 
conjuntivo adyacente da la referencia 

de la escala de aumentos; cada uno de los 
adipocitos es 14 veces más grande que el 
diámetro del neutrófilo y se halla ocupado 
casi por completo por una sola y voluminosa 
gota de grasa, Las pequeñas gotas de grasa 
tdlaras y ovaladas) del anillo citoplasmático 
restante acabarán fusionándose con fa gota 
central. El núcleo no es visible en ninguno de 
los adipocitos de la imagen. (Por corresta 

de Don Fayecett, de DW, Farrcett, ATeabook 
of Histology, 12.2 ed. New York Chapman y 
Hall, 1994, 
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Pero ¿cómo se regula la ingesta de alimento y el gasto energético? Factores como la co- 
lecistoquinina, que como hemos descrito anteriormente segregan las células intestinales en 
respuesta a la presencia de alimento en la luz intestinal, son responsables del control a cor- 
to plazo del curso del alimento durante un día. Pero también se necesitan controles a largo 
plazo, puesto que no engordamos o adelgazarnos de forma contínuada durante toda la vida. 
Lo más importante desde una perspectiva evolutiva y para nuestros antepasados que con 
frecuencia contaban con suministros escasos e inseguros de alirnento, es que el ayuno pue- 
de provocar más hambre y la búsqueda de alimento. Quienes han sufrido verdadera hambre 
durante mucho tiempo son testigos de la fuerza incontenible de esta compulsión. La señal 
clave parece ser una hormona denominada lepiina, que por lo general circula por la sangre 
cuando las reservas de grasa son las adecuadas; cuando no lo son, desaparece produciendo 
hambre crónica. Los ratones mutantes que carecen de leptina o del receptor de leptina ade- 
cuado son extremadamente obesos (Figura 23-64). En la especie humana se puede presentar 
este mismo túípo de mut>ciones, aunque raras veces. Las consecuencias son parecidas; ape- 
tito constante, sobrealimentación y una obesidad extraordinaria. 

La leptina se sintetiza de forma normal en las células adiposas; cuanto más grandes son 
estas células, más leptina fabrican. La leptina actúa sobre distintos tejidos y en particular so- 
bre el cerebro, en las células de las regiones del hipotálamo que regulan el comportamiento 
alimentario, La ausencia de leptina es una señal de inanición, que conduce a un comporta- 
miento que restaurará las reservas de grasa al nivel apropiado. Así pues, la leptina, como la 
miostatina liberada por las fibras musculares, proporciona un mecanismo de retroalimen- 
tación negativo que regula el crecimiento del tejido que la segrega. 

En la mayoría de personas obesas, los niveles de leptina en la circulación sanguínea se 
reantienen elevados, aumque el apetito no desaparece, a pesar de que los receptores de lep- 
tina existen y son funcionales, Al parecer, el control por retroalimentación de la leptina ha 
evolucionado para salvarnos de morir por inanición, más que de la obesidad producida por 
la sobrealimentación. En las regiones bien alimentadas del uumdo dependemos de un con- 
junto de mecanismos diversos, múchos de los cuales son poco conocidos, que nos impiden 
ser demasiado obesos. 


Resumen 


La familia de las células del tejido conjuntivo comprende los fibroblastos, las células cartilagíno- 
sas, las células óseas, las células adíposas y las células musculares lisas. Algunos tipos de fibro- 
biastos, como las células madre mesenquimáticas de la médula Ósea son capaces de transformarse 
en cualquiera de los restantes miembros de la familia de células, Estas wansformaciones de los tipos 
celulares del tejido conjuntivo están reguladas por la composición de la matriz extracelular, la for- 
ima celular y las hormonas y factores de crecimiento, 

El cartílago, corno el hueso, están formados por células y matriz sólida segregada alrededor de 
las propias células -los condrocitos del cartílago y los osteoblastos del hueso Cos osteocitos son asteo- 
blastos que han quedado arapados enel interior de la matriz). La matriz del cariilago es deformable 
de manera que el tejido puede crecer por dilatación, púentras que el hueso es rígido y sólo puede 
crecer por aposición. Los dos tejidos tienen un origen relacionado y colaboran estrechamente. La 


Figura 23-64 Efectos de la deficiencia 

de leptina. Un ratón normal (derecha) 
comparado con otro que presenta una 
mutación en el gen de la Obesidad, que 
codifica la leptina (izquierda). El mutante 
deficiente en leptina fracasa en limitar su 
comida y se vuelve exageradamente obesa 
(tres veces el peso de un ratón normal). 
(Por cortesía de Jeffrey M, Friedrnan.) 


INGENIERÍA DE LAS CÉLULAS MADRE 


mayoría de huesos largos se desarrollan a partir de pequeños “modelos” en cartílago que, a medida 
que crecen, actúan de moldes para el depósito de hueso. La señalización Wnz regula la elección de 
una de [as dos vías de diferenciación celular: como condrocito (que requiere la expresión de Sox) e 
corno osteoblasto (que requiere la expresión de Runx2). Los osteobíiastos, además de segregar ¡matriz 
ósea, también producen señales que incorporan monocitos de la circulación sanguínea para con- 
vertirse en osteoclastos, que degradan la matriz ósea. Los osteoblastos y los osteocitos controlan el 
equilibrio entre depósito y degradación de la matriz, mediante la coordinación de señales que envían 
a los osteoclastos. A través de la actividad de estos tipos celulares antagonistas, el hueso ejerce un 
perpetuo remodelado mediante el que puede adaptarse a la carga que soporta y puede alterar su 
densidad como respuesta a señales hormonales. Además, si el hueso adulto se fractura, conserva la 
capacidad de autorrepararse, mediante la reactivación de los mecanismos que regulan el desarrollo 
embrionario: las células adyacentes a la rotura lo transforman en cartílago, que posteriormente que- 
da sustituido por hueso, 

Mientras que la función principal de la mayoría de miembros de la familia del tejido conjunzi- 
vo es la de segregar matriz extracebular las células adiposas almacenan grasa. La regulación por re- 
troalimenzación mantiene la cantidad de tejido graso adecuada para el cuerpo: los adipocitos 
producen una hormona, la leptina, que actúa sobre el cerebro; la ausencia de leptina actúa como se- 
ñal de peligro de inanición, dirigiendo el comportamiento que restaurará las reservas de grasa hasta 
el nivel adecuado. 
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La mayoría de los tejidos del cuerpo no sólo se renuevan, sino que también se reparan; este 
hecho se debe principalmente a las células madre y a los controles por retroalimentación 
que regulan su comportamiento. Pero, cuaudo los propios mecanismos de la Naturaleza fa- 
Han ¿podemos intervenir y mejorarlos? ¿Podemos encontrar formas de ayudar a las células a 
reconstruir los tejidos vivos que se han perdido o se han dañiado por enfermedad o lesión y 
son incapaces de repararse de forma espontánea? Una estrategia Obvia consiste en aprove- 
char las capacidades de desarrollo características de las células madre o progenitoras de las 
que generalmente derivan los componentes tisulares que se han perdido, Pero ¿cómo se 0b- 
tienen dichas células y cómo podernos actuar sobre eilas para su utilización? Este es el terna 
que analizamos en esta última sección de este capítulo, 


Las células madre hemopoyéticas se pueden utilizar para sustituir 
células sanguíneas alteradas por otras sanas 


Como se ha descrito, se pueden irradiar ratones para destruir sus células hemopoyéticas y 
más tarde reconstítuirlas mediante una transfusión de nuevas células madre, que repobla- 
rán la médula ósea y restaurarán la producción de células sanguíneas. De forma parecida, 
los pacientes con leucemia, por ejemplo, pueden ser irradiados o tratados químicamente 
para destruir sus células cancerosas junto con el tejido hematopoyético restante y después 
reconstituirlas mediante uua transfusión de células madre hemopoyéticas no cancerosas, 
que se han obtenido a partir de la médula ósea de un donante adecuado. Si la médula ósea 
del donante y del receptor son genéticamente diferentes, dará lugar a problemas de rechazo 
inmunitario, aunque haciendo coincidir el tejido cuidadosamente y utilizando fármacos in- 
rounosupresores se pueden reducir estas dificultades hasta niveles tolerabies. En ciertos 
casos, en los que la leucemia no deriva de una mutación de la propia célula madre hemopo- 
yética sino de la de un tipo de célula sanguínea progenitora especializada, es posible que el 
paciente se recupere con sus propias células. Se extrae una muestra de médula ósea antes de 
la irradiación y se separan sus poblaciones celulares para obtener una preparación de célu- 
las madre hemopoyéticas que no presente células leucémicas. Esta preparación purificada 
se introduce en el paciente después de la iradiación, mediante una transfusión. 

Este mismo tipo de tecnología también abre paso, en principio, a un tipo de terapia gé- 
nica: se pueden aislar células madre hernopoyéticas en cultivo, modificarlas genéticamente 
mediante una bransfección de DNA, u otra técnica que permita introducir el gen de interés, 
y después realizar una transfusión en un paciente que carezca de este gen para proporcio- 
narle una fuente de renovación del componente genético perdido. Una versión de esta apro- 
ximación se está probando para el tatamiento del sida. Se pueden obtener células madre 
hernopoyétcas del paciente infectado con HIV, modificarlas genéticamente por transfec- 
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ción con un material genético que haga que las células madre y su estirpe se vuelvan resis- 
tentes a la infección por HIV, y transfundirlas de nuevo al mismo paciente. 


Las poblaciones de células madre epidérmicas pueden expandirse 
en cultivo para la reparación de un tejido 


Otro ejemplo sencillo de utilización de células madre consiste en la reparación de piel tras 
quemaduras extensas. Mediante cultivos celulares procedentes de zonas no lesionadas de la 
piel quemada de un paciente, es posible obtener rápidamente células madre epidérmicas 
en cantidades elevadas. Estas células rmnadre se utilizan para repoblar la superficie corporal 
dañada. Sin embargo, para obtener buenos resultados después de una quemadura de tercer 
grado es necesario, antes que nada, proporcionar una sustitución urgente de la dermis per- 
dida. Para ello, se puede utilizar la dermis extraída de un cadáver humano o sustituirla por 
dermis artificial. Este campo todavía está sujeto a experimentación. Existe una técnica en la 
que se forma una lámina de matriz artificial de colágena mezclada con glicosaminogluca- 
nos, con una fina membrana externa de silicona que cubre la superficie externa constitu- 
yendo una barrera impermeable; esta piel sustitutoria (denominada Íntegra) se extiende 
sobre la superficie del cuerpo quemado, después de haber limpiado los tejidos dañados. Los 
fibroblastos y los capilares sanguíneos de los tejidos más profundos del paciente migran a 
través de la matriz artificial y la reemplazan de forma gradual con tejido conjuntivo nuevo, 
Mientras tanto, se cultivan las células epidérmicas hasta alcanzar un número suficiente pa- 
ra formar una láraina fina de extensión adecuada. Unas semanas más tarde de la operación 
inicial, se extrae la membrana de silicona y se sustituye por esta epidermis cultivada, hasta 
que se reconstruye la piel por completo. 


Las células madre neuronales se pueden manipular en cultivo 


Mientras que la epidermis es uno de los tejidos que se puede regenerar de forma rápida y 
sencilla, el sistema nervioso central (SNC) es el más complejo y al parecer, el más difícil de 
reconstruir durante la vida adulta. El cerebro y la médula espinal de los mamíferos adultos 
tienen muy poca capacidad de autorreparación. Las células madre capaces de generar nue- 
vas neuronas son difíciles de localizar en los mamiferos adultos y hasta hace poco se creía 
que no existían. 

Sin embargo, actualmente sabemos que en el cerebro de los mamíferos adultos subsis- 
ten células madre del sistema nervioso central capaces de dar lugar tanto a neuronas como 
a células de la glía. Además, en algunas zonas del cerebro se producen de forma continua- 
mente nuevas neuronas que reemplazan a las que mueren (Figura 23-65). La renovación 
neuronal ocurre de forma espectacular en determinados pájaros cantores en los que cada 
año muere un gran número de neuronas y son reemplazadas por neuronas recién formadas, 
como parte del proceso de aprendizaje de una nueva melodía en cada época de cría. 

La prueba de que el cerebro de un mamífero adulto contiene células madre neuronales 
procede de experirmentos con fragmentos de tejido que se disocian y se utilizan para el man- 
tenimiento de cultivos celulares. En condiciones adecuadas de cultivo, las células derivadas 
de una región apropiada del cerebro formarán "neuroesferas” flotantes —agregados com- 
puestos por una mezcla de células madre neuronales con neuronas y células de la glía de- 
rivadas de las células madre. Dichas neuroesíeras pueden propagarse a través de varias 
generaciones celulares, o bien las células se extraen en cualquier momento y se trasplantan 
al cerebro de un animal intacto. AMí darán lugar a una estirpe diferenciada, compuesta por 
neuronas y células de la glía. 

Utilizando condiciones de cultivo ligeramente distintas, mediante una correcta cormbi- 
nación de factores de crecimiento en el medio, las células rnadre neuronales pueden crecer 
en monocapa y ser activadas para proliferar como si se tratara de una población pura de cé- 
lulas madre, sin considerar las estirpes diferenciadas. Mediante un cambio posterior de las 
condiciones de cultivo, se puede inducir en cualquier momento la diferenciación de dichas 
células para dar lugar a una mezcla de neuronas y células de la glía (Figura 23-586), a sólo 
uno de los dos tipos celulares, en función de la composición del medio. 

Los cultivos puros de células madre neuronales, en los que las células se dividen produ- 
ciendo más cébulas de este tipo, son valiosos coro una fuente de células para trasplantes. De- 
berían contribuir al análisis de los factores que definen el estadio de célula madre y al control 
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Figura 23-65 Producción continua 

de neuronas en el cerebro de un ratón 
adulto, Sección transversal del cerebro 

que proporciona una visión desde arriba 

y que muestra la región que limita los 
ventrículos del cerebro, donde se encuentran 
las células madre neuronales. Estas cólulas 
producen continuamente una descendencia 
que migra hacía el bulbo olfativo, donde se 
diferencian a neuronas. Posiblemente el 
recambio constante de neuronas en el bulbo 
alfativo se halla relacionado, de algún modo, 
con el recambio de las neuronas receptoras 
olfatorías que se extienden desde el epitelio 
olfativo, tal corno se indicó. Tarnbién existe 
un continuo recambio de neuronas en el 
higocampo del adulto, una región implicada 
en el aprendizaje y la mernoria, donde la 
plasticidad de funciones en el adulto parece 
estar vinculada al recambio de un grupo 
específico de neuronas. [Adaptado de B, 
Bares, Cell 97: 667-670,1999. Con la 


autorzac le Elsevier) 
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células ES o de cerebro fetal ———— neuroesferas(A) —————> cultivo puro de células madre neuronales (8) ———=> mezcla (9) de neuronas diferenciadas 
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cultivo en suspensión 
en el medio A 
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enel medio B 


(rajo) y células de la glía (verde); 


camibia los núcleos celustares son azules 


al medio € 


del inicio de la diferenciación. Desde que las células pueden manipularse genéticamente por 
transfección de DNA y por otros medios, se han abierto nuevas líneas de investigación sobre 
la función de genes específicos en dichos procesos y en enfermedades genéticas del sistema 
nervioso, como las enfermedades neurodegenerativas. En principio este hallazgo crea nuevas 
oportunidades de tratamiento de enfermedades mediante la ingeriería genética de células 
neuronales. 


Las células madre neuronales pueden repoblar 
el sistema nervioso central 


Las células madre neuronales trasplantadas en un cerebro adulto tienen una gran capacidad 
para adecuar su comportamiento ajustándose a su nueva localización. Por ejernplo, las células 
madre del hipocampo de ratón implantadas en la vía precursora del bulbo olfatorio (véase 
Figura 23-65) dan lugar a neuronas que quedan correctamente incorporadas en el bulbo olfa- 
torio. Esta capacidad de las células madre neuronales y su estirpe para adaptarse a un nuevo 
entorno augura importantes aplicaciones clínicas en el tratamiento de enfermedades en las 
que las neuronas degeneran o pierden sus vainas de mielina y en las lesiones del sisterna ner- 
vioso central Así, las células madre neuronales (derivadas de tejidos fetales humanos) se han 
trasplantado en la médula espinal de ratones afectados porama lesión medular o por una Inu- 
tación que provoca una mielinización defectuosa; se escogieron ratones inmunodeficientes y 
de este raodo no rechazaban las células implantadas. Más tarde, dichas células dieron lugar 
tanto a neuronas que conectaron con las neuronas del huésped, corno oligodendrocitos que 
formaron nuevas vainas de mielina alrededor de los axones desmielinizados. Como resultado, 
los ratones huésped recuperaron un cierto control sobre sus limbos. 

Estos descubrimientos sustentan la esperanza de que, a pesar de la extraordinaria 
coraplejidad de los tipos de neuronas y de las conexiones neuronales, se puedan utilizar las 
células madre neuronales por lo menos para reparar determinados tipos de lesiones y en- 
fermedades del sistema nervioso central. 


En el adulto las células madre son específicas de cada tejido 


Cuando se extraen células del organismo y se mantienen en cultivo o se trasplantan de una 
zona del cuerpo a otra, como acabamos de describiren los procedimientos anteriores, por lo 
general las células trasplantadas permanecen completamente fieles a sus orígenes. Los que- 
rafinocitos contiaan comportándose como queratinocitos, las células hematopoyéticas 
como células hematopoyéticas, las céhilas nerviosas como células nerviosas, y así suce- 
sivamente. Es cierto que si fas células diferenciadas se sitían en un entorno inadecuado, 
dejan de presentar el conjunto normal completo de caracteristicas diferenciadas y las céla- 
las madre pueden perder su característica de células madre y diferenciarse; pero no inician 


Figura 23-66 Células madre neuronales. 
Las fotografías muestran las etapas de 
producción, mediante neuroesteras (A), 

de un cultivo puro de células madre 
neuronales (B) a partir de tejido del cerebro 
embrionario, Estas células madre se pueden 
mantener en proliferación indefinidamente, 
o mediante un cambio de medio de cultivo, 
puede provocarse su diferenciación (C) en 
neuronas (rojo) y células de la glía (verde). 

A partir de células ES también se pueden 
derivar células neuronales con idénticas 
propiedades. (Micrografías de L. Conti et al, 
PLoS 3:1594-1606, 2005, Con autorización 
de Public Library of Science.) 
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la expresión de características de otro tipo celular radicalmente distinto. De este modo, cada 
tipo de célula especializada tiene una memoría de su historial de desarrollo y queda deter- 
minada en su destino especializado. Pueden tener lugar unas cuantas transformaciones, Co- 
mo en el caso de la familia de células dél tejido conjuntivo, y algunas células madre pueden 
generar diversos tipos de células diferenciadas, aunque las posibilidades son restringidas. 
Cada tipo de células madre sirve para la renovación de un tipo particular de tejido. 
Obviamente, las oportunidades reales serían mucho mayores si las células madre fueran 
más versátiles y no tan especializadas —si pudiéramos extraerlas de un tipo de tejido en el 
que fuesen accesibles con facilidad y utilizarlas para reparar un tejido distinto, donde fueran 
necesarias. En la década anterior hubo una gran conmoción en relación a las informaciones 
sobre células madre de tejidos especializados que, en determinadas circunstancias, pueden 
presentar una asombrosa plasticidad de desarrollo, dando lugar a tipos celulares radical- 
mente distintos, por ejemplo, de células madre hematopoyéticas a neuronas o de células 
madre neuronales a músculo. Sin embargo, la validez de estos descubrimientos ha sido ob- 
jeto de debate y quedan por ditucidar algunas evidencias importantes. Por ejemplo, en mu- 
chas situaciones evidentes de este tipo de iniciación del destino celular, parece que en 
realidad son el resultado de procesos de fusión celular, mediante los cuales los núcleos de un 
tipo de células especializadas entran en contacto con el citoplasma de otro tipo celular y, co- 


mo consecuencia, activan un conjunto distinto de genes. En cualquier caso, la mayor parte - 


de los estudios sobre interconversiones entre estirpes celulares adultas radicalmente dife- 
rentes concuerdan en que son procesos poco cormunes. Mientras continúa la investigación 
sobre estas formas extremas de plasticidad en las células madre, aún se desconoce cómo su- 
ceden este tipo de interconversiones directas a una escala lo bastante grande o fiable para su 
aplicación en la práctica médica. 

Esta constatación no significa que la transformación radical de células desde un carác- 
ter diferenciado a otro sea un sueño imposible o que no se puedan encontrar las vías ade- 
cuadas para conseguirlo. En realidad, algunas especies de no mamiferos regeneran tejidos y 
órganos perdidos mediante interconversiones de este tipo. Por ejemplo, un tritón puede re- 
generar un miembro amputado mediante un proceso en el que parece que las células dife- 
renciadas revierten aun carácter embrionario y recapitulan el desarrollo embrionario. En el 
muñón del miembro amputado, las células rmusculares reinician el ciclo celular, se desdife- 
rencían y se disgregan como células mononucleadas; estas células proliferan formando un 
brote similar al de un mienmbro embrionario y ocasionalmente se rediferencian en la serie de 
tipos celulares necesarios para reconstruir la región perdida del miembro (Pigura 23-57). 
Por qué un tritón puede controlar éste proceso —así como muchos otros extraordinarios pro- 
cesos de regeneración y en cambio un mamífero no puede, sigue siendo un gran misterio. 


Las células ES pueden formar cualquier parte del cuerpo 


Mientras que las células madre de los tejidos adultos de mamíferos parecen ser bastante res- 
bictivas en cuanto a su actuación, otro tipo de célula madre de los mamiferos es extraordi- 
narñiamente versátil, Como se describió en los Capítulos 8 y 22, es posible, mediante cultivo 
celular de un embrión temprano de ratón, en estadio de blastocisto, obtener un tipo de cé- 
lulas madre denominadas células madre ernbrionarias o células ES (embryonic stern cells). 
Las células ES pueden mantenerse probiferando de forma indefinida en cultivo conservando 
un amplio potencial de desarrollo. Si estas células ES se vuelven a situar en un blastocisto, 
quedan incorporadas al embrión y pueden dar lugar a todos los tipos de tejidos y de células 


Figura 23-67 Regeneración de un miembro 
en el tritón. Secuencia de intervalos de 
tiempo donde se observa el proceso 

de regeneración de un miembro amputado 
a nivel del húmero, en un axolote. 

La secuencia muestra la reparación 

de da herida, la desdiferenciación, el 
blasterna y los estadios de rediferenciación 
y regeneración. El intervalo total de 

tiempo es aproximadamente de 20-30 días. 
(Cortesía de Susan Bryant y David Gardiner). 
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del organismo, incluyendo las células germinales, integrándose a la perfección en cualquier 
sitio donde se encuentren, adoptando el carácter y el comportamiento que mostrarían las cé- 
lulas normales en este mismo lugar. Podemos considerar el desarrollo en términos de una se- 
rie de opciones que se van planteando a las células a medida que avanzan por la vía que 
conduce desde el óvulo fecundado hasta la diferenciación terminal Después de una larga 
permanencia en el cultivo, las células ES y su descendencia todavía pueden seguir las señales 
de cada bifurcación de la vía y responder tal como lo harían las células embrionarias norma- 
les. Sin embargo, si las células ES se implantan directamente en un embrión en estado avan- 
zado o en un tejido adulto, no llegan a recibir la secuencia apropiada de señales; su 
diferenciación no estará controlada de forma apropiada y a menudo dan lugar a un tumor. 

En la actualidad, se pueden generar células con propiedades sirnilares a las de las célu- 
las ES de ratón, a partir de embriones humanos tempranos y de ovarios y testículos fetales 
humanos, lo que constituye una fuente potencialmente inagotable de células que se pue- 
den utilizar en la sustitución y reparación de tejidos humanos maduros lesionados, Aunque 
puedan plantearse objeciones éticas en cuanto a la utilización de embriones humanos, me- 
rece la pena considerar las posibilidades que se abren ante nosotros. Dejando a un lado el 
sueño del crecimiento completo de órganos a partir de las células ES mediante una recapi- 
tulación del desarrollo embrionario, los experimentos realizados en ratones sugieren que en 
un futuro cercano sería posible utilizar las células ES para reemplazar las fibras musculares 
esqueléticas degeneradas en pacientes con distrofia muscular, las células nerviosas que 
mueren en pacientes con enfermedad de Parkinson, las células secretoras de insulina que 
faltan en la diabetes de tipo 1, las células musculares del corazón que mueren en un ataque 
al corazón, etc. ] 

Si se utilizan las células ES para este tipo de reparación de tejidos, primero tienen que 
estar situadas en la vía de desarrollo deseado. De hecho, se puede inducir a las células a di- 
ferenciarse en una gran variedad de tipos celulares en cultivo (Figura 23-68) mediante un 
tratamiento apropiado de combinaciones entre proteínas señal y factores de crecimiento. 
<GGAA4> Por ejerplo, pueden utilizarse para generar nanoesferas y células madre neurona- 
les. Las células madre neuronales derivadas de las células ES de ratón, igual que las células 
derivadas del tejido cerebral, pueden ser implantadas en el cerebro de un ratón huésped 
adulto, donde se diferenciarán para dar lugar a neuronas y células de la glía. Si el huésped es 
deficiente en oligodendrocitos formadores de mielina, un implante de células ES derivadas 
de oligodendrocitos precursores corregiría la deficiencia mediante el suministro de las vai- 
nas de mielina a los axones que carecen de ella. 
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Figura 23-68 Producción de células 
diferenciadas a partir de un cultivo de 
células ES de ratón. Las células ES derivadas 
de un embrién temprano de ratón pueden 
mantenerse indefinidamente en un cultivo 
en monocapa o dejar que formen agregados 
denominado cuerpos embrioides, en los 
cuales las células empiezan su especialización, 
Así, las células de los cuerpos embrioides, 
cultivadas en medios a los que se ha añadido 
distintos factores, pueden llegar 

a diferenciarse a través de distintas vías, 
(Basado en E, Fuchs y JA. Segre, Celf 100: 143- 
155, 2000, Con la autorización de Elsevier.) 
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Las células ES específicas de un paciente podrían resolver 
el problema del rechazo inmunitario 


Quedan por resolver muchos problemas antes de que se puedan utilizar las células ES para la 
reparación de tejidos en pacientes. Uno de los más serios, y que limita también la utilización. 
de células madre adultas, es el del rechazo inmunitario. Si las células ES derivadas de un de- 
terminado genotipo se implantan en un individuo genéticamente distinto, las células im- 
plantadas probablemente sean rechazadas como extrañas por el sisterna inmune, Se han 
desarrollado distintas formas de abordar este problema utilizando fármacos inmunosupre- 
sores para trasplantar órganos corno el corazón y el riñón, pero distan de ser perfectos. 

Para evitar totalmente problemas inmunológicos, necesitamos células implantadas 
que sean idénticas en términos genéticos a las del huésped. Por tanto, ¿cómo se pueden 
A producir células ES con fines terapéuticos, con el mismo genotipo de un paciente adulto 
Je que necesita un trasplante? Tal como se describió en el Capítulo 8, una posible vía es la de 
a transferencia nuclear de una célula somática. En dicho procedimiento -todavía no comple- 
tado con células humanas, a pesar de las falsas esperanzas se extraería el núcleo de una 
célula somática del paciente y se inyectaría en un oocito proporcionado por un donante 
(por lo general, una mujer que no sea el paciente), reemplazando el núcleo original del oo- 
cito. A partir de este oocito híbrido, se podría obtener un blastocisto y, a partir de éste, las 
células ES. Dichas células y su estirpe contendrían el genoma muclear del paciente y, en 
principio, podrían trasplantarse sin riesgo de rechazo inmune. Pero el procedimiento cónm- 
pleto implica muchas dificultades y queda un largo recorrido hasta que pueda utilizarse 
como tratamiento. 

Sería preferible que se pudieran obtener las células del paciente adulto y convertirlas a 
un carácter similar a las ES de forma directa mediante manipulación de la expresión géni- 
ca. El primer paso en este sentido consiste en identificar los principales determinantes del 
carácter de célula ES las proteínas reguladoras originales que especifican este carácter, si 
es que existen. Comparaciones bioquímicas de células ES con otros tipos celulares sugieren 
un conjunto de candidatos para esta función. Estos candidatos se pueden comprobar me- 
diante la introducción de construcciones de DNA apropiado en células diferenciadas, 
como los Aibroblastos, que puedan mantenerse en cultivo. Parece que una combinación de 
dichos transgenes que codifican un conjunto de cuatro proteínas reguladoras génicas 
(Oct3/4, Sox2, Myc y K1f4), consiguen la conversión de fibroblastos en células con propie- 
dades similares a las ES, incluyendo su capacidad para diferenciarse en diversas vías. La ve- 
locidad de conversión es baja—sólo se activan una pequeña proporción de fibroblastos que 
contienen los transgenes — y las células transformadas son distintas de las verdaderas célu- 
las ES. No obstante, estos experimentos muestran una posible vía hacia la producción de 
células con posibilidad de convertirse en células similares a las ES, a partir de células so- 
máticas adultas. 


Las células ES son útiles para el descubrimiento de fármacos 
y el estudio de enfermedades 


Si bien el trasplante de células derivadas de las ES para el tratamiento de enfermedades en el 
hombre todavía parece un futuro lejano, hay otras vías en que las células ES prometen ser 
válidas de forma inmediata. Pueden utilizarse para generar cultivos de grandes poblaciones 
homogéneas de células diferenciadas de un tipo específico y pueden servir para comprobar 
los efectos de numerosos compuestos químicos en la búsqueda de nuevos fármacos que ac- 
men sobre tipos celulares humanos. Además, gracias a las técnicas que acabamos de descri- 
bir, existe la posibilidad de generar células similares a las ES que contengan los genomas de 
pacientes afectados por una determinada enfermedad genética y utilizar dichas células ma- 
dre específicas del paciente para el descubrimiento de fármacos útiles en el tratamiento de 
aquella enfermedad. Estas células podrían ser aplicables también al análisis del mecanismo 
de la enfermedad. Y a un nivel más básico, las manipulaciones de cultivos de células ES po- 
drían contribuir a la comprensión de algunos de los ruisterios na resueltos de la biología de 
las células madre. 

Es necesario resolver serias cuestiones éticas y salvar enorraes problernas técnicos antes 


de que la tecnología de células madre pueda aportarnos todas las ventajas que espersinos. 
Pero por uno 4 otro canino parece que la biología celular está empezando a obreecer nuevas 


ión de tej 


oportunidades para mejorar los mecanismos naturales de pepaz 
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Resumen 


Las células madre pueden manipularse artificialmente y utilizarse tanto para el tratamiento de en- 
fermedades como para otros fines, como el descubrimiento de fármacos. Por ejernplo, algunos tipos 
de células madre se pueden iransfundir a pacientes con leucemia para sustituir al sistema hernato- 
poyético enfermo, y células madre epidérmicas, extraídas de una zona de la piel no lesionada de un 
paciente con abundantes quemaduras, pueden ser mantenidas en cultivo y trasplantadas de nuevo 
para reconstruir una epidermis que cubra las quernaduras. Las células madre neuronales pueden 
derivar de algunas regiones del cerebro de un feto o de un mamífero adulto y cuando se trasplantan 
a un cerebro lesionado pueden diferenciarse en neuronas y en células de la glía que llegan a inte- 
grarse en el tejido del huésped y contribuyen a una reparación parcial, como mínimo en los estudios 
de carácier experimental sobre animales. 

En el organismo de un adulto normal, cada tipo de célula madre da lugar a una serie restrin- 
gida de tipos celulares diferenciados. Aunque existen diversos estudios sobre la plasticidad de las cé- 
lulas madre que discrepan sobre dichas restricciones, las evidencias continúan siendo polémicas. 
Sin embargo, las células madre embrionarias (células ES) son capaces de diferenciarse en cualquier 
tipo celular del organismo y en un cultivo pueden ser inducidas a diferenciarse en distintos tipos ce- 
lulares. Por ejemplo, a partir de células ES es posible generar líneas de células madre neuronales que 
proliferen indefinidamente como cultivos puros de células madre, aunque puedan responder en 
cualquier momento a un cambio apropiado de las condiciones de cultivo diferenciándose en neu- 
ronas y células de la glía. Se están desarrollando métodos para generar células similares a las ES a 
partir de células de tejidos adultos. En principio, dichas células similares a las ES, portadoras del ge- 
noma de un paciente concreto, podrían ser utilizadas para la reparación de tejidos y evitar así el 
problema del rechazo inmunitario. De forma más inmediata, proporcionan una valoración del cre- 
cimiento in vitro en investigaciones sobre la fisiología y farmacología de células con genotipo nor- 
mal o patológico y en el descubrimiento de fármacos que actúan sobre dichas células. 
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Patógenos, infección 
e inmunicad innata 


En la actualidad, las enfermedades infecciosas y parasitarias causan la tercera parte de las 


muertes de la especie humana, lo que representa un porcentaje mayor que el conjunto de 


todas las formas de cáncer. Ala alta prevalencia que presentan enfermedades antiguas, tales 
como tuberculosis y malaria, continmiamente se añaden nuevas enfermedades infecciosas 
como el sida (síndrome de inmunodeficiencia adquirida), la actual pandemia (epidemia 
mundial), que ya ha producido un total de 25 millones de muertes. Además, algunas enfer- 
medades que parecían tener otras causas, ahora se asocian con infecciones, Así, por ejern- 
plo, la mayoría de las úlceras gástricas no son producidas por el estrés o por la comida 
picante, corzo se creía, sino porla infección producida por Helicobacter pylori en el estómago. 

Por otra parte, las enfermedades infecciosas no presentan una distribución geográfica 
uniforme, sino que se concentran en las regiones más pobres. Así, con frecuencia, existe una 
correlación entre la prevalencia de las enfermedades infecciosas y la deficiencia en la sani- 
dad pública y los sistemas públicos de salud, los cuales a menudo se encuentran asociados 
a desastres naturales o agitaciones políticas. Sin embargo, otras enfermedades infecciosas 
se desarrollan sobre todo o exclusivamente en los países industrializados: la legionelosis, 
propagada a través de los sistemas de aire acondicionado, constituye un ejemplo reciente 
de este tipo de enfermedades. 

La humanidad siempre se ha mostrado a la vez preocupada y fascinada por las enfer- 
medades infecciosas, Las descripciones más antiguas sobre el control de la transmisión de la 
rabía datan de hace más de 3000 años, aunque no ha sido hasta la mitad del siglo xix cuando 
médicos y científicos han hecho un esfuerzo por identificar los agentes causantes de las in- 
fecciones, denominados colectivamente patógenos. Con el advenimiento de la genética 
microbiana y la biología celular y molecular, se ha incrementado en gran medida el conoci- 
miento de las causas y mecanismos que subyacen a las enfermedades infecciosas. Así, sabe- 
ros que con frecuencia estos patógenos aprovechan las características biológicas de las 
células del huésped para infectarlas. Este conocimiento no sólo aporta nuevos punteos de 
vista sobre la biología de las células, sino también sobre nuevas estrategias para el trata- 
miento y la prevención de las enfermedades infecciosas. 

En un mundo rebosante de sutiles patógenos hostiles que evolucionan con rapidez, 
¿córao pueda sobrevivir la frágil especie humana que evoluciona además tan lentamente? A 
semejanza de otros organismos pluricehulares, hemos desarrollado mecanismos que nos 
permiten resistir las infecciones de patógenos. En primer lugar las barreras físicas, tales co- 
mo nuestra resistente capa externa de la piel o las asociadas a defensas químicas, como el 
ácido del estómago, impiden que los microorganismos (microbios) leguen a contactar con 
los tejidos estériles de nuestro organismo. En segundo lugar, cada una de nuestras células 
posee algunas capacidades intrínsecas; por ejemplo, las células degradan eficientemente 
moléculas de RNA de doble cadena, que constituyen el sello de ciertos tipos de infecciones 
víricas. Para combatir especialmente a aquellos patógenos que atraviesan estas defensas, 
los vertebrados utilizan dos tipos de defeosa ivrmune, levadas a cabo por proteínas y células 
especializadas: las respuestas incounitarias inmatas, activadas inmediatamente tras el 
inicio de una tufección y que no dependen de una exposición previa del huésped al agente 
patógeno, y las respuestas innanitarias adquiridas, más poderosas y que actúan más tarde 
en el proceso infeccioso, y que son muy específicas para el agente patógeno concreto que las 
ha inducido, 


Este capítulo se inicia con una visión general de los diferentes tipos de organismos pa-, 


tógenos. Posteriormente deseribiveros la biología celular de la infección y, Bnalmente, con- 
siderarernos las barreras contra la infección y la inmunidad innata. La inmunidad adquirida 
se rata en el Capítado 25, 


En este capítulo 


INTRODUCCIÓN 1486 
ALOS AGENTES 

PATÓGENOS 

BIOLOGÍA CELULAR 1501 
DE LA INFECCIÓN 

EL SISTEMA 1525 


INMUNITARIO INNATO 
Y LAS BARRERAS FRENTE 
ALA INFECCION 


1433 


1484 Capítulo 23: Los tejidos especializados, las células madre y la renovación tisular 


intestine: stem cells, signals and combinatorial control. Nature Rey Genet 
7:349-359, 

Dor Y, Brown), Martinez Ol 2 Melton DA (2004) Adult pancreatic beta-cells 
are formed by self-duplication rather than stern-cell differentiation. Nature 
429:41-A6, 

Fre S, Huyghe M, Mourikis P et al (2005) Notch signais control the fate of 
immature progenitor cells in the intestine. Nature 435:964-988, 

Haramis AP Begthel H, van den Born M et al (2004) De novo crypr formation 
and juvenile polyposis on BMP inhibition in mouse intestine. Science 
303.1684-1686. 

Kim CF, Jackson EL, Woolfenden AE et al (2005) identification of bronchioalveolar 
stem cells in normal lung and lung cancer. Celf 121:823-835. 

LL 8 Xie T (2005) Stem cell niche: structure and funcion. Annu Rev Cell Dey 
Biol 21:605-831. 

Sancho E, Batlle E £: Clevers H (2004) Signaling pathways in intestinal 
development and cancer. Annu Rev Cell Dev Bio! 20:695-723. 

Sansom O], Reed KR, Hayes AJ et al (2004) Loss of Apc in vivo immediately 
perturbs Wnt signaling, differentiation, and migration. Genes Dev 
13:1385-1390. 

Taub R (2004) Liver regeneration: frorn myth to mechanism. Nature Rev Mol 
Cell Biol 5:836-847, 

van Es JH, van Gin ME, Riccio O et al (2005) Notch/gamma-secretase 
inhibition turns proliferative cells in intestinal crypts and adenomas into 
goblet cells, Nature 435:959-983, 


Los vasos sanguíneos, los vasos linfáticos y las células endoteliales 


Adams RH (2003) Molecular control of arterial-venous blood vessel identity. 
JAnat202:105-112, 

Carmeliet P 8 Tessier-Lavigne M (2005) Cormmon mechanisms of nerve and 
blood vessel wiring. Nature 436:1 93-200, 

Folkrnan J € Haudenschild C (1980) Angiogenesis in vitro. Nature 288:551-S56, 

Follenan J (1996) Fighting cancer by atracking its blood supply. 5cj Arm 
277:150-154, 

Gerhardt H, Golding M, Fruttiger M et al (2003) VEGF guides angiogenic 
sprouting utilizing endothelial tip cell fiopodia. J Cell Bio] 161:1163-1177. 
Hellstrom M, Phng LK, Hofmann 1] et al (2007) DIM4 signalling through Notch1 

regulates formation of tip cells during angiogenesis, Nature 445:776-780. 
Lawson NO £ Weinstein 8M (2002) in vivo imaging of embryonic vascular 
development using transgenic zebrafish. Dev Biol 248:307-318. 
Lindahl B Johansson BR, Leveen P £ Betsholuz C (1997) Pericyte loss and 
microaneurysm formation in POGF-8-deficient mice. Science 277:242-245. 
Oliver G €: Aliralo K (2005) The lymphatic vasculature: recent progress and 
paradigmrs. Annu Rev Cell Dev Biol 21:457-483, 
Pugh CW 2: Ratrcliffe PJ (2003) Regulation of angicgenesis by hypoxia: role of 
the HIF system, Nature Med 9:577-884, 


Renovación mediante células madre pluripotenciales: 
formación de células sanguíneas 


Alisopp RC, Morin GB, DePinho R, Harley CB 2: Weissman IL (2003) Telomerase 
is required to slow telornere shortening and extend replicative lifespan of 
HSCs during serial transplantation. Blood 102517520. 

Cab LM, Adarns GB, Weibrecht 100 et al (2003) Osteobiastic cells regulate the 
haermatopoletíe stem cell niche. Noture 425:841-848, 

Hock H, Hambien MJ, Rooke HM ez al (2004) Gñ-1 restias proliferation and 
preserves functional integriry of haematopoietic siern cells. Nature 
431:1002-1007. 

Metcalf D (1980) Clonal analysis of proliferation and differentiation of paired 
daughter cells: action of granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor on granulocyte-rnacrophage precursors. Proc Notl Acad SciUSA 
773327-5330. z 

Metcalf D (1999) Stern cells, pre-progenitor cells and lineage-commitred cells: 
are our dogmas cormect? Annu NY Acad Sci872:289-303. 

Orkin 3H (2000) Diversification of haermnatopoietic stem cells 10 specific 
Íineages. Nature Rev Genet 157-464, 

ReyaT, Duncan AM, Aílles L et al (2003) A role for Wntz signalling in selfrenewal 
ofnaematopaletia stem cells. Nature 423:409-434, 

Shizury JA, Negrin RS 2Weissman IL (2009) Hematopoletic stem and progenitor 
cells clinical and preclinical regeneration ofthe hematalymphoid system. 
Anna How Pe, 

Wiotrobe MM (980) 


Génesis, modulación y regeneración del músculo esquelético 


Andersen Jt, Schjerling P 2 Saltin B (2000) Muscle, genes and athletic 
performance. 5d] Am 283:48-55. 

Bassel-Duby R £ Olson EN 12006) Signaling pathways in skeletal muscle 
remodeling. Annu Rev Biochem 75:19-37. 

Buckingham M (2006) Myogenic progenitor cells and skeletal myogenesis in 
verrebrates. Curr Opin Genet Dev 16525-532. 

Coilins CA, Olsen l, Zammit PS et al (2005) Stern cell function, selfrenewal, 
and behavioral heterogeneity of cells from the adult muscle satellite cel! 
niche. Cell 122289301. 

Lee 5) (2004) Regulation of muscle mass by myostatin. Annu Rev Cell Dev Biol 
20:61-88, 

Weintaub H, Davis A, Tapscor 5 et al (1991) The myoD gene family: nodal 
point during spedfication of the muscle cell lineage. Science 
251:761-766. 


Los fibroblastos y sus transformaciones: la familia de las células 
del tejido conjuntivo 


Benya PD 8: Shaffer JD (1982) Dedifferentiated chondrocytes reexpress the 
'differentated collagen phenotype when cultured in agarose gels. Cell 
30:215-224. 

Day TF Guo X, Garretr-Beal 1 2: Yang Y (2005) Wnvbeta-catenin signaling in 
mesenchymal progenitors controls osteoblast and chondrocyte 
differendation duíáng vertebrate skeletogenesis. Dev Cell 8:739-750. 

Flier JS (2004) Obesity wars: molecular progress confronts an expanding 
epidemic Cell 116:337-350. 

Glass DA, Bialek P Ahn JD etal (2005) Canonical Wnt signaling in differentiated 
osteoblasts contols osteoclast differentiarion. Dev Cell 8:751-764. 

Karsenty G € Wagner EF (2002) Reaching a genetic and molecular 
understanding of skeletal development. Dev Cell 2:389-—406, 

Kronenberg HM (2003) Developmental regulation of the growth plate. Narure 
423:332-336. 

Pittenger ME Mackay AM, Beck SC et al (1999) Multilineage potential of adult 
human mesenchymal stem cells, Science 284:143-147, 

Rinn JL, 8ondre €, Gladstone H8, Brown PO € Chang HY (2006) Anatomic 
demarcation by positional variacion in fibroblast gene expression programs. 
PLoS Genet Z2:e119. 

Rosen ED €: Spiegelman BM (2006) Adipocytes as regulators of energy balance 
and glucose homeostasis. Nature 444:847--853. 

Schafer M 8 Werner 5 (2007) Transcriptional control ofwound repair, Annu Rev 
Cell Dev Biol in press. 

Seeman £ 4 Delmas PD (2006) Bone quality —the material and structural basis 
of bone strength and fragility. N Engl Med 354:2250-2261. 

Zelzer E £, Olsen BR (2003) The genetic basis for skeletal diseases. Nature 
423343348. 


Ingeniería de las células madre 


Brockes JP £ Kurnar A (2005) Appendage regeneration ín adult vertebrates 
and implications for regenerative medicine. Science 310:1919-1923. 

Brustle O, Jones KN, Learish RO ex al (1999) Emmbryonic stern celi-derived glial .: 
precursors: a source of myelinating transplants. Science 285754758, 

Conti 1, Pollerd SM, Gorba T et al (2005) Niche-independent symmmetrical self * 
renewal of a rremmalian ússue stem cell, PLoS Biol 32283. A 

Eggan K, Baldwin K, Tackett M et al (2004) Mice cloned from olfactory sensory 
neurons. Mature 428:44-49. 

Lee Til, Jenner EG, Boyer LA et al (2008) Convol of developmental regulators by 
Potycoméb in human embryonic stem cells Celf125:301-313. 

Ming GL 2 Song H (2005) Adult neurogenesis in the mammalian central 
nervous sysierm, Anny Rev Meurosd 28:223-250. 

Okita K, ichisaka T 2 Yamanaka $ (2007) Generation of germiine-competent 
induced pluripatent stern cells. Nontre in press. 

Raff 4 2003) Aduk stem cell piesúcity. fact or anífact? Annu Rev Cell Dev Biol 
1322 ' 

Schutz FT, 3rd,Torapkins RG € Burke JF (2000) Artificial skin. Armu Bev Med 
31:231-244, A. 

Suhonen JO, Peterson DA, Ray ]£ Gage FH (1996) Differentiation of adult 
hippocampus-derved progenitor into olfactory neurons in vivo, Nature 
383:624-627 

Wagers AJ £ Vieissmian Y (2004) Plasucity of adult stern cells, Cell 116:639-048. 


RT E RR CN 


il 


Patógenos, infección 
e inmunicad innata 


En la actualidad, las enfermedades infecciosas y parasitarias causan la tercera parte de las 


muertes de la especie humana, lo que representa un porcentaje mayor que el conjunto de 


todas las formas de cáncer. Ala alta prevalencia que presentan enfermedades antiguas, tales 
como tuberculosis y malaria, continmiamente se añaden nuevas enfermedades infecciosas 
como el sida (síndrome de inmunodeficiencia adquirida), la actual pandemia (epidemia 
mundial), que ya ha producido un total de 25 millones de muertes. Además, algunas enfer- 
medades que parecían tener otras causas, ahora se asocian con infecciones, Así, por ejern- 
plo, la mayoría de las úlceras gástricas no son producidas por el estrés o por la comida 
picante, corzo se creía, sino porla infección producida por Helicobacter pylori en el estómago. 

Por otra parte, las enfermedades infecciosas no presentan una distribución geográfica 
uniforme, sino que se concentran en las regiones más pobres. Así, con frecuencia, existe una 
correlación entre la prevalencia de las enfermedades infecciosas y la deficiencia en la sani- 
dad pública y los sistemas públicos de salud, los cuales a menudo se encuentran asociados 
a desastres naturales o agitaciones políticas. Sin embargo, otras enfermedades infecciosas 
se desarrollan sobre todo o exclusivamente en los países industrializados: la legionelosis, 
propagada a través de los sistemas de aire acondicionado, constituye un ejemplo reciente 
de este tipo de enfermedades. 

La humanidad siempre se ha mostrado a la vez preocupada y fascinada por las enfer- 
medades infecciosas, Las descripciones más antiguas sobre el control de la transmisión de la 
rabía datan de hace más de 3000 años, aunque no ha sido hasta la mitad del siglo xix cuando 
médicos y científicos han hecho un esfuerzo por identificar los agentes causantes de las in- 
fecciones, denominados colectivamente patógenos. Con el advenimiento de la genética 
microbiana y la biología celular y molecular, se ha incrementado en gran medida el conoci- 
miento de las causas y mecanismos que subyacen a las enfermedades infecciosas. Así, sabe- 
ros que con frecuencia estos patógenos aprovechan las características biológicas de las 
células del huésped para infectarlas. Este conocimiento no sólo aporta nuevos punteos de 
vista sobre la biología de las células, sino también sobre nuevas estrategias para el trata- 
miento y la prevención de las enfermedades infecciosas. 

En un mundo rebosante de sutiles patógenos hostiles que evolucionan con rapidez, 
¿córao pueda sobrevivir la frágil especie humana que evoluciona además tan lentamente? A 
semejanza de otros organismos pluricehulares, hemos desarrollado mecanismos que nos 
permiten resistir las infecciones de patógenos. En primer lugar las barreras físicas, tales co- 
mo nuestra resistente capa externa de la piel o las asociadas a defensas químicas, como el 
ácido del estómago, impiden que los microorganismos (microbios) leguen a contactar con 
los tejidos estériles de nuestro organismo. En segundo lugar, cada una de nuestras células 
posee algunas capacidades intrínsecas; por ejemplo, las células degradan eficientemente 
moléculas de RNA de doble cadena, que constituyen el sello de ciertos tipos de infecciones 
víricas. Para combatir especialmente a aquellos patógenos que atraviesan estas defensas, 
los vertebrados utilizan dos tipos de defeosa ivrmune, levadas a cabo por proteínas y células 
especializadas: las respuestas incounitarias inmatas, activadas inmediatamente tras el 
inicio de una tufección y que no dependen de una exposición previa del huésped al agente 
patógeno, y las respuestas innanitarias adquiridas, más poderosas y que actúan más tarde 
en el proceso infeccioso, y que son muy específicas para el agente patógeno concreto que las 
ha inducido, 


Este capítulo se inicia con una visión general de los diferentes tipos de organismos pa-, 


tógenos. Posteriormente deseribiveros la biología celular de la infección y, Bnalmente, con- 
siderarernos las barreras contra la infección y la inmunidad innata. La inmunidad adquirida 
se rata en el Capítado 25, 
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INTRODUCCIÓN A LOS AGENTES PATÓGENOS - 


Por lo general pensamos en los agentes patógenos como invasores hostiles que atacan nues- 
tros organismos. Pero un agente patógeno o un parásito, igual que cualquier otro organismo, 
sólo cumple con su mandato biológico de vivir y proliferar. Vivir a expensas de un organismo 
es una estrategia muy efectiva y, posiblemente, cualquiera de las formas de vida padece al- 
gún tipo de infección o parasitismo (Figura 24-1). Un huésped humano constituye un am- 
biente caliente, rico en nutrientes y húmedo, que permanece a una temperatura uniforme y 
que está en constante renovación. Por lo tanto no es extraño que mucbos microorganismos 
hayan desarrollado la habilidad de sobreyivir y reproducirse en este envidiable nicho. En es- 
ta sección se describen algunas de las características comunes qué los microorganismos de- 
ben tener para ser contagiosos. Luego exploraremos la amplia variedad de organismos que 
producen enfermedades en la especie humana. 


Los agentes patógenos han desarrollado mecanismos específicos 
de interacción con sus huéspedes 


El cuerpo humano es un complejo y próspero ecosistema. Está constituido por unas 
108 células y, además, también alberga alrededor de 10% células de origen bacteriano, hon- 
gos e inchuso protozoos que representan miles de especies de microorganismos. Estos 1i- 
croorganismos comensales, denominados en conjunto flora normal, están habinualmente 
confinados en ciertas áreas del organismo como la piel, la boca, el intestino grueso o la vagi- 
na. La flora normal no está constituida por parásitos que sirmplemente colonizan el ecosis- 
tema que representa nuestro organismo, sino que también contribuye a nuesta salud. Las 
bacteríss anaeróbicas que colonizan nuestro intestino contribuyen a la digestión de los ali- 
mentos y son esenciales para el correcto desarrollo del intestino en los niños. La flora noumal 
de la piel y otros órganos también nos ayudan compitiendo con organismos en potencia pa- 
tógenos. Adernás, la especie hurnana está infectada de forma permanente por virus, aunque 
en raras ocasiones son perceptibles, 

Si es tan normal para nosotros convivir con una araplia variedad de microorganismos, 
¿cómo es posible que algunos de ejlos sean capaces de causarmos enfermedades o incluso la 
muerte? Esta pregunta tene varias respuestas y debe considerarse que la capacidad de que 
dispone un determinado microorganismo para causar un daño evidente y desarrollar una 
enfermedad en un determinado huésped depende en gran parte de elernentos externos. Los 
patógenos primarios, que son los causantes de enfermedades en individuos sanos, son di- 
ferentes ala flora normal. Difieren de los organismos comensales en su capacidad para rora- 
perlas barreras y sobrevivir en lugares donde los otros microorganismos no pueden hacerlo. 
Asf,los microorganismos que nos colonizan por lo general sólo provocan problemas cuando 
nuestro sistema irnunitario está debilitado o si acceden a una parte del organismo estén, 
como cuando tras una perforación del intestino la flora accede a la cavidad del peritoneo y 
provoca uma peritonitis, en ocasiones, también pueden inducir ua enfermedad si ru 


Figura 24-1 Parasitismo a diferentes 
niveles. (4) Electromicrografía de una pulga: 
obtenida con el microscopio electrónico de 
barrido. Se trata de un parásito común de 
mamiferos, corno perros, gatos, ratas y 
hombre, a los cuales chupa la sangre. Sus 
picaduras transmiten la peste bubónica al 
transportar la bacteria patágena Yersinia 
pestis desde la sangre de un huésped 
infectado a otro sano. (B) imagen ampliada 
de una extremidad de la pulga, en la que se 
observa que ella también está parasitada, en 
este caso por ácaros, Estos ácaros, a su vez, 
están cubiertos por bacterias. Es probable 
que los bacteriófagos, que son virus 
bacterianos, también parasiten estas 
bacterias. 

Una observación similar fue realizada por 
Jonathan Swift en 1733:”Asi, observan los 
naturalistas, que una pulga tiene pequeñas 
pulgas que de ella viven; y éstas, otras más 
pequeñas que les pican; y así, ad infiniturn”, 
(A, cortesía de Tina Carvalho/MicroAngela; 
B, cortesia de Stanley Falkow,) 


ye 


INTRODUCCIÓN A LOS AGENTES PATÓGENOS 


respuesta inmune es inadecuadamente fuerte. Por el contrario, los agentes patógenos no 
requieren un huésped demasiado comprometido o enfermo. Los patógenos primarios han 
desarrollado mecanismos altamente especializados para cruzar barreras tanto celulares co- 
mo bioquímicas e inducir respuestas específicas del organismo que contribuyan a la super- 
vivencia y la proliferación del patógeno. Para algunos patógenos, estos mecanismos se han 
adaptado a un único tipo de huésped, mientras que en otros son lo bastante generales que 
permiten al patógeno infectar, sobrevivir y proliferar en una gran variedad de huéspedes. 

Algunos patógenos son causantes de infecciones epidémicas agudas y están obligados 
a diserninarse rápido de un huésped enfermo o muerto a otro, corno es el caso de la peste 
bubónica y la viniela. Otros causan infecciones persistentes que perrnanecen durante años 
en un individuo sin dar lugar a niaguna enfermedad, como el virus de Epsteln-Barr (que en 
algunos individuos puede causar moneonucleosis, una enfermedad semejante a la gripe), la 
bacteria Mycobacteriurn tuberculosis (la cual puede causar la tuberculosis, una grave infec- 
ción pulmonar) y el nematodo intestinal Ascarís. Aunque algunos de estos patógenos pue- 
den afectar gravemente a algunos individuos, otros miles de millones ignoran que están 
infectados, transportándalos de una forma asintomática. Es difícil trazar un límite entre in- 
fección persistente y comensalismo. A lo largo de este capítulo se reconocerá la diversidad 
de patógenos e infecciones, centrándonos en los principios biológicos comunes a la mayo- 
ría de ellos. 

Para sobrevivir y proliferar en un huésped, un agente patógeno ha de ser capaz de: 
€) colonizado; (2) encontrar un nicho nutritivamente compatible en el huésped; (3) evitar, 
subvertir o engañar a las respuestas inmmunirarias tanto innatas corno adquiridas del hués- 
ped; (4) reproducirse utilizando los recursos del huésped, y (5) abandonar el huésped anti- 
guo y colonizar uno nuevo, Bajo la tremenda presión selectiva que implica el inducir un 
único conjunto de respuestas del huésped que permitan cumplir las condiciones antedi- 
chas, los organismos patógenos han desarrollado mecanismos que maximizan el aprove- 
chamiento de las características biológicas de sus huéspedes. Así, muchos de estos agentes 
patógenos son en términos metafóricos, hábiles y prácticos “biólogos celulares”, de los que 
podemos aprender mucha biología celular observándolos detenidamente. 

Al mismo tiempo, nuestra exposición constante a los agentes patógenos ha influencia- 
do en gran medida la evolución humana. El desarrollo del preciso sistera de inmunidad ad- 
quirida en los vertebrados, descrito en el Capítulo 25, constimmyó una importante escalada en 
la carrera de armamentos que desde siernpre ha existido entre los agentes patógenos y sus 
huéspedes. Actualmente, la especie humana ha subido la apuesta mediante la modificación 
deliberada de nuestro comportamiento al limitar la capacidad infectiva de los patógenos. 
En los últimos siglos, las mejoras en la salud pública, como el alcantarillado y el suministro 
de agua potable, han contribuido al descenso gradual en la Trecuencia de las muertes por 
enfermedades infecciosas. Las sociedades que han dedicado recursos a la mejora de la ali- 
mentación infantil se han beneficiado de una mejora en la salud a lo que se añade la impor- 
tante disminución de la mortalidad infantil debida a la infección. Las intervenciones 
médicas como la vacunación, el uso de fármacos antibióticos y los análisis hematológicos 
rutinarios previos a las transfusiones sanguíneas, han disminuido de manera notable el im- 
pacto de la infección en la especie humana A medida que aprendamos más acerca de los 
mecanismos por los cuales los microorganismos causen una enfermedad (patogénesis), 
nuestros cerebros irán consiítuyendo cada vez más una importante extensión de nuestros 
sistemas inmunitarios en el combate contra las enfermedades infecciosas. 


Los signos y síntomas de una infección pueden deberse tanto 
al agente infeccioso como a las respuestas del huésped 


Aunque podemos entender fácilmente que los microorganismos infecciosos evolucionan 
para poder proliferar en un huésped, es menos evidente por qué evolucionan para causar 
una enfermedad, es decir, causar daño a sus huéspedes. Una explicación puede ser que, en 
algunos casos, las respuestas patológicas provocadas por los microorganismos aumentan la 
eficiencia de su diseminación o propagación y, por lo tanto, representan una clara ventaja 
selectiva para el agente patógeno. Así, por ejemplo, en los órganos genitales la infección por 
Herpes sirmplex produce armpollas repletas de vinas que, durante el contacto sexual, facilitan. 
la ransmisión de la enfermedad desde el huésped infectado a otro sano. De manera seme- 
jante, las infecciones que pin diarreas se propagan eficazmente desde el paciente al 
personal quelo arie 2sos, sin embargo, la inducción de la enfermedad 


in otros muchos 
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no tiene ventaja aparente para el agente patógeno. En cambio, algunas de las respuestas a la 
infección, como el aletargamiento y el alejamiento de las interacciones sociales, parecen di- 
ficultar la propagación del patógeno, De esta forma, las personas infectadas pueden evitar 
de manera altruista el contagio de amigos y familiares y, de igual manera, los individuos 
sanos pueden evitar conscientemente la enfermedad; un comportamiento sernejante a éste 
ha sido descrito en las langostas marinas. Todas ellas pueden ser respuestas adquiridas se- 
leccionadas en poblaciones de huéspedes con costumbres gregarias. 

Muchos de los síntomas y signos que asociamos con una enfermedad contagiosa son, 
finalmente, manifestaciones de las respuestas inrmunitarias del huésped. Algunos signos ca- 
racterísticos de una infección bacteriana, incluyendo la hinchazón, el enrojecimiento en el 
lugar de infección y la producción de pus (constituido, sobre todo, por leucocitos muertos) 
son el resultado de la actividad de las células del sistema inmunitario frente a los microorga- 
nismos invasores. La fiebre también es una respuesta defensiva, ya que parece que el incre- 
mento de la temperatura del organismo inhibe la proliferación de algunos microorganisimos. 
En casos extremos, las consecuencias más graves y dañinas de una enfermedad infecciosa 
están causadas por una respuesta inmunitaria excesiva: la masiva destrucción observada en 
casos de leishmnaniosis (una infección causada por patógenos eucariotas del género Leish- 
mania) es un buen ejemplo. En definitiva, el conocimiento de la biología de una enfermedad 
contagiosa precisa de la valoración de las contribuciones respectivas del patógeno y del 
huésped. ; ; 

Para comprender las contribuciones relativas de los microorganismos infecciosos y el 
huésped en la producción de signos y síntomas de la enfermedad resulta de gran utilidad 
tener en cuenta la causa y la extensión del daño provocado en los tejidos del huésped du- 
rante una infección. Cada interacción entre 11n microorganismo y un huésped determinado 
es única y el resultado de ella depende del cambio constante en el paisaje que dibujan tanto 
la actividad microbiana como la función inraunitaria del huésped. La extensión del daño 
causado al huésped depende de la interacción entre estos factores. Un microorganismo en 
particular puede actuar habitualmente como un comensal inocuo o incluso beneficioso pa- 
ra la mayoría de las personas pero, en algunos casos, también puede causar una importante 
infección en individuos con una inmunidad debilitada. Así ocurre, por ejemplo, con un ha- 
bitante habitual de la piel, Staphylococcus epidermidis (Figura 24-24). Otros microorganis- 
mos, como el virus causante de las paperas, sólo causará un daño importante cuando se 
enfrenta a respuestas inmunitarias intensas (Figura 24-2B). Un apartado muy interesante y 
que ilustra bien la importancia de la interacción entre el huésped y los factores microbianos 
corno causante de daño, es el hecho de que muchos patógenos causan graves enfermedades 
en personas con respuestas inmunitarias muy débiles o muy fuertes, pero poco o ninguno en 
individuos con respuestas inmunitarias intermedias (Figura 24-2C). Un excelente ejemplo 
de ello es la tuberculosis pulmonar, que habitualmente padecen entre 1 y 2 millones de per- 
sonas en el mundo, aunque la mayoría lo ignoran, ya que sus sistemas inmunitarios contie- 
nen de manera eficiente la infección. Sin embargo, cuando una persona con una infección 
latente de M. tuberculosis se vuelve inmunodeficiente a consecuencia de un protocolo tera- 
péutico o una infección por el virus de la inmunodeficiencia (HIV), el delicado equilibrio en- 
tre la bacteria y el sistema iumune se inclina hacia la bacteria, la cual puede replicarse de 
manera incontrolada dando lugar a una grave enfermedad que discurre por lo general con 
tos dolorosa y esputos sanguinolentos. Por el contrario, cuando se produce una respuesta 
sobredimensionada frente a M. tuberculosis puede dar lugar a una destrucción masiva de te- 
Jido pulmonar. : 


Los agentes patógenos son filogenéticamente diversos 


Muchos tipos de agentes patógenos causan enfermedades a la especie humana. Los más fa- 
millares son virus y bacterias. Las infecciones víricas causan enfermedades que van desde 
el sida y la viruela hasta el resfriado común. Esencialmente son fragmentos de ácidos nu- 
cleicos (DNA. o RNA) que codifican un número relativamente pequeño de productos géni- 
cos, que se hallan envueltos por una cubierta protectora de proteínas y focasionalmente) 
una membrana (Figura 24-3A). Los virus no disponen de capacidad para una actividad 
metabólica independiente y, por lo tanto, dependen por completo de la energía metabóli- 
casuninistada por el hués, Así, utilizan la maguinaria de síntesis proteica de sus hués- 
pedes para su propia replicación y muchos de ellos también dependen de su maquinaria de 
transcripción. 


den 
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débil respuestas inmunitarias del huésped Fuerte 


Figura 24-2 Interacción entre los 
microorganismos y las respuestas 
inrnunitarias durante la patogénesis 
microbiana. La intensidad de las respuestas 
inmunitarias se incrementa en el sentido de 
las flechas, mientras que el alcance del daño 
ocasionada al huésped está indicado por la 
intensidad dei color rojo de tas mismas. 

(A) Los componentes de la flora normal, 
como la bacteria Staphylococcus epidermidis 
y el hongo Pneumocystis carinil tan sólo 
producen enfermedades cuando el sistema 
inmunitario está debilitado de manera 
anormal. (B) En el caso de algunos patógenos, 
como paramyxovirus, que causa las paperas 
y la bacteria Chlarnydia trachornatis, agente 
causal de una enfermedad de transmisión 
sexual, es la respuesta inmunitaria rmás que el 
patógeno la principal responsable del daño 
tisular. (C) Los huéspedes con una respuesta 
inmunitaria normal pueden ser colonizados 
de manera asintomática por muchos 
patógenos, pero aquellos huéspedes que 
tíenen respuestas inmunitarias demasiado 
intensas o demasiado débiles pueden sufrir 
graves daños o incluso la muerte. Muchos 
microorganismos se comportan de esta 
manera, como la bacteria Mycobacterium 
tuberculosis, el hongo Aspergillus y el virus 
herpes simple. 
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De todas las bacterias con las que interaccionamos, sólo unas cuantas son agentes pa- 
tógenos primarios. Mucho más grandes y complejas que los yirus, las bacterias son células 
generalmente libres, que realizan la mayor parte de las funciones metabólicas por sí mis- 
mas, dependiendo tan sólo del huésped para el aporte nutritivo (Figura 24-3B). 

Otros agentes infecciosos son organismos eucariotas, desde hongos unicelulares y pro- 
tozoos (Figura 24-30) hasta metazoos complejos como los nematodos parásitos. Una de las 
enfermedades infecciosas más comunes, ya que afecta a más de 1000 millones de personas, 
es una infección del intesúno provocada por el nematodo Ascaris lumbricoides. Ascaris 
muestra una gran homología con Caenorhabditis elegans, el cual es ampliamente utilizado 
como organismo modelo para la investigación genética y del desarrollo (descrito en Capíta- 
lo 22). Sin embargo, €. elegans mide aproximadamente 1 mm, mientras que Áscaris puede al- 
canzar los 30 cm tvéase la Figura 24-3D). 

Algunas raras enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad de las “va- 
cas locas”, son debidas a unas partículas infectivas poco frecuentes denominadas priones, 
los cuales sólo están constituidos por proteínas. Aunque los priones no disponen de geno- 
ma, sí pueden proliferar e, incluso, pueden llegar a matar al huésped. 

También existe una gran diversidad dentro de cada una de las clases de patógenos. Así, 
los virus varían notablemente en cuanto a tamaño, forma y componentes (DNA o RNA, con 
envuelta membranosa o no, ete.), y esta característica es aplicable a otros agentes patógenos. 
¿sí pues, la capacidad para causar enfermedad debe considerarse como un nicho evolutivo 
y no como un legado sólo compartido por organismos próximos. 

Cada agente patógeno causa una enfermedad específica, aunque un mismo patógeno 
puede ocasionar diferentes enfermedades en diferentes huéspedes, lo cual dificulta nuestro 
conocinajento sobre la biología básica de la infección. Sin embargo, cuando consideramos 
las interacciones con sus huéspedes, se ponen de rmanifiesto algunos aspectos que son co- 
munes entre los agentes infecciosos; este es el el objeto de interés de este capítulo. 

En primer lugar, se analizarán las características básicas de cada uno de los principales 
tipos de patógenos y, posteriormente, examinaremos los mecanismos que utilizan para con- 
trolar asus huéspedes y las respuestas inmunitarias innatas que los huéspedes utilizan para 
el control de los patógenos. 


Las bacterias patógenas son portadoras de genes de virulencia 


Las bacterias son organismos pequeños y parecen sencillos en términos estructurales. Bue- 
na parte se pueden clasificar según su forma, en bacilos, cocos o espidilos (Figura 24-44), y 
por su respuesta frente a la tinción de Gram (Figura 24-4B y C). Su relativamente diminuto 
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Figura 24-3 Diversidad morfológica entre 
patógenos. (A) Estructura de la cubierta 
proteica, o cápside, de poliovirus. En su día, su 
infección fte una catisa habitual de parálisis, 
aungue en la actualidad la enfermedad 
iboliomielitis) está prácticamente erradicada 
gracias a la vacunación generalizada. 

íB) La bacteria Vibrio cholerae es el agente 
etiológico del cólera, una enfermedad 
epidémica que se acompaña de diarrea. 

(0) Protozoo parásito Joxoplasma gandil. 

Los mejores huéspedes de este organismo 
son los felinos, desde gatos hasta tigres, 
aunque ternbién puede causar graves 
infecciones musculares y cerebrales en 
enfermos inmmunodeRcientes que padecen 
sida. (D) Esta masa de nernatodos Ascaris 
obstruía el intestino de un niño de dos años, 
íA, cortesta de Robert Grant, Stephan Crainic 
y James M. Hogle; B, procedencia 
desconocida; €, contesta de John Boothroyd y 
David Ferguson; D, DeL 
Trop. Med. Hyg. 332314-23 


18, 1986. 
Fotograñado por Daniel H. Connor) 
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Figura 24-4 Formas bacterianas y estructuras superficiales, (A) Las bacterias se clasifican atendiendo a su morfología. (8 y C) También son 
clasificadas como Gram-positivas o Gram-negativas. (8) Bacterias como Staphylococcus o Streptococcus tienen una sola membrana y una gruesa 
pared celular constituida por peptidoglicano, denominándose Grarn-positivas porque retienen el colorante de cristal violeta usado en la tinción 
de Gram, (C) Por el contrario, las bacterias Gram-negativas, como Escherichia coli (E. cali) y Salmonella disponen de dos membranas separadas por 
el espacio periplasmático (véase la Figura 11-18). La capa de peptidoglicano de la pared celular de estos organismos se encuentra en el espacio 
periplasmático y es más delgada que la de las bacterias Gram-positivas, por lo que no pueden retener el colorante de la tinción de Gram. 

La membrana interna de las bacterias Gram-negativas, como la hemimembrana interior de la membrana externa, es una bicapa fosfolipídica. 

Sin embargo, la henmimembrana exterior está compuesta por un único glucolípido denominado lipapolisacárido (LPS) (véase la Figura 24-47), 


(D) Los apéndices superf iciales son importantes para el comportamiento bacteriano. Muchas bacterias nadan utilizando la rotación de flagelos 
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helicoidales (véase la Figura 15-71). La bacteria que aquí se muestra dispone de un sola flagelo en uno de los polos; otras, como E coli, tienen 
varios flagelos. Estas fimbrias (también denominadas pil son utilizadas para adherirse a diversas superficies de los huéspedes, así como para 
facilitar el intercambio genético entre bacterias. Algunos típos de fimbrias pueden retraerse y generar una fuerza que facilitarel Te splazamiento 


de las bacterias subre las superficies. Tanto flagelos como fimbrias se encuentran anciados a la membrana por grandes com 


tamaño y el reducido abanico de formas ocultan su extraordinaria diversidad molecular, me- 
tabólica y ecológica. A nivel molecular, las bacterias son mucho más heterogéneas que los 
eucariotas, por lo que pueden ocupar con éxito nichos ecológicos que presentan unas con- 
diciones extremas de temperatura, salinidad y limitación de nutrientes que intimidarían al 
más intrépido de los eucariotas, Aunque carecen de la variedad morfológica característica de 
las células eucariotas, las bacterias presentan un extraordinario conjunto de apéndices su- 
perficiales que proporcionan a estas células roovilidad o la adhesión a superficies apropia- 
das (véase la Figura 24-4D). Sus genomas son sencillos, conteniendo típicarnente del orden 
de 1.000.000 a 5.000.000 pares de nucleótidos (compárese con los 12.000.000 de levaduras o 
los más de 3.000.000.000 de la especie humana). 

Como hemos destacado, sólo una minoría de especies bacterianas ha desarrollado la 
capacidad para causar enfermedades al hombre. Algunas de ellas sólo pueden proliferar 
dentro de las células, clasificándose corno parógenos obligados, Las otras proliferan en re- 
servorios ambientales, como agua o suelo y sólo causarán enfermedades si aciertan a en- 
contrar un buésped apropiado; éstos son denominados patógenos fecultarivos. Por último, 
existen bacterias, denorminadas patógenos oportunistas que, siendo benignas habitualmen- 


jos multiproteicos. 
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te, poseen la capacidad de producir enfermedades en individuos enfermos o inmunodef- 
cientes. Asi pues el que una determinada bactería provoque una enfermedad en un deter- 
minado huésped depende de numerosos factores, entre los que se encuentra el estado de 
salud general del huésped; así, por ejemplo, la flora normal puede causar enfermedades gra- 
ves en individuos afectados por sida. 

Algunas bacterias patógenas son selectivas en cuanto a la elección de huésped y sólo 
infectarán una sola especie o un grupo de especies relacionadas, mientras que otras mani- 
fiestan un comportamiento generalista. Shigella flexneri, por ejemplo, que causa epidemias 
de disentería (diarrea sangrante) en regiones que carecen de un abastecimiento adecuado 
de agua potable, sólo infecta a la especie humana y a otros primates. Por el contrario, una es- 
pecie estrechamente relacionada con ella, Salmonella enterica, que con frecuencia procede 
de una intoxicación alimentaria en el hombre, también puede infectar a otros vertebrados 
como tortugas y pollos. Un buen ejemplo de organismo generalista con mucho éxito es el pa- 
tógeno oportunista Pseudomonas aeruginosa, el cual es capaz de provocar SS 
tanto en plantas como animales. 

Las diferencias existentes entre una bacteria patógena virulenta y la especie filogenéti- 
camente más próxima no patógena son el resultado de la actividad de un número relativa- 
mente pequeño de genes. Los genes que confieren a un organismo la capacidad para causar 
enfermedades son denominados genes de virulencia, mientras que las proteínas codifica- 
das por ellos se denominan factores de vinilencia. Con frecuencia, los genes de virulencia se 
encuentran agrupados en el cromosoma bacteriano —denominándose islotes de pa- 
togenicidad- en plásmidos de virulencia extracromosómicos (Figura 24-5) o son transpor- 
tados par bacteriófagos (virus bacterianos). Por tanto, parece probable que pueda originarse 
un nuevo patógeno cuando un grupo de genes de virulencia son transferidos conjuntamen- 
te a una bacteria no patógena. Cuantos más genomas de bacterias patógenas y no patógenas 
sean secuenciados, más claro quedará que la adquisición de grandes fragmentos de DNA, 
así cormo otros importantes cambios cromosómicos, han contribuido en conjunto a su evo- 
lución, capacitándolas para colonizar nuevos nichos ecológicos y nutricionales, así como 
ser la causa de enfermedades. Incluso dentro de una misma especie bacteriana, el grado de 
variación cromosómica es asombroso, como es el caso de E. coli, en el que el genoma de al- 
gunas cepas puede diferir hasta en un 25% del de Otras cepas. 

La adquisición de genes y de grupos de genes puede conducir a la rápida evolución de 
los patógenos y transformar a los inocuos en patógenos. Consideremos el ejemplo de Vibrio 
cholerae, la bacteria Gram-negatva causante de cólera, una enfermedad epidémica que se 
acompaña de diarrea. Los genes que codifican las dos subunidades de la toxina que causan 


la diarrea que acompaña a la enfermedad, son transportados por un bacteriófago (Figura 


24-GA y B), De los centenares de cepas de Vibrio cholerae que se encuentran en los lagos de 
manera natural, las únicas que causan la pandemia en el hombre son aquellas que resultan 
infectadas par este virus bacteriano. Tal como se resume en la Figura 24-£C, se han identifi- 
cado hasta ocho pandemias de Y cholerae desde el año 1817. Las primeras seis fueron cau- 
sadas por el rebrote periódico de cepas muy parecidas, denominadas cepas Clásicas, Aparte 
de las toxinas codificadas por el bacteriófago y los islotes de patogenicidad, estas cepas Clá- 
sicas también comparten un antígeno glucídico de superficis, denominado Ol, que forma 
parte del lipopolisacárido de la membrana externa (véase Figura 24-40). En 1961 se inició la 
séptima pandemia y fue causada por una nueva cepa (denominada “El Tor”) que difería con- 
siderablemente de las cepas Clásicas. El Tor parecía haberse originado cuando una cepa sal- 
vaje que expresaba Ol adquirió dos bacteriófagos, además de al menos dos islotes de 
patogenicidad que no estaban presentes en las cepas Clásicas. Finalmente, El Tor reemplazó 
por completo a estas cepas a nivel mundial. En 1991 se inició una octava pandenma, esta vez 
dando un giro aterrador ya que, incluso aquellas personas que habían padecido cólera con 
anterioridad, no estaban inmuunizadas. Este hecho era debido a que la nueva cepa presenta- 
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Figura 24--5 Diferencias génicas entre 
bacterías patógenas y no patógenas. 

Las cepas de £ coli no patógenas presentan 
un único cromosoma clyeular, E. coli está 
estrechamente emparentada con otros dos 
tipos de patógenos alirnentarios, Shigella 
flexnerl, que produce disentería, y Salmonella 
enterica, que estina causa rmuy común de 
intoxicación alimentaria. Si estos tres 
organismos fueran dasificados basándose 
en las técnicas moleculares actuales, serían 
indluidos en un mismo género e incluso 
como la misma especie, El cromosoma de 
S. Bexneri difiere del de E coll en muy pocos 
loci; la rrayoría de los genes necesarios 
para la patogenia (genes de virulencia) se 
encuentran enn plásmido de vinailtencia 
extracrornosómico, El cromaesoma de 

5. enterica contiene dos grandes inserciones 
fisiotes de patogenicidad) que no se 
encuentran en el cromosoma de £ coli; 
estas inserciones contienen Nurnerosos 
genes de virulencia 
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Figura 24-56 Organización génica de Vibrio cholerae. La Figura 24-2B muestra una electromicrografía de Vibria cholerae (V. cholerae). (A) La bacteria es poco 
habitual ya que dispone de dos cromosomas en vez de uno y cada uno de ellos tiene su propio inicio de replicación (oriC; y oriC2). Las cepas patógenas de 

Y. cholerae tienen tres loci que no se hallan en las cepas no patógenas y que parecen haber sido adquiridos recientemente. En el cromosoma 1, CTXk es un 
genoma de un bacteriófego portador de los genes que codifican la toxina del cólera, En el mismo cromosoma, el istote de patogenicidad VP! contiene genes 
que codifican factores necesarios pena la colonización intestinal. El integrón, que se encuentra en el eromosoma 2, facilita la inserción de fragrmentos de DNA 
adquiridos en un punto localizado 3'con respecto a un promotor transcripcional fuerte, lo que posibilita la adquisición de nuevos genes. Aunque por el 
momento no se ha demostrado que el integrón sea necesario para dotar de virulencia a Y. cholerae, otros islotes similares localizados en muchos otros 
patógenos, contienen tanto genes que contieren virulencia como genes implicados en la resistencia a antibióticos. (B) Mapa del locus CTA. Los genes que 
codifican las dos subunidades de la toxina colérica son CixA y CtxB, Otras genes localizados en la región núcleo (Ace y Zot) también están involucrados en la 
virulencia. Las dos regiones flanqueantes R$7 y RS2 están implicadas en la inserción del genorna del bacteriófago en el cromosoma 1.10) Modelo evolutivo 
de las cepas patógenas de V. cholerae basado enla comparación de genomas, En primer lugar, las cepas progenitoras salvajes adquirieron la vía biosintética 
de producción del tipo de oligosacárido denominado antígeno 01 que se expresa en el lipopolisacárido de la membrana externa (véanse las Figuras 24-4C 
y 24-47) y, probablemente, también incorporaron uno o dos islotes de patogenicidad de Vibrio (VPI1 y VP12). La incorporación del bacteriófago CTXb dio de 
lugar a la producción de las cepas patógenas Clásicas, las cuales fueron responsables de las seis epidemias de cólera que tuvieron lugar entre 1817 y 1923, En 
algún momento del siglo xx, una cepa 01 incorporó de nuevo el bacteriófago CTXG junto con el fago R516, además de dos nuevos islotes de patogenicidad 
(VSP1 y YSP2), dando lugar conjuntamente a la cepa El Tor, la cual emergió como la séptima pandemia en 1961. Antes de 1991, una cepa El Tor incorporó 

un nuevo casete de DONA, lo que favoreció la producción del tipo de oligosacárido denominado antígeno 0139 en vez del 01. Este hecho modificó su 
interacción con el sistema inmunitario hurnano sin que disminuyera su vinilencia, lo que originó la octava pandemia. Esta bacteria tarnbién incorporó 

un nuevo islote de patogenicidad (SX), mientras perdía la mayor parte del islote VPI, ] - 


$ 


ban tipo de antígeno O diferente, haciendo que los anticuerpos anú-O1 presentes en la 
sangre de los supervivientes de otras epidemías de cólera no fueran efectivos contra la nue- 
va cepa En otros aspectos, la nueva cepa era parecida a El Tor y simplernente había lacor- 
porado nuevos elermentos para la síntesis de un antígeno O diferente. 
¿Qué genes hacen posible que una bacteria cause tana enfermedad en un huésped sano? 
Muchos genes de virulencia codifican proteínas que interactúan de forma directa con las cé- 
lules del huésped. Así, por ejermplo, dos de los genes aportados por el fago que infecta Vibrio 
id codifican las dos subunidades de la toxina colérica (véase Figura 24-6B). Una vez 
secretada, la subunidad B de esta proteína tóxica se une a110 componente glucolipídico de 
la merobrana plasmática de los enterocitos del individuo que ha consumido agua contami- 
nada por Vibrio cholerae. Posteriormente, esta subunidad E internaliza la subunidad A a 
través de la membrana plasmática, alcanzando el citoplascoa de la célula epitelíal. La subu- 
nidad A es una enzima que cataliza la trausterencia de ADP-1ibosa desde NAD” hasta la pro- 
teína CG trimérica Gs, gue habitualmente activa la adenilato ciclasa produciendo AMP cíclico * 
«La ADP-ribosilación de la proteína G produce una sobreprodua- 


(descrito en el Capítalo 
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ción de AMP cíclico y provoca un desequilibrio iónico, que se traduce en la abundante dia- 
rrea asociada al cólera Así, la infección se transmite a nuevos huéspedes siguiendo la ruta 
fecal-oral a través de alimentos y agua contarinados. 

Algunas bacterias patógenas utilizan diversos mecanismos independientes para intoxi- 
car las células de sus huéspedes. Por ejemplo, el ántrax (carbunco) es una enfermedad con- 
tagiosa aguda que afecta a ovejas y a otras especies herbívoras de interés agropecuario y, 
ocasionalmente, al hombre. La adquisición de la enfermedad se produce por contacto con 
las esporas de la bacteria Gram-positiva Bacillus anthracis. A diferencia del cólera, el ántrax 
no se transmite directamente de ina persona a otra. Las esporas inactivas pueden sobrevi- 
vir en el suelo durante largos periodos de tiempo, siendo muy resistentes a las condiciones 
ambientales adversas como calor, rayos ultravioleta, radiación ionizante, presión y agentes 
químicos. Tras ser inhaladas, ingeridas o colonizar heridas en la piel, las esporas germinan 
y las bacterias inician su proliferación. Estas bacterias secretan dos toxinas, denominadas 
factor letal y factor edematoso, siendo cualquiera de ellas capaz de causar signos de infec- 
ción. De manera semejante a la toxina colérica, ambos factores están formados por dos su- 
bunidades. La subunidad B es idéntica en ambas toxinas del ántrax, uniéndose a un receptor 
proteico de la superficie de las células del huésped, lo cual facilita la internalización en estas 


"células de las respectivas subunidades A (Figura 247). La subunidad A del factor edemato- 


so es una adenilato ciclasa que transforma el ATP de la célula huésped en AMP cíclico y oca- 
siona un desequilibrio iónico que conduce a la acumulación de líquido extracelular (edema) 
en el pulmón o piel infectados. La subunidad A del factor letal es una metaloproteasa que es- 
cinde diversos miembros de la familia MAP-quinasa-quinasa (véase la Figura 15-60). La in- 
yección del factor tóxico en el torrente sanguíneo de un animal provoca un cuadro de shock 
(una caída en la presión sanguínea) que conduce a la muerte. A pesar de ello, los diversos 
mecanismos moleculares que conducen a la muerte tras la infección por ántrax siguen 
siendo inciertos. 

Estos ejernplos ilustran un aspecto común de los factores de virulencia. Algunos de es- 
tos factores son proteínas tóxicas (toxinas) que interaccionan de forma directa con proteínas 
estructurales o de señalización, induciendo una respuesta del huesped que es beneficiosa 
para la proliferación o colonización del patógeno. Otros factores de virulencia son proteínas 
necesarias para la internalización de las toxinas en las células del huésped. 1'n mecanismo, 
en particular eficiente, descrito en diversos patógenos Gram-negativos es el denominado 
sistema de secreción de tipo MI, que actúa como una jeringa inyectando las toxinas directa- 
mente, desde el citoplasma de una bacteria al citoplasma de la célula a la que está adherida 
(Figura 24-3). Las proteínas efectoras que son transferidas al citoplasrna de las células hués- 
ped mediante este mecanismo de inyección pueden provocar diversas respuestas en la cé- 
lula huésped que facilitan la supervivencia o la infección de la bacteria. Hay un grado 
notable de similitud estructural entre el sistema de tipo HI y la base del flagelo bacteriano 
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Figura 247 Entrada de la toxina del ántrax 
en las células huésped. (A) Las subunidades 
B de la toxina forman un poro a través 

del que es transportada la subunidad A al 
interior del citoplasma de la célula huésped, 
La subunidad 8 se une a un receptor proteico 
de la superficie celular, tras lo que se escinde 
de manera autocatalítica dando lugar a un 
pequeño fragmento scluble y un fragmento 
grande que permanece unido al receptor. 
Siete copias del fragmento grande, unidas a 
sus respectivos receptores, se agregan en la 
superficie de la céluia huésped y dan lugar 

a una estructura anular heprtamérica. 
Posteriormente, la toxina A se une a esa 
estructura heptamérica v ambas son 
endocitadas. A medida que desciende el nH 
en el endosoma, la estructura anular sufre un 
espectacular cambio estrictural dando lugar 
ala formación de un poro en la membrana 
endosomal, lo que “acifita su transporte hasta 
el citopiasma de la vélula huésped. (B) Vistas 
Fontal y lateral de la estructura del anillo 
heptamérico que forman las subunidades 

B deducidas del análisis de rayos X. 

(8, de €. Petosa et al, Nature 385: 333-838, 
1997, con la autorización de Macmillan 
Publishers Ltd.) 
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(véase la Figura 15-71) y muchas de las proteínas presentes en las dos estructuras presentan 
una notable homología. Dado que los fagelos se encuentran en un amplio espectro de bac- 
terias con sistemas de secreción del tipo HI y que estos sistemas parecen ser adaptaciones 
específicas dirigidas a la patogénesis, parece más probable que los sistemas de secreción de 
tipo UI hayan evolucionado a partir de los fagelos que por otras vías. Sin embargo, otros sis- 


ternas especializados en la transferencia de toxinas presentes en algunos patógenos pare- 


cen haber evolucionado de forma independiente. Así por ejemplo, los sistemas de secreción 
de tipo TV, utilizados por diversos patógenos para inyectar las toxinas en el citoplasma de las 
células huésped de manera análoga a como lo hacen los sisternas de tipo HI, están estrecha- 
mente relacionados con los aparatos de conjugación que utilizan numerosas bacterias para 
intercambiar material genético. 


Protozoos y hongos parásitos siguen complejos ciclos vitales 
a través de múltiples formas 


Los protozoos y hongos parásitos son organismos eucariotas, por lo que es más difícil la ob- 
tención de fármacos que los maten sin afectar al huésped. Por lo tanto, generalmente estos 
fármacos antifúngicos y antiparasitarios son más tóxicos y menos eficaces que los antibióti- 
cos. Una segunda característica que dificulta el tratamiento de las infecciones fúngicas y pa- 
rasitarias es la habilidad de los organismos infectivos para carnbiar entre diferentes formas a 
lo largo del ciclo vital. Así, un fármaco que es efectivo contra una de las formas es inocuo 
contra las otras, las cuales sobrevivirán al ratamiento. 

El grupo de los hongos incluye tanto levaduras unicelulares (como Saccharornyces cere- 
visiae y Schizosaccharomyces pombe) como hongos Blarmentosos pluricelulares (come los en- 
contrados en los mohos del pan o de la fruta). La raayor parte de los hongos patógenos 
importantes presentan dimorfismo, una habilidad para crecer ya sea en forma de levadura o 
de Alamento. Frecuentemente las transiciones de levadura a Blamento o de filamento a le- 
vadura están asociadas al proceso infeccioso. Por ejeraplo, Histoplasma capsulanim ene 
un crecimiento flamentoso cuando lo hace a las bajas temperaturas que presenta el suelo, 
pero cambia auna forma de levadura tras ser inhalado y alcanzar el pulmón, donde puede 
causar la enfermedad histoplasmosis (Figura 24-9), 

Los protozoos parásitos son eucariotas unicelulares y tienen ciclos biológicos aún más 
elaborados que los hongos y con Eecuencia necesitan la colaboración de más de un hués- 
ped. La malaria es la enfermedad más común causada por protozoos, infectando de 200 a 
300 raillones de personas al año de las cuales mueren, a causa de la misma, de l a 3 millones. 
El agente etiológico es un grupo de cuatro especies de Plasmodiun, que es transmitido 

mbre al ser picado por una hembra de cualquiera de las 60 especies de mosquito 
. Plasmodium falciparam Ja especie más estudiada de todos los parásitos que 
san la rualad senta en no menos de ocho formas distintas, y requiere corao hués- 


2 pre 


Figura 24-38 Los sistemas de secreción de 
tipo lll pueden liberar factores de virulencia 
directamente al citosol de una célula 
huésped. (A) Electromicrografías de aparatos 
de tipo llbuna vez purificados. Dos docenas 
de proteínas forman la estructura completa, 
la cual se puede observar con detalle en las 
tres ampliaciones inferiores. (B) El gran anillo 
inferior se insérta en la membrana bacteriana 
intema, mientras que el superior lo hace en 

la meribrana bacteriana externa. La larga 
proyección constituye un tubo a través del 


-Ccual tiene hugar-la-secreción-delas- proteínas. ———— 


Durante la infección, el contacto del extremo 
del tubo con la membrana de la célula 
huésped desencadena la secreción en su 
interior. En el esquema, la baczeria de la 
peste, Yersinia pestís, inyecta toxinas a un 
macrófago. (A, de K. Tamano et al, EMBOJ. 
19:3876-3287, 2000. Con la autorización de 
Macmillan Publishers Ltd.) 
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Figura 24-9 Dimorfismo del honga 
patógeno Histoplasroa capsulatera. (A) Ala 
baja temperatura del suelo, Histoplasma crece 
como un moho flamentoso pluricelular, 

(8) Sin embargo, una vez ha colonizado los 
pulmones, tras ser inhalado por un mamifero, 
Histoplasma sufre un cambio morfológico a 
catisa del incremento de la temperatura, En la 
forma de levadura unicelules se asemeja 


mucho a Saccharomyces cerevisiae. 
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el mosquito E Figura 24-10 El complejo ciclo vital de de 
A si chupa la sangre o arásitos de la malaria, (A) El ciclo sexual 
liberación de E As des A pe dato (a) eel 
los esporozoitos e Plasmoditimn falciparara requiere la 


transmisión entre el huésped humano 

y el huésped insecto. (B)4D) Extensiones 
sanguíneas de personas que padecen malaria 
permiten mostrar tres formas diferentes del 
parásito en sus hemnatíes: (8) forma anular; 

(C) esquizante; (0) gametacito. (Micrografías 
por cortesía de Centers for Disease Control, 
Division of Parasitic Diseases, DPDX.) 
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pedes tanto al hombre como al mosquito para completar su ciclo sexual (Figura 24-104). 
Los gametocitos se forman en el torrente sanguíneo de la persona infectada, pero sólo pue- 
den diferenciarse en gametos y fusionarse formando 111 gigoto en el intestino del mosquito. 
Tres de las formas del ciclo vital del Plasmoditen están especializadas en la invasión y en la 
reproducción en tejidos específicos, como son el epitelio intestinal del insecto y el hígado y 
los eritrocitos humanos. Incluso dentro de un único tipo celular, el hernatíe, el parásito Plas- 
modiura desarrolla una compleja secuencia de etapas en su desarrollo que se reflejan en sor- 
prendentes cambios morfológicos (Figura 24-108, C, D), así como una regulación en la 
mayoría de sus transcritos que resulta ser específica de estadío (Figura 24-11). 

Dada la extensión y la devastación gue produce, la malaria ha ejercido una fuerte pre- 
sión selectiva sobre aquellas poblaciones que habitan las regiones colonizadas por el mos- 
quito Anopheles, Así, la anemia falaforme, por ejeraplo, es un defecto genético de carácter 


Figura 24-13 Evolución temporal del programa de transcripción de los parásitos de la malaria 
disrante su desarollo en los hernaddes. Aldo largo de 48 horas, se alistó el RNA de hemates 
infectados con Plasmodhura falcparimn analizando ruuestras tomadas cada hora. En esta imagen, 
cada línea horizontal representa uno de los 2700 genes cuyo nivel transcripcional varió de 
manera significativa durante el curso de la infección. El color rojo indica un incremento sobre 

la media en la producción de mMRNA, mientras que el color verde representa un descenso. Los 
genes fueron ordenados de ariba a abajo según las correspondientes fases de su activación 
tenscripdonal Esta progresión reguiar y ordenada de la expresión génica es paralela a la 
diferenciación rrorfológica que sulre el parásito Plosmodiun y se manifiesta a través de los 
estadios anular trofozolto, esquizonte y merozoito, todos ellos observados en los hemat 
de las personas infectadas (véase Figura 24-108, €, O). (Adaptados de Z. Bozdech et al, 
Plos Biol ES, 2003. Con la auñodzación de Public Library of Scien 
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recesivo causado por una mutación puntual del gen que codífica la cadena f de la hemoglo- 
bina, siendo común en áreas de África con una alta prevalencia de la forma más grave de 
malaria (la causada por Plasmodium falciparurm). Los parásitos de malaria crecen con difi- 
. tultad en los glóbulos rojos de las personas homocigotas o heterocigotas para aquella na- 
tación y, en consecuencia, la malaria rara vez es diagnosticada entre los portadores de la 
mutación. Ésta es la razón por la que la malaria ha hecho que se mantenga una elevada fre- 
cuencia de la mutación de la anemia falciforme, que en caso contrario sería deletérea, en es- 
tas regiones de África. 


Todos los procesos de la propagación vírica dependen 
de la maquinaria de la célula huésped 


Las bacterias, las levaduras y los protozoos patógenos son células. Am en el caso de ser pa- 
tógenos intracelulares, siguen utilizando su propia maquinaria para la replicación, la trans- 
cripción y la traducción del DINA, disponiendo, además, de sus propias fuentes de energía 
metabólica. 

Los virus, en carnbio, son los perfectos “autoestopistas” que transportan poca cosa más 
que la información en forma de ácido nucleico. Esta información es replicada, empaqueta- 
da y conservada fundamentalmente por las células huésped (Pigura 24-12). Los virus tienen 
un cromosoma pequeño, formado por un tipo de ácido nucleico -DNA o RNA-— que, en cual- 
quiera de ambos casos, puede ser monocatenario o bicatenario. El genoma se encuentra 
eropaquetado dentro de uma cubierta de proteína, que en algunos tipos de virus está recu- 
bierta por una envoltura lipídica. 

Los virus se reproducen de diversas maneras. En general, la replicación implica (1) de- 
sensamblaje de la partícula vírica infectiva, (2) copia del cromosoma, (3) síntesis de las pro- 
teínas víricas por la maquinaria de traducción de la cílula huésped, y (4) ensamblaje de estos 
componentes en partículas víricas hijas. Una sola partícula del virus (un virión) que infecte 
una única célula huésped puede producir miles de viriones en la célula infectada. A menu- 
do una proliferación tan extraordinaria como ésta mata a la célula huésped, ya que la célula 
infectada se rompe (lisa) facilitando que los nuevos viriones puedan infectar las células 
huéspedes vecinas. Buena parte de las manifestaciones ciínicas de algunos tipos de infec- 
ción vírica son el reflejo de este efecto citolítico del vinus. Así, por ejemplo, tanto los herpes la- 
bíales (calenturas) que se forman tras la infección por Herpes simplex como las lesiones 
causadas por el virus de la viruela, son la consecuencia de la lisis de las células epidérmicas 
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Figura 24-12 Un sencillo ciclo vital vírico. El 
hipotético virus que se muestra contiene una 
pequeña molécula de DNA de doble cadena 
que codifica una sole proteína de la cápside. 
Ninguno de los virus conocidos es tan 
sendiila, 


Figura 24-43 Ejernpios de morfología vírica. 
Como puede observarse, tanto los vinus de 
DNA como los de RNA presentan grandes 
veñadones en cuento a tamaño y formas. 
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infectadas en un área local de piel infectada. Tal como se indicó y se volverá a señalar poste- 
riormente, parte de las rmuertes de las células huésped están causadas por las respuestas ín- 
munditarias frente al vicus. 

Los viriones presentan una gran variedad de formas y tamaños y, a diferencia de las for- 
mas de vida celulares, no pueden ser clasificados de forma sistemática en un solo árbol filo- 
genético. Dado el tamaño diminuto de sus genomas, se dispone en la actualidad de las 
secuencias completas de la práctica totalidad de virus con relevancia clínica. Los viniones de 
poxuirus se encuentran entre los de mayor tamaño, alcanzan los 450 na que es comparable 
al tamaño de algunas bacterias pequeñas, Su genoma, constituido por DINA de doble cade- 
na, contiene aproximadamente 270.000 pares de nucleótidos. En el oo exuemo de la esca- 
la están los viriones de parvovirus, que no llegan a los 20 un de diámetro y poseen un 
genoma de DNA monocatenario con menos de 5000 nucleótidos (Figura 24-13). Además, la 
información genética de un virus puede estar organizada en diversas forrnas de ácidos nu- 
cleicos poco habituales (Figura 24-14). 

La cápside que encierra el genoma vírico está formada por una o varias proteínas, que 
se organizan en capas y patrones repetidos regularmente; el genoma virico junto con la 
cápside se denomina mucleocápside. En el caso de los virus con envoltura (envueltos), la nu- 
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Figura 24-14 Esquemas de diversos tipos de 
genomas víricos. Los virus más diminutos 
tan sólo contienen algunos genes y disponen 
de un genoma de RNA o DAA, Los virus 
mayores contienen cientos de genes y 
disponen de un genoma de DNA de doble 
cadena. Los peculiares extremos de DNA que 
presentan lasí corno las formas circulares) 
solventan la dificultad que representa la 
replicación de los últimos nudeótidos del 
extremo de la cadena del ácido nudeico 
(descrito en el Capítulo 5). 


Figura 24-145 Adquisición de una envoltura 
vírica. (A) Electromicrografía obtenida con el 
microscopio electrónico de transmisión de 
una cétiula animal de la que están gemando 
seis copias de un virus con envoltura (virus 
Sertiki Forest. (B) Esquerna que represerita 

el ensamblaje de la envoliva y el proceso de 
gemación. La bicapa lipidica que enviselve la 
cápside deriva directamente de la membrana 


plasmática de la célula huésped, Por el 


contrario, las proteínas de esta bicapa lipidica 
(señaladas en verde) son codificadas por 

el genoma vírico. (A, corzesía de M, Olsen 

y. Gail 
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cleocápside está envuelta por una bicapa lipídica que el viras adquiere en el curso de la 
gemación vírica, a partir de la membrana plasmática de la célula huésped (Figura 24-15). 
Mientras que los virus sin envoltura (no envueltos) abandonan habitualmente la célula ín- 
fectada tras la lisis de ésta, un virus que disponga de membrana puede abandonarla me- 
diante gemación y, por tanto, sin necesidad de matar a la célula. Los virus con envolnura 
pueden ser los causantes de infecciones persistentes y pueden permanecer durante años en 
el huésped sin ocasionarle efectos perjudiciales. 

Á pesar de esta diversidad, todos los genomas víricos codifican tres tipos de proteínas; 
proteínas para replicar el genoma, proteínas para empaquetar el ácido nucleico y disemi- 
narlo entre otras células huésped y, finalmente, proteínas que modifican la estructura o la 
función de la célula huésped para incrementar la replicación de los viriones (Figura 24-16). 
En la segunda parte de este capítulo nos centraremos en el estudio de este último tipo de 
proteínas. Además, muchos genomas víricos codifican uma cuarta clase de proteínas, las 
cuales modulan o alteran los mecanismos normales de defensa inmunitaria que presenta el 
huésped. Algunas de ellas están descritas en el apartado final de este capítulo. 

Dado que la mayor parte de los pasos críticos en la replicación vírica está llevada a cabo 
por la maquinaria de las células del huésped, la obtención de fármacos antivirales efectivos 
es particularmente problemática. Por ejemplo, mientras que el antibiótico tetraciclina pro- 
voca la disfunción específica de los ribosomas bacterianos, es imposible la obtención de un 
fármaco que tenga como diana los ribosomas víricos, ya que para producir sus proteínas 
los virus utilizan los ribosornas de la célula huésped. La mejor estrategia pára controlar las 
enfermedades víricas es prevenirlas vacunando a los huéspedes potenciales. Así, los progra- 
mas de vacunación han eliminado totalmente la viruela del planeta, mientras que la erradi- 
cación de la poliomielitis puede ser inminente (Figura 24-17), 


Los priones son proteínas infecciosas 


Toda la información contenida en los sistemas biológicos está codificada de forma estructural. 
Estamos acostumbrados a pensar en la información biológica en forma de secuencias de ácido 
nucleico (como hemos hecho en la descripción del genoma vírico), pero esta secuencia, en sí 
misma, es un código abreviado que describe la estructura del ácido nucleico. La replicación y 
expresión de la información codificada en el DNA y en el RNA dependen estrictamente de la 
estructura de estos ácidos nucleicos y de sus interacciones con otras macromoléculas. La pro- 
pagación de la información genética requiere, fundamentalmente, que la información sea 
almacenada en una estructura que pueda duplicarse a partir de precursores no estructurados. 
Los ácidos nucleicos constituyen la solución más sencilla y sólida que han encontrado los or- 
ganismos para resolver el problema de la fidelidad en la replicación estructural. 

Sin embargo, los ácidos nucleicos no son la única solución. Los priones son agentes in- 
fecciosos que se replican en el huésped mediante la copia de una estructura proteica aberran- 
te. Estos agentes se han detectado tanto en levaduras como en nudibranquios o en la especie 
humana y pueden ser los causantes de diversas enfermedades neurodegenerativas en mam 
feros. La infección más conocida causada por priones es la encefalopatía espongiforme bovina 
(BSE: bovine spongiform encelophathy, o eofermedad de las vacas locas), la cual, en ocasiones, 
es transmitida a las personas que ingieren tejidos infectados de la vaca (Figura 24-18); tamn- 
bién pueden ser bansmitidos entre personas a través de transfusiones sanguíneas. Tanto el als- 
lamiento de los priones contagiosos que en las ovejas causan la enfermedad conocida como 
serapie- coma la esmerada caracterización de ratones infectados por el prión, permitió esta- 
blecer definitivamente que el agente infeccioso es la propia proteína. 
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Figura 24-16 Mapa del genoma del HIV, 
Este genorna retroviral de RNA consiste en 
unos 9000 nucdeótidos y contiene nueve 
genes, cuyas localizaciones se muestran 

en rojo y verde, Tres de ellos 20n comunes 
atodos los retrovirus (verde): Gag codifica 
proteinas de la cápside, Env las de la 
envoltura y Pol tanto la transcriptasa 

inversa laue copla el RNA en DNA) como 

la integrasa a cualintegra la copia de DNA 
enel genoma de la célula huésped) (descritas 
en el Capitulo 5). El genoma del HI es 
eximaordinariamente complejo, ya que 
contiene sels pequeños genes (rojo) junto 
con otros tres mayores (verde) que son 
necesaños para el ciclo vital del retrovinus, 

Al menos tres de los genes pequeños 
codifican proteínas que reguian la expresión 
génica del virus íTat y Rey; véase la Figura 
7-103) otros codifican proteínas que 
modifican los procesos cebulares del huésped, 
como el transporte proteico (Vpu y Nef) 

y la progresión a través del ciclo celular 

(Von. Corao se indica con las lineas rojas, 
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Sorprendentemente, el huésped produce la proteína priónica infecciosa y su secuencia 
aminoacídica es idéntica a la de la proteína homóloga normal de la célula huésped. Además, 
tanto el prión como las formas no patógenas de la proteína son indistinguibles en cuanto a 
las modificaciones postraduccionales, La única diferencia entre ellas parece residir en la 
conformación tridimensional de su estructura. La proteína priónica, conformada de forma 
deficiente, tiende a agregarse y formar fibras helicoidales regulares denominadas amiloides. 
Las fibras de amiloide crecen por sus extremos, de manera parecida a como lo hacen los fI- 
lamentos proteicos del citoesqueleto que tratamos en el Capítulo 16, excepto por el hecho de 
que las subunidades proteicas del arniloide sufren un cambio estructural, pasando del ple- 
gamiento normal de la proteína a la forma plegada de manera incorrecta a medida que va 
formando parte del polímero de amiloide (véase la Figura 6-95). En otras palabras, la forma 
priónica plegada de manera incorrecta posee la notable capacidad de inducir la conforma- 
ción errónea en la proteína normal, por lo que se convierte en contagiosa, lo cual equivale a 
la replicación del prión en el huésped. Cuando una de las fibrillas de arniloide es escindida 
en fragmentos más pequeños, cada uno de ellos puede iniciar el proceso de conversión en 
una nueva célula y, en consecuencia, el prión tanto puede propagarse como replicarse. Por 
tanto, estos nuevos priones pueden transmitir la infección de un organismo a otro si son in- 
geridos por un huésped susceptible. 

No sabemos de qué forma la mayoría de las proteínas normales pueden alcanzar, entre 
miles de millones de otras posibilidades, el plegamiento conformacional correcto sin que- 
darse atescadas en conformaciones intermedias no funcionales (descrito en los Capítulos 3 
y 8). Los priones constituyen un buen ejemplo de cómo el plegamiento de las proteínas pue- 
de resultar peligrosamente fatal, Pero entonces, ¿por qué son tan raras las enfermedades 
priónicas? o ¿cuáles son las restricciones que determinan que una proteína mal conformada 
se comporte como un prión o, sencillamente, vuelva a plegarse o sea degradada por la pro- 
pia célula que la produjo? Por el momento no disponemos de respuestas para estas pregun- 
tas, pero el estudio de priones se mantiene como un área de intensa investigación. 


Los agentes infecciosos están relacionados con el cáncer, - 
las enfermedades cardíacas y otras enfermedades crónicas 


Hasta ahora, tan sólo se ha considerado los microorganismos en su rol de agentes causantes 
de enfermedades infecciosas. Sin embargo, es evidente que en muchos casos las infecciones 
víricas y bacterianas pueden contribuir a la patogénesis de graves enfermedades que no son 
clasificadas como infecciosas. Un ejemplo es el cáncer. El concepto de oncogén, según el cual 
algunos genes alterados pueden provocar la translormmación celular y el desarrollo de tumo- 
res, tiene su ínicio en los estudios de la infección por el vines del sarcoma de Rous, el cual 
produce un tipo de cáncer (sarcoraa) en pollos. Finalrnente, se observó que una de los genes 
del virus codificaba para 1m homólogo, especielmente activo, de la tírosina quinasa Sec del 
huésped, el cual ya había sido relacionado con numerosos tipos de cáncer. j 

Aunque el virus del sarcoma de Bous no causa cáncer en la especie humana, hoy se sa- 
be que diversos cánceres humanos fíenen un origen vírico. El papilomavirus humano, por 
ejemplo, causante de verrugas genitales, también es la causa de más del 90% de cánceres de 
cuello de útero. A nivel mundial, el cáncer cervical es la segunda causa de cáncer en la mujer 
y ene una tasa de mortalidad de alrededor del 40%. En países ricos, la amplia utilización del 
método de Papanicolau ba reducido la incidencia y gravedad del cáncer cervical, aunque to- 
davía es muy común en los países en desarrollo. El desarrollo reciente de uma vacuna contra 
las cepas más comunes de papilomaviras incrementa la esperanza de que esta forma de 
cáncer pueda ser prevenida arapliamente con una medida sencilla y barata, 
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Figura 24-17 Erradicación de una 
enfermedad vírica mediante programas de 
vacunación. El gráfico muestra el número 
de casos anuales de poliomielids declarados 
en Estados Unidos, Las flechas indican los 
momentos en que se introdujeron la vacuna 
de Saik (inyección del virus inactivado) y la 
vacuna Sabin (administración oral del virus 
vivo atenuado), 


agujeros llenos de fluido en el tejido cerebral 


Figura 24-18 Degeneración neuronal 

a causa de la infección por priones. 

La microfotografía muestra una sección 

del cerebro de una persona fallecida por 
kuru, Se trata de una enfermedad humana 
muy semejante a la BSÉ que se transmite 
entre personas debido a la práctica de ciertos 
males fanerarios en Mueva Guinea. Los 
agujeros repletos de fluido son las áreas 

de muerte neuronal Estos característicos 
agujeros constituyen el motivo porel que 

las enfermedades neurológicas casadas por 
pñones son denominadas encefalopatías 
espongiformes. (Cortesia de Gary Baumbach. 
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El virus de Epstein-Barr (EBV) constituye un ejeraplo más complejo de cáncer humano 
relacionado con una infección vírica. La infección por este virus es tan común que cerca del 
30% de los ciudadanos de Estados Unidos con edades superiores alos 40 años presentan ni- 
veles detectables de anticuerpos anti -EBV en sangre. El virus EBV muestra su preferencia por 
infectar los linfocitos B del sisterna inmunitario adquirido, especialmente los longevos lin- 
focitos B de memoria (tratados en el Capítulo 25). La mayoría de los niños infectados 
ignoran que lo están ya que presentan pocos síntomas. Sin embargo, tanto los adolescentes 
como los jóvenes adultos infectados por primera vez, a menudo desarrollan mononucleosis 
infecciosa (también denominada fiebre glandular), una grave enfermedad semejante a la gri- 
pe que se desarrolla con fiebre alta, hinchazón dolorosa de los ganglios linfáticos y cansan- 
cio, que pueden persistir durante meses. Tras la remisión de los síntomas, el virus EBV puede 
permanecer latente en los linfocitos B durante toda la vida, con su genoma en forma de plás- 
mido extracromosómico en el núcleo de estas células. Alguno de los productos génicos 
codificados por el genoma vírico inhibe la apoptosis, evitando, por tanto, que el virus sea 
eliminado del organismo. De esta manera, cuando un linfocito B adquiere mutaciones que 
facilitan el desarrollo de cáncer, el mecanismo habitual de eliminación de las células pre- 
cursoras de cáncer mediante apoptosis es inhibido, y se puede desarrollar un tipo de cáncer 
de linfocitos B denominado linfoma de Buuldtt 

En algunos casos, el daño tistlar crónico provocado por una infección incrementa la 
probabilidad de que se desarrolle un cáncer en el tejido infectado. Así, la bacteria residente 
en el estórnago, Helicobacter pylori, es ua de las principales causas tanto de cáncer como de 
úlceras pástricas y los virus de la hepatitis, causantes de infecciones hepáticas crónicas (he- 
patitis crónica), se relacionan con más del 60% de los cánceres de hígado. 

Junto con el cáncer, la otra causa de muerte más común en los países ricos e industria- 
lizados son las enfermedades cardiovasculares, las cuales a menudo son provocadas por la 
arterlosclerosís, es decir, la acumulación de depósitos grasos en las paredes de los vasos san- 
guíneos que pueden llegar a obstruir el flujo sanguíneo. La isquemia resultante tiene conse- 
cuencias nefastas tanto para el corazón como para el cerebro. Una característica del inicio de 
la arterioescierosis es la aparición en las paredes de los vasos de agregados de macrófagos 
con morfologías extwrañas, denominadas céhuas espurmosas, ya que están repletas de gotas 
lipídicas, Las células espumosas secretan citoquinas que rectutan otros leucocitos a la placa 
arterioesclerótica acumulando, además, matriz extracelular. La continua acumulación de 
células y matriz puede bloquear de forma gradual el flujo sanguíneo o provocar el despren- 
dirniento de la piaca, dando lugar a un trombo que bloquea instantáneamente el flujo 
sanguíneo; además, fragmentos del trombo pueden llegar a obstruir pequeños vasos sarn- 
guíneos periféricos. Sorprendenternente, a menudo las células espumosas de las placas 
arterioscleróticas contienen la bacteria patógena Chlamydia pneumoniae, que por lo gene- 
ral causa neumonía en la especie humana (Figura 24-19). Numerosas líneas de evidencia 
sugieren que la infección por C. pneumoniae es 10 factor de riesgo significativo para la 
arteriosclerosis, tanto en personas corno en modelos de experimentación en animales, Así 
mismo, en las placas arterioscleróticas también se ha encontrado ADN de otras especies 
bacterianas que habitualmente están relacionadas con dientes y encías, tales como Porphy- 


Figura 24-149 Chlamydia pnesmoniae en el 
interior de un macrófago de tipo espumoso 
típico de una placa arteriosclerótica, 

Las etiquetas de esta electromicrografía 
indicar: EB, cuerpo elernental (bacteria); 

FG, gota lipídica; N, núdeo del macrófago. 
(De LA. Campbell y CO. Kyo, Nat Rev. 
Microbiol. 1223-32, 2004, Con la autorización 
de Macmillan Publishers Lidl.) 
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rornones gingivalis. En la actualidad, la conexión entre agentes infecciosos y arterioesclero- 
sis es un área de investigación activa. 

Adernás de su conexión con las graves enfermedades cardiovasculares y el cáncer, pare- 
ce que los agentes infecciosos también desempeñan un papel importante en muchas enfer- 
medades crónicas, aunque es difícil saber si lo que causa la enfermedad es la infección o, 
por el contrario, es el desarrollo de la enfermedad lo que favorece la infección. Un caso claro 
de infección como causa de una enfermedad crónica es la enfermedad de Lyme, una infec- 
ción bacteriana causada por la espiroqueta Borrelia burgdorferí. La infección está causada 
por la picadura de una garrapata y si no es tratada rápidamente con antibióticos puede cau- 
sarna dolorosa artritis crónica. Otras infecciones bacterianas, especialmente las debidas a 
cocos Gram-positivos y a bacterias carentes de pared, denominadas Mycoplasma, también 
inducen respuestas inmunitarias que causan artritis. En algunas personas, Mycoplasma, 
Chlamydia pneumoniae, o ambas, se relacionan con el asma crónico. Cuanto más conoce- 
mos acerca de las complejas interacciones entre patógenos y la especie humana, más enfer- 
medades crónicas parecen tener una relación con un agente infeccioso. Tal como se ha 
cormprobado con las úlceras pépticas, curando la infección se puede curar la enfermedad o, 
corno mínimo, aliviar los síntomas dolorosos. 


Resumen 


Las enfermedades infecciosas están causadas por agentes patógenos, entre los que se cuentan bacte- 
rías, hongos, protozoos, nematodos, virus e incluso proteínas contagiosas llamadas priones. Todos 
los agentes patógenos deben tener mecanismos que les permitan infectar el huésped y evitar su in- 
mediata destrucción. La mayoría de las bacterias no son patógenas. Las que lo son contienen genes 
de virulencia específicos que median interacciones con el huésped, dando lugar a respuestas por 
parte de las células huésped que estimulan la proliferación y la diserninación del agente patógeno. 
Los hongos patógenos, protozoos y otros parásitos eucariotas adoptan diversas formas a lo largo del 
curso de la infección. Habinsalmente, el tránsito por esas diferentes formas es una condición nece- 
saría para asegurar tanto la supervivencia de los parásitos en el huésped como para causar la en- 
fermedad. En algunos casos, como la malaria, para completar sus ciclos biológicos los parásitos han 
de infectar de manera secuencial diversas especies de huéspedes. A diferencia de las bacterias y de los 
parásitos eucariotas, los virus carecen tanto de metabolismo propio como de capacidad intrínseca 
para sintetizar las proteínas codificadas por sus genomas de DNA 0 ANA. Pare producir sus proteí- 
nas y replicar sus genomas dependen por completo de la subversión de la maquinaria de la célula 
huésped. Los priones, los agentes patógenos más pequeños y sencillos, no disponen de ácido nicleico. 
Por el contrario, se trata de proteínas cón una conformación rara, aberrante, que se replican catali- 
zando plegamientos erróneos en proteínas normales de la célula huésped y que poseen la misma 
secuencia de aminoácidos que el prión. 
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Los mecanismos que utilizan los patógenos para causar enfermedades son tan diversos como 
los propios patógenos. No obstante, todos los patógenos tienen que llevar a cabo determi- 
nadas tareas comunes a todos ellos: la colonización del huésped, alcanzar un nicho apro- 
plado, evadirse de sus defensas, proliferar en su interior, abandonarlo para diseminarse y, 
finalmente, infectar nuevos huéspedes. En este apartado se exarunarán las estrategias que 
utilizan buena pare de los patógenos para alcanzar esos objetivos. 


Los agentes patógenos atraviesan barreras protectoras 
para colonizar al huésped 


¿La primera etapa de la infección es la colonización del huésped. La mayor parte del organis- 
roo humano está protegido de manera adecuada del medio ambiente mediante la piel, un 
revestimiento grueso y rezonablemente resistente, Las capas protectoras de otras regiones 
(ojos, fosas nasales, tracto respiratorio, boca, tracto digestivo, tracto urinario y tracto genital 
lermenino) son menos resistentes. Por ejemplo, en los pulmones y en el itestino delgado, 
donde se produce la absorción del oxígeno y los mutrientes respecúvamente, la barrera sólo 
está consítítuida por una monocapa de células epiteliales. 
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La piel y muchas otras barreras epiteliales están extensamente colonizadas por la flora 
normal. Algunos patógenos, ya sean bacterias u hongos, también colonizan estas superfi- 
cies e intentan competir con la flora normal, aunque la mayoría de ellos evitan dicha com- 
petencia atravesando estas barreras superficiales y accediendo a los nichos no ocupados del 
interior del huésped. 

Las heridas localizadas en estos epitelios barrera facilitan el acceso directo de los pató- 
genos a aquellos nichos. Este tipo de acceso no requiere ninguna gran especialización del 
patógeno; muchos componentes de la flora normal pueden ser causantes de serios perjui- 
cios si entran a través de esas heridas. Así por ejemplo, las bacterias anaerobias del género 
Bacteroides forman parte de la flora inocua que puebla densamente el intestino grueso, pero 
pueden ser los causantes de graves peritonitis si acceden a la cavidad peritoneal tras una 
perforación de la pared intestinal causada por un traumatismo, una intervención quirúrgica, 
o una infección. Otros géneros bacterianos como Staphylococcus, que por lo general se 
encuentran en la piel y en la nariz, o Streptococcus, localizados en la garganta y en la boca, 
también son responsables de graves infecciones producidas por discontinuidades en las ba- 
rreras epiteliales, 

Sin embargo, los principales patógenos no necesitan esperar a que se produzca una he- 
rida para acceder al huésped. Una vía particularmente eficiente que facilita al patógeno el 
atravesar la piel es mezclarse con la saliva de un arrópodo capaz de producir picaduras. Mu- 
chos insectos y garrapatas se nutren mediante la succión de la sangre de mamiferos, mien- 
tras que diversos géneros de bacterias, virus y protozoos han desarrollado la capacidad de 
sobrevivir en el interior de estos artrópodos utilizándolos como veczores que facilitan su di- 
seminación de un mamifero a otro. Tal como se describió, el protozoo causante de la mala- 
ria, Plasmodiurn, se desarrolla a través de diversas formas a lo largo de su ciclo vital, 
incluyendo algunas especializadas para la supervivencia en un huésped humano y otras que 
lo están para sobrevivir en el mosquito (véase la Figura 24-10). Los virus que son disemuina- 
dos por insectos hematófagos incluyen a los agentes etiológicos de diversas fiebres hermo- 
rrágicas, como la fiebre amarilla y el Dengue, así como los causantes de diversos tipos de 
encefaliós (inflamación cerebral). Todos estos virus han adquirido la capacidad de proliferar 
tanto en las células de los insectos corno en las de los mamíferos, lo cual copstitiye un re- 
quisito para su transmisión por un insecto-vector, Los virus transportados por la sangre co- 
mo el HIV, que son incapaces de proliferar en células de insecto, difícilmente, si es que lo 
hacen alguna vez, se diseminan desde los insectos a los humanos. 

Para que sea eficiente la diseminación de un patógeno a través de un iosecto-vector, se 
requiere que este insecto consuma sangre de varios huéspedes mamiferos. En algunos casos 
paradigmáticos parece que el patógeno sea capaz de alterar el comportamiento del hués- 
ped para facilitar su transmisión. Como otros animales, la mosca tsé-tsé (cuya picadura di- 
semina el protozoo parásito Trypanosoma brucei, causante de la enfermedad del sueño en 
África) detiene la ingestión cuando se sacia. Sin embargo, las moscas tsé-tsé que contienen 
btripanosomas pican con mayor frecuencia e ingieren mayor volumen de sangre que las que 
no están infectadas. Este hecho se debe a que la presencia de iripanosomas provoca la dis- 
función de los mecanorreceptores del insecto que controlan la sangre ingerida y el llenado 
del estómago, de modo que la mosca se siente continuamente hambrienta. La bacteria Yer- 
sinia pestis, causante de la peste bubónica, utiliza un mecanismo diferente para asegurarse 
que la pulga que la transporta pique de forma repetida: la bacteria se multiplica en el intes- 
tino anterior de la pulga formando agregados que, finalmente, obliteran el tubo digestivo, 
Así, el insecto esincapaz de ingerir con normalidad y empieza un periodo de ayuno forzado. 
Durante los repetidos intentos para satisfacer su apetito, algunas de las bacterias que se en- 
cuentran en el intestino anterior son impelidas hacia el lugar de la picadura transmitiendo 
así la peste a un nuevo huésped (Figura 24-20). 


Los patógenos que colonizan los epitelios han de evitar 
su eliminación por parte del huésped 


Atravesar la piel mediante la probóscide de un iosecto es tan sólo una estrategia que utilizan 
los patógenos para traspasar las barreras del huésped. Muchas de estas barreras epiteliales, 
como la piel y los recubrimientos de la boca y del intestino grueso, están densamente po- 
bladas por la flora normal, mientras que otras, como el recubrimiento de las vías aéreas 
bajas, el intestino delgado o la vejiga urinaria, permanecen casi estériles, a pesar de que 


mantienen accesos rel; 


dvamente directos con el medio externo. ¿Cómo evitan estos eplte- 
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Figura 24-20 Bacterias de la peste en el 


interior de una pulga. Esta micrografía 
obtenida mediante microscopía óptica 
muestra, una vez diseccionado, el tracto 
digestivo de una pulga dos semanas 
después de chupar un arimal infectado 

con la bacteria de la peste, Yersinia pestis. 

La bacteria prolifera en el intestino de 

la pulga formando grandes agregados 
cohesivos Mechas rajas); la masa de la 
izquierda está obliterando el paso entre el 
esófago y el intestino. Este bloqueo impide 
que la pulga pueda alimentarse de la sangre 
que chupa, de manera que el hambre la 
induce a picar repetidamente, transmitiendo 
así la infección. (De 8.J, Hinnebusch, 

ER, Fischer y TS. Schwana, J infect Dis, 
178:1406-1435, 1998. Con la autorización 

de University Chicago Press.) 
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lios la colonización bacteriana? Tal como se explicó en el Capítulo 23, el epitelio respiratorio 
está recubierto por una capa de moco protector que atrapa bacterias y otros restos, elimi- 
nándolos del pulmón mediante un movimiento ciliar coordinado. Así mismo, los epitelios 
que limitan la vejiga y el tracto gastrointestinal también disponen de una gruesa capa de 
moco; estos órganos se vacían de manera periódica mediante la micción y peristalsis, res- 
pectivamente, lo que elimina los microorganismos indeseables. Las bacterias patógenas y 
los parásitos que infectan estas superficies poseen mecanismos específicos que evitan estos 
procesos de limpieza por parte del huésped. Así por ejemplo, aquellos que infectan el tracto 
trinario resisten la acción limpiadora de la orina al adherirse con fuerza al epitelio que re- 
cubre el tracto mediante adhesinas; estas sustancias son proteínas o coraplejos proteicos 
que reconocen y se uen a receptores de la membrana de la célula huésped. En cepas de 


E. colí que infectan el riñón, un importante grupo de adhesinas son componentes de las' 


firabrias E que facilitan la adhesión de la bacteria 2 las células epiteliales del riñón. Dado 
que estas proyecciones superficiales pueden alcanzar varios micrómetros, permiten superar 
con facilidad el grosor de la capa de moco (véase la Figura 24-40). En el exvermo de cada 
fimbria se encuentra una adhesina que se une fuertemente a un disacárido perteneciente a 
un glucolípido expresado en la membrana de las células de riñón. Las cepas de E. coli que in- 
fecran con preferencia la vejiga al riñón expresan un segundo tipo de fimbria que les permite 
adherirse a las células del epitelio de la vejiga, Es la especificidad de las adhesinas localizadas 
enlos extremos de las firmbrias la que determina la colonización bacteriana de las diferentes 
partes del tracto txrinario (Figura 24-23), La especificidad de las adhesinas también restrin- 
ge el abanico de huéspedes para éstas y otras muchas bacterias patógenas. 

Uno de los órganos que presenta mayor resistencia a la colonización bacteriana es el 
estómago. Aparte del lavado peristáltico y la protección de una gruesa capa de moco, el me- 
dío estomacal es ácido (pH medio —2). Este ambiente extremo es letal para la mayoría de las 
bacterias ingeridas con dos alimentos. Pese a ello, el estómago está colonizado por Helico- 
bacter pylori, tina bacteria muy resistente que tan sólo muy recientemente ha sido iden- 
tíficada como el principal agente causente de las úlceras gástricas y, en algunos casos, del 
cáncer de estórnago. Sorprendenternente, la bacteria es capaz de resistir de por vida como 
un comensal inocuo en la mayoría de sus huéspedes. Aunque los antiguos tratemientos para 
la úlcera (fármacos que disminuyen la secreción ácida y dietas suaves) todavía se utilizan 
para reducir la infemación, un protocolo antibiótico corto y barato permite curar, de una 
manera efectiva, las úlceras recurrentes. La hipótesis de que les úlceras podían ser causadas 
por una infección persistente del epitelio gástrico topó, al principio, con una gran dosis de 
escepticismo. El joven doctor australiano que había realizado el descubrimiento denostró 
de forma definitiva su hipótesis: ingició un frasco de cultivo de EL pylori y desarrolló una gas- 
tritis. Uno de los motivos por los que H. pylori sobrevive en el estóraago es la expresión de la 
enzima ureasa, que convierte la urea en azmoníaco y dióxido de carbono; de esta manera, la 
bactería se rodea de arnoníaco, que neutraliza el ácido en su entorno más inmediato, Ade- 
más, la bacteria expresa lun reínimo de cinco tipos de adhesinas, las cuales facilitan su ad- 
hesión al epitelio del estómago, así como diversas toxinas que destruyen parte de este 
epitelio dando lugar a dolorosas úlceras. La inflamación crónica resultante induce la proli- 
feración celular y predispone así al individuo infectado a padecer cáncez 
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Figura 24-21 E coll turopatogénica en la 
vejiga infectada de ratón, (A) Micrografía, 
obtenida con el microscopio electrónico de 
barrido, de £ cofí uropatogénica, un agente 
etiológico común de las infecciones de riñón 
y vejiga. Las bacterias permanecen adheridas 
a las superficies epiteliales que recubren la 
vejiga infectada, (8) Una ampliación de la 
imagen de una bacteria mostrando las 
fimbrias en su superficie. (A, de G.£. Soto 

y 5). Hultgren, J. Bact 181:1059-1071, 1999; 
B, cortesía de D.S. Thanassi y 5). Hultgren, 
Meth. Comp. Meth. Enzyrn. 20:111-126, 2000. 
Con la autorización de Academic Press.) 


1502 — Capítulo 24: Patógenos, infección e inmunidad innata 


La piel y muchas otras barreras epiteliales están extensamente colonizadas por la flora 
normal. Algunos patógenos, ya sean bacterias u hongos, también colonizan estas superfi- 
cies e intentan competir con la flora normal, aunque la mayoría de ellos evitan dicha com- 
petencía atravesando estas barreras superficiales y accediendo a los nichos no ocupados del 
interior del huésped. 

Las heridas localizadas en estos epitelios barrera facilitan el acceso directo de los pató- 
genos a aquellos nichos. Este tipo de acceso no requiere ninguna gran especialización del 
patógeno; muchos componentes de la flora normal pueden ser causantes de serios perjui- 
cios si entran a través de esas heridas. Así por ejemplo, las bacterias anaerobias del género 
Bacteroides forman parte de la fora inocua que puebla densamente el intestino grueso, pero 
pueden ser los causantes de graves peritonitis si acceden a la cavidad peritoneal tras una 
perforación de la pared intestinal causada por un traumatismo, una intervención quirúrgica, 
o una infección. Otros géneros bacterianos como Staphylococcus, que por lo general se 
encuentran en la piel y en la nariz, o Streptococcus, localizados en la garganta y en la boca, 
también son responsables de graves infecciones producidas por discontinuidades en las ba- 
rreras epiteliales. 

Sin embargo, los principales patógenos no necesitan esperar a que se produzca una he- 
rida para acceder al huésped. Una vía particularmente eficiente que facilita al patógeno el 
atravesar la piel es mezclarse con la saliva de un artrópodo capaz de producir picaduras. Mu- 
chos insectos y garrapatas se nutren mediante la succión de la sangre de mamiferos, mien- 
tras que diversos géneros de bacterias, virus y protozoos han desarrollado la capacidad de 
sobrevivir en el interior de estos artrópodos utilizándolos como vectores que facilitan su di- 
seminación de un mamífero a otro. Tal como se describió, el protozoo causante de la mala- 
ria, Plasmodium, se desarrolla a través de diversas formas a lo largo de su ciclo vital, 
incluyendo algunas especializadas para la supervivencia en un huésped humano y otras que 

lo están para sobrevivir en el mosquito (véase la Figura 24-10). Los virus que son disemina- 
dos por insectos hematófagos incluyen a los agentes etiológicos de diversas fiebres hemo- 
rrágicas, como la fiebre amarilla y el Dengue, así como los causantes de diversos tipos de 
encefeliós (inflamación cerebral). Todos estos virus han adquirido la capacidad de proliferar 
tanto en las células de los insectos como en las de los mamiferos, lo cual constituye un re- 
quisito para su transmisión por un insecto-vector. Los virus transportados por la sangre co- 
mo el HIY, que son incapaces de proliferar en células de insecto, difíciimente, si es que lo 
hacen alguna vez, se diseminan desde los insectos a los humanos. 

Para que sea eficiente la diseminación de un patógeno a través de un insecto-vector, se 
requiere que este insecto consuma sangre de varios huéspedes marmíferos. En algunos casos 
paradigmáticos parece que el patógeno sea capaz de alterar el comportamiento del hués- 
ped para facilitar su transmisión. Como otros animales, la mosca tsé-tsé (cuya picadura di- 
semina el protozoo parásito Trypanosoma brucei, causante de la enfermedad del sueño en 
África) detiene la ingestión cuando se sacia. Sin embargo, las moscas tsé-tsé que contienen 
tripanosomas pican con mayor frecuencia e ingieren mayor volumen de sangre que las que 
no están infectadas. Este hecho se debe a que la presencia de tripanosomas provoca la dis- 
función de los mecanorreceptores del insecto que controlan la sangre ingerida y el llenado 
del estómago, de modo que la mosca se siente continuamente hambrienta. La bacteria Yer- 
sinia pestis, causante de la peste bubónica, utiliza un mecanismo diferente para asegurarse 
que la pulga que la transporta pique de forma repetida: la bactería se multiplica en el intes- 
tino anterior de la pulga formando agregados que, finalmente, obliteran el tubo digestivo. 
Así, el insecto es incapaz de ingerir con normalidad y empieza un periodo de ayuno forzado. 
Durante los repetidos intentos para satisfacer su apetito, algunas de las bacterias que se en- 
cuentran en el intestino anterior son impelidas hacia el lugar de la picadura transmitiendo 
así la peste a un nuevo huésped (Figura 24-20). 


Los patógenos que colonizan los epitelios han de evitar 
su eliminación por parte del huésped 


Atravesar la piel mediante la probóscide de un insecto es tan sólo una estrategia que utilizan 
los patógenos para traspasar las barreras del huésped. Muchas de estas barreras epiteliales, 
recubrimientos de la boca y del intestino grueso, están densamente po- 
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Figura 24-20 Bacterias de la peste en el 
interior de una pulga. Esta micrografía 
obtenida mediante microscopía óptica 
muestra, una vez diseccionado, el tracto 
digestivo de una pulga dos semanas 
después de chupar un animal infectado 
conla bacteria de la peste, Yersinia pestís. 

La bacteria prolifera en el intestino de 

la pulga formando grandes agregados 
cohesivos (fechas rojas); la masa de la 
izquierda está obliterando el paso entre el 
esófago y el intestino. Este bloqueo impide 
que la pulga pueda alimentarse de la sangre 
que chupa, de manera que el hambre la 
induce a picar repetidamente, transmitiendo 
así la infección. (De 8). Hinnebusch, 
Schaana, L infect Dis, 
ñorización 
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lios la colonización bacteriana? Tal como se explicó en el Capítulo 23, el epitelio respiratorio 
está recubierto por una capa de moco protector que atrapa bacterias y otros restos, elimi- 
nándolos del pulmón mediante un movimiento ciliar coordinado. Así mismo, los epitelios 
que limitan la vejiga y el tracto gastrointestinal también disponen de una gruesa capa de 
moco; estos órganos se vacían de manera periódica mediante la micción y peristalsis, res- 
pectivamente, lo que elimina los rnicroorganismos indeseables. Las bacterias patógenas y 
los parásitos que infectan estas superficies poseen mecanismos específicos que evitan estos 
procesos de limpieza por parte del huésped. Así por ejemplo, aquellos que infectan el tracto 
urinario resisten la acción limpiadora de la orina al adherirse con fuerza al epitelio que re- 
cubre el tracto mediante adhesinas; estas sustancias son proteínas o complejos proteicos 
que reconocen y se unen a receptoras dela meribrana de la célula huésped. En cepas de 
E. coli que infectan el riñón, un iaburtante grupo de adhesinas son componentes de las 
fimbrias P que facilitan la adhesión de la bacteria a las células epiteliales del riñón. Dado 
que estas proyecciones superficiales pueden alcanzar varios micrómetros, permiten superar 
con facilidad el grosor de la capa de moco (véase la Figura 24-4D). En el extremo de cada 
fimmbria se encuenta una adhesina que se une fuertemente a un disacárido perteneciente a 
un glucolípido expresado en la membrana de las células de riñón. Las cepas de E. coli que in- 
fectan con preferencia la vejiga al riñón expresan un segundo tipo de fimbria que les permite 
adherirse a las células del epitelio de la vejiga. Es la especificidad de las adhesinas localizadas 
enlos extremos de las fimbrias la que determina la colonización bacteriana de las diferentes 
partes del tracto urinario (Figura 24-21). La especificidad de las adhesinas también restrin- 
ge el abanico de huéspedes para éstas y otras muchas bacterias patógenas. 

Uno de los órganos que presenta mayor resistencia a la colonización bacteriana es el 
estórmago. Aparte del lavado peristáltico y la protección de una gruesa capa de moco, el me- 
dio estomacal es ácido (pH medio —2). Este ambiente extremo es letal para la mayoría de las 
* bacterías ingeridas con los alimentos. Pese a ello, el estómago está colonizado por Helico- 
bacter pylori, ana bacteria muy resistente que tan sólo muy recientemente ha sido iden- 
tificada como el principal agente causante de las úlceras gástricas y, en algunos casos, del 
cáncer de estómago. Sorprendentemente, la bacteria es capaz de resistir de por vida como 
un comensal inocuo en la mayoría de sus huéspedes. Aunque los antúíguos tratamientos para 
la úlcera (fármacos que disminuyen la secreción ácida y dietas suaves) todavía se utilizan 
para reducir la inflamación, un protocolo antibiótico corto y barato permite curar, de una 
manera efectiva, las úlceras recurrentes. La hipótesis de que las úlceras podían ser causadas 
por una infección persistente del epitelio gástrico topó, al principio, con una gran dosis de 
escepticismo. Eljoven doctor australiano que había realizado el descubrimiento demostró 
de forma definitiva su hipótesis: ingirió un frasco de cultivo de El. pylori y desarrolló una gas- 
trius. Uno de los motivos por los que H. pylori sobrevive en el estómago es la expresión de la 
enzima ureasa, que convierte la urea en armnoníaco y dióxido de carbono; de esta manera, la 
bacteria se rodea de amoníaco, que neutraliza el ácido en su entorno más inmediato. Ade- 
más, la bacteria expresa un mínimo de cinco tipos de adhesinas, las cuales facilitan su ad- 
1 como diversas toxinas que destruyen paste de este 
. La inflamación crónica resultante induce la proli- 
infectado a padecer cáncer gástrico. 


n al epitelio del estómago, así 
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Figura 24-21 E coli uropatogénica en la 
vejiga infectada de ratón, (A) Micrografía, 
obtenida con el microscopio electrónico de 
barrido, de £. cofí uropatogénica, un agente 
etiológico común de las infecciones de riñón 
y vejiga. Las bacterias permanecen adheridas 
a las superficies epiteliales que recubren fa 
vejiga infectada. (B) Una ampliación de la 
imagen de una bacteria mostrando las 
fimbrias en su superficie, (A, de G.E. Soto 

y SJ. Hultgren, 4. Bact 181:1059-1071, 1999; 
B, cortesía de D.G.Thanassi y SJ, Hultgren, 
Meth. Comp. Meth. Enzyrm. 29:111-126, 2000. 
Con la autorización de Academic Press.) 
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como correceptor CCRS, mientras que los linfocitos T colaboradores son más susceptibles 
a las variantes que utilizan CXCRA4, Los virus aislados en los primeros meses tras la infec- 
ción por HIV muestran, invariablemente, una dependencia de CCBS, lo cual explicaría por 
qué aquellas afortunadas personas que son deficientes para el gen Ccr5 también son resis- 
tentes a la infección. Sin embargo, en estadios avanzados de la enfermedad, los virus pue- 
den cambiar y utilizar CXCR4 como correceptor o, incluso, utilizar ambos correceptores. 
De esta manera el virus puede cambiar los tipos celulares que infecta mientras la enferme- 
dad progresa. 


Los viriones entran en las células huésped mediante la fusión de 
membranas, la formación de poros o la disrupción de la membrana 


Tras el reconocimiento y la adhesión a la célula huésped, las siguientes etapas que siguen 
los viriones son la entrada en la célula y la liberación de su genoma de la cubierta proteica 
que lo protege y, en algunos casos, de la envoltura membranosa. Porlo general, el ácido nu- 
cleico liberado permanece acomplejado con algunas proteínas víricas, Los virus con envol- 
tara entran en la célula huésped fusionándose directamente con la mermbrana plasmática o 
con la membrana endosómica tras la endocitosis (Figura 24-24A, B). Se cree que la fusión 
membranosa tiene lugar a través de un mecanismo semejante a la fusión de vesículas intra- 
celulares, dependiente de proteínas SNARE, que se produce durante el tráfico de membrana 
intracelular (véase Capítulo 13). <ATAG> 

Los virus regulan la fusión no solamente asegurando que sus partículas sólo se fusionen 
con la membrana adecuada de la célula huésped sino también evitando la fusión entre las 


propias partículas. En el caso de virus como el HIVY, que fusiona su envoltura lipídica con la 


membrana de la célula huésped a pú neutro, es habitual que la unión a los receptores O co- 
receptores produzca un cambio conformacional en una protefoa de la envoluara vírica que 
provoca la exposición de un péptido fusiogénico oculto (véase la Figura 13-16). Otros virus 
con envoltura, como el de la gripe, sólo se fusionan con la membrana de la célula huésped 
hasta que tiene lugar la endocitosis, En este caso, es el medio ácido de los endosomas ten2- 
pranos el que estinaula el cambio conformacional que facilitará la exposición del péptido fu- 
siogénico (véase la Figura 24-248). Los H* bornbeados al interior del endosorma penetran en 
la partícula del vinas a través de un canal iónico provocando la pérdida de la cubierta del 
RINA vírico, el cual es Gberado de manera directa en el citoplasma cuando el vinos se fusiona 
coa la membrana endosómica. Sin embargo, algunos virus pierden su cubierta una vez Uns- 
talados en el citoplasma. Es el caso, por ejemplo, del virus Semiilá Forest, en el que la inie- 
racción ente los ribosomas del huésped y la cápside provoca la separación del genoma de 
las proteínas dela cubierta. 

Es más difícil hacerse tuna idea de córoo entran en las células huésped los virus sín en- 
voltura, ya que no se entiende cómo estos grandes complejos de proteína y ácido aucdleico 
pueden atravesar las membrana plasmática o endosómica. A pesar de que se desconoce el 
nismo de entrada, sabernos que los virus sin envoltura formaa un poro en la menbra- 
na plasmática inyectando su genoroa enel choplasma o desorganizan localmente la mern- 
rana endosomal bras la 


endociho 


ke 


Figura 24-23 Receptor y correceptores 

de HIV. Todas las cepas de HIV requieren la 
proteína C04 como receptor primario. En una 
etapa temprana de la infección, la mayoría de 
los virus utilizan CORS como correceptor, lo 
que les permite infectar macrófagos y sus 
precursores monocitarios. A medida que la 
infección progresa, se originan variantes 
víricas por mutación que utilizan CXCR4 
como correceptor, permitiéndoles entonces 
infectar eficientemente linfocitos T 
colaboradores. Los ligandos naturales de 
ambos receptores (SdA para CXCR4; Rantes, 
Mipla o MipTf para CCRS) bloquean la 
función de los correceptores y evitan la 
invasión vírica, 
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Figura 24-24 Cuatro estrategias para liberar el genoma vírico, (A) Algunos vinus con envoltura, como HIV, fusionan directamente esta envoltura con 

la membrana del huésped, liberando en el cítosol su genoma (azul) y las proteínas de la cápside fanaranjado). (8) Otros virus con envoltura, como el de la 
gripe, primero se unen a receptores de superficie provocando su endocitosis, Cuando el endosoma se acidifica, el virus fusiona su envoltura con la membrana 
endosomal y libera el genoma vírico (azul) y las proteínas de la cápside ftanaranjado) en el citosal. (C) Los poliovirus, que no poseen envoltura, se unen 

a un receptor (verde) de la mernbrana del huésped, formando un poro (no mostrado) en esta membrana por donde liberarán su genoma de RNA (azuh. 

(0) Los adenovirus, también sin envoltura, siguen una estrategia más complicada, inducen una endocitosís mediada por receptor y desorganizan la 
membrana endosomal liberando en el ditosol parte de la cápside y su genoma de DNA. El virus aligerado queda anclado finalmente en un poro nuclear, 


liberando su DNA (rojo) de forma directa en el interior del núcleo. 


Los poliovirus utilizan la primera estrategia. La interacción del vinus con su receptor 
provoca un proceso de endocitosis mediada por receptor, así como un cambio conforma- 
cional en la partícula vírica. Como consecuencia, queda expuesta una región hidrofóbica de 
una de las proteínas de la cápside la cual se inserta en la mernbrana endosómica formando 
un poro. Este proceso conduce ala liberación del genoma vírico en el citoplasma y al aban- 
dono de la cápside en el endosoma, la membrana plasmática o en ambas localizaciones 
(véase la Figura 24-240). 

Por el contrario, los adenoviries utilizan la segunda estrategia. Así, tras su endocitosis 
mediada por receptor, y mientras el endosoma madura y va acidibicándose, el vinus va per- 
diendo su cubierta al ser extraídas de manera secuencial las proteínas que forman la cápsi- 
de. Alguna de estas etapas necesita de la intervención de una proteasa vírica, la cual se 
mantiene inactiva mientras la partícula es extracelular (probablemente debido ala presen- 
cía de entaces disulfaro), pero que se activa en el ambiente reductor del endosoma. Una de 


1508 — Capítulo 24: Patógenos, infección e inmunidad inmata 


las proteínas liberadas de la cápside, lisa la membrana endosomal liberando los restos de virus 
en el citoplasma. Este virus, parcialmente desorganizado, queda anclado sobre un comple- 
jo de poro nuclear y transporta a través del mismo su DNA genóxico al interior del núcleo, 
donde será transcrito (véase la Figura 24-24D). 

En todas estas estrategias, los virus aprovechan una gran variedad de moléculas y pro- 
cesos de la célula huésped, los cuales incluyen elementos de la superficie celular, endocito- 
sis mediada por receptor, etapas de la maduración endosómica y transporte nuclear. De 
nuevo, estas estrategias ilustran las sofisticadas vías que hau evolucionado en los patógenos 
con el fin de utilizar la biología celular básica de sus huéspedes. 


Las bacterias entran en la célula huésped por fagocitosis 


Las bacterias tienen un mayor tamaño que los virus, por lo que son demasiado grandes para 
serendocitadas a través de poros o por medio de un receptor. En lugar de ello, las bacterias 
acceden al interior celular rmediante fagocitosis; ésta es una función habitual de los macró- 
Tagos, que patrullan los tejidos del organismo endocitando y destruyendo microorganismos 
indeseados. Sin embargo, algunos patógenos han adquirido la capacidad de sobrevivir y pro- 
liferar en el interior de los macrófagos una vez fagocitados. 

Mycobacterium tuberculosis es uno de estos patógenos. Tal corno se indicó, es el agente 
etiológico de la tuberculosis, una grave infección pulmonar muy extendida en algunas po- 
blaciones urbanas. Habitualmente esta bacteria alcanza los pulmones por inhalación, 
donde será fagocitada por macrófagos alveolares. Aunque la bacteria puede sobrevivir y pro- 
liferar en el interior de los macrófagos, en la mayoría de personas sanas los macrófagos de- 
tienen la infección dentro delos límites de una lesión llamada rubérculo, con la colaboración 
del sistema inmunitario adquirido. Por lo general, la lesión queda delimitada por una cáp- 
sula fibrosa que finalmente se calcifica, por lo que es fácil observarla mediante una radio- 
grafía pulmonar, Una característica extraordinaria de M. tuberculosis es su capacidad para 
sobrevivir durante décadas dentro de los macráfagos presentes en tales lesiones. Postérlor- 
mente, la infección puede ser reactivada si el sisterna inrmunitario se debilita a causa de una 
enfermedad o por la ingesta de fármacos, pudiéndose propagar por el pulmón e incluso al- 
canzar otros Órganos. 

Mientras la tuberculosis ha infectado a las poblaciones humanas durante miles de años, 
otra bacteria que también vive en el interior de macrófagos alveolares sólo fue reconocida 
como agente patógeno a partir de 1976. Está bacteria, Legionella pneumophila, es un pará- 
sito habitual de amebas de agua dulce, las cuales la endocitan mediante fagocitosis. Cuando 
gotítas de agua que contienen £. pneumophila o amebas infectadas por esta bacteria son in- 
haladas y alcanzan el pulmón, las bacterias pueden infectar y vivir dentro de los macrófagos 
alveolares (Figura 24-253) que, para las bacterias, deben ser similares a grandes amebas, La 
infección por esta bacteria conduce a la neumonía conocida como enfermedad del legio- 
nario. Habitualmente el agente patógeno es diseminado por los sistemas de aire acondicio- 
nado centralizados, ya que las amebas, que son el huésped normal de la bacteria, están 
especialmente adaptadas para colonizar las torres de refrigeración de estos sistemas, los 
cuales, además, producen microgotas de agua que son inbaladas con facilidad, La inciden- 
cia de la enfefmedad del legionario ha aumentado de manera drástica en las últimas déca- 
das, provocando brotes epidémicos que se asocian al funcionamiento de los sisternas de aire 
acondicionado instalados en edificios de oficinas, hospitales y hoteles. Otras formas moder- 
pas de formación de aerosoles, como son las fuentes decorativas y los nebulizadores de los 
supermercados, también son responsables de algunos brotes de la enfermedad. 

Algunas bacterias invaden células que normalmente no tienen capacidad fagocitaria, 
Una vía por la que las bacterias pueden inducir en tales céhulas su fagocitosís es expresando 
una adhesina que se une auna proteína de adhesión de la céhula huésped, que por lo gene- 
ral medía la adhesión intercelular o con la ciatrdz (descrito en el Capítalo 19). Así, por ejena- 
plo, una bacteria causante de diarrea como Yersinia pseudoniberculosis (un pariente cercano 
de la bacteria de la peste Yersinia pestis), expresa una proteína denominada invasina que 
es reconocida por las integrinas $1, mientras que Listeria monocytogenes, ana bacteria cau- 
sante de una rare y grave intoxicación alimentaria, expresa una proteína que reconoce 

ána. La unión de las proteínas bacterianas con las proteínas transmembrana de ad- 
a confunde a la célula huésped que intenta fonnar en esta área un complejo de unión, 
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Figura 24-25 Captura de Legionella 
pnreumophila por un fagocito humano. 
Esta micrografía obtenida mediante el 
microscopio electrónico de transmisión 
rmuestra la extraordinaria estructura 
enroscada que es inducida por la bacteria 
en la superficie de la célula fagocitaria. 
Otros patógenos, como la bacteria Borrelia 
burgdorferí, causante de la enfermedad de 
Lyme, el patógeno eucariota Leishimania y la 
levadura Candida albicans, pueden infectar 
células utilizando este tipo de fagocitosis 
(De MA. Horwitz, Cell 36:27-33,1984, 

Com ia autorización de Elsevier.) 
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ésta de extenderse por la superficie adhesiva de la bacteria genera su fagocitosis un proce- 
so conocido como el mecanismo invasivo de tipo cremallera (Migura 24-264). La determina- 
ción de la estructura tridimensional de la invasina reveló la similitud existente entre este 
mecanismo de invasión y el proceso normal de adhesión celular. La proteína bacteriana tie- 
ne un motivo RGD, cuya estructura es prácticamente idéntica a la del motivo RGD de la la- 
mínina que es reconocido por las integrinas (descrito en el Capítulo 19). 

Una segunda vía mediante la cual algunas bacterias acceden a células no fagocitarias es 
conocida como mecanismo inductor (Figura 24-26B). Es una vía utilizada por diversos agen- 
tes patógenos incluyendo Salmonella enterica que es causante de intoxicaciones alimenta- 
rias, Cuando la bacteria inyecta un conjunto de moléculas efectoras en el citoplasma de la 
célula huésped a través de un sisterna de secreción de tipo 1H], se inicia esta espectacular for- 
ma de invasión. Algunas de estas moléculas efectoras activan GTPasas de la familia Rho, las 
cuales estimulan la polimerización de actina (tratado en el Capitulo 18). Otras, en cambio, 
interactúan directamente con elementos del citoesqueleto, fagrnnentan los filamentos de ae- 
tina y provocan la reorganización de las proteínas de entrecruzamiento. El efecto neto del 
proceso es la inducción de ondulaciones en la superhcie de la célula huésped (véase la Figu- 
ra 24-260), las cuales facilitan la formación de largas protmsiones mermbranosas ricas en ac- 
tina que envuelven a la bacteria, lo que permite atraparlas dentro de una gran vesícula 

“endocítica denorainada macropinosoma (Figura 24-26D). El aspecto global que ofrecen las 
células que son lavadidas mediante este mecanismo inductor es parecido a las espectacula- 
res ondulaciones merobranoseas producidas por algunos factores de crecimiento extracelu- 


lares, suginendo que los mecanismos de señalización intracelulares que subyacen a ambos 
procesos son similares. 


Los parásitos intracelulares eucariotas invaden las células huésped 
de manera activa 


La célula huésped proporciona la energía necesaria para la internalización de los virus a tra- 
vés de la endocitosis mediada por receptor o la de las bacterias por fagocitosis o macropino- 
citosis. En este aspecto, el agente patógeno es un participante relativamente pasivo, ya que 
por lo general proporciona un mecanismo desencadenante del inicio del proceso. Por el 
coneoaro, los perásitos esvcariotas intracelulares, que de manera habimal son de mayor ta- 
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Figura 24-26 Mecanismos utilizados por las 
bacterias para inducir fagocitosis en células 
que no son fagocitarias. Los mecanismos 
fagocitarios de cremallera (A) e inductor 

(B) activados por los patógenos requieren 

la polimerización de actina en el lugar de 
entrada de la bactenña. (C) Micrografía 


obtenida con un microscopio de barrido 


que muestra un estadio muy precoz de la 
infección de Salmonella enterica mediante 

el mecanismo inductor, Cada una de las 
bacterias (identificadas por el falso color 
amarillo) es rodeada por una pequeña 
ondulación. (D) Micrografía de fluorescencia 
demostrando que es la actina la que organiza 
las gigantescas ondulaciones que endocitan 
las bacterias de Salmonella. Las bacterias 
están teñidas de verde, mientras que los 
filamentos de actina son rojos; dado que 
ambos se solapan, las bacterias aparecen 

en amarillo. (De J.£ Galan, Annu. Rev. Cell Dev. 
Biol. 17: 53-86, 2001. Con la autorización 

de Annual Reviews.) 
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maño que las bacterias, infectan las células huésped a través de una serie de complicadas 
vías que, en general, requieren de un importante gasto energético por parte del parásito. 

Toxoplasma gondii, un parásito del gato que tarmbién causa graves infecciones en la po- 
blación humana, constituye un buen ejemplo de ello. Cuando este protozoo entra en con- 
tacto con una célula huésped, evagina una estructura microtubular particular denominada 
conotide, que utiliza para introducirse lentamente en la célula huésped. Parece que la energía 
necesaria para llevar a cabo este tipo de invasión procede del parásito y requiere la partici- 
pación de al menos una miosina poco habitual (Clase XIV, véase Figura 16-57); el proceso 
puede ser bloqueado despolimerizando el citoesqueleto de actina del parásito, pero no el 
del huésped. A medida que el parásito avanzan dentro de la célula huésped, va siendo en- 
vuelto por la membrana plasmática de la misma que se invagina. Curiosamente, el parásito 
elimina las proteínas transmembrana de la envoltura proporcionada por el huésped, de ma- 
nera que queda protegido por un compartimiento membranoso que no participa del tráfico 
de membrana e impide así su fusión con los lisosomas (Figura 24-27). Esta membrana es- 
pecializada le permite al parásito incorporar intermediarios metabólicos y nutrientes de la cé- 
lula huésped pero excluyendo las macromoléculas. Por otra parte, los parásitos de la rmalaria 
también infectan los hematies mediante un mecanismo parecido. 

El protozoo Trypanosoma cruzi, que da lugar a una enfermedad mmultiorgánica (en- 
fermedad de Chagas) extendida por México, América Central y Sudamérica, utiliza una 
estrategia por completo diferente, aunque no menos peculiar. Tras la interacción con recep- 
tores de la membrana de la célula huésped, el parásito induce una elevación local de Ca** en 
el citosol de la misma. Este aumento en la concentración de Ca** induce el reclutamiento de 
lisosornas en la zona adyacente a la de adhesión del parásito, los cuales se fusionan con la 
mernbrana plasmática de la célula huésped durante el proceso de internalización, permi- 
tiendo la rápida entrada del parásito al compartimiento lisosomal (Figura 24-28). Como co- 
mentaremos más adelante, mientras la mayoría de agentes patógenos intracelulares hacen 
lo imposible con tal de no exponerse al ambiente proteolítico y claramente hostil de los liso- 
somas, Irypanosoma cruziutiliza este compartimiento como un medio de entrada a la célu- 
la. En los lisosomas, el parásito secreta una enzima con actividad transialidasa, que, tras 
hidrolizar los residuos de ácido siálico presentes en las glucoproteínas lisosomales, los trans- 
fere a sus propias moléculas de superficie, con lo que se cubre con glúcidos de la célula 
huésped, Entonces, el parásito secreta uma toxina formadora de paros, los cuales provocan la 
lisis de la membrana lisosomal, liberando al parásito en el citosol de la célula huésped, don- 
de prolifera. 

Los microsporidios utilizan el mecanismo de invasión activa quizás más raro que se 
conoce. Estos minúsculos y obligados parásitos eucariotas intracelulares, de tan sólo 5 pan, 
poseen uno de los genomas más pegueños de un organismo eucariota, alcanzando tan sólo 
los 2.900.000 pares de nucleótidos. Habitualmente, los microsporidios infectan insectos, 


parásito en el interior núcleo de la 
de una vacuola 


célula huésped 


m í j 


Figura 24-27 Ciclo vital del parásito 
intracelular Toxoplasma gondii. (A) Tras 

la adhesión a la célula huésped, 7. gondii 
utiliza su conoide para introducirse en la 
célula huésped. A medida que la membrana 
plasmática del huésped se va invaginando, lo 
envuelve y, de alguna manera, va extrayendo 
proteínas del endosoma o fagosoma de 
manera que el compartimiento que lo 
contiene len rojo) no se fusiona con los 
lisosornas. Tras varias rondas de duplicación, 
el parásito provoca la rotura de este 
compartimiento y la lisis de la célula huésped, 
liberando su progenie en el espacio . 
extracelular que podrá infectar otras células. 
(8) Micrografía obtenida por microscopía 
óptica de T. gondii proliferando en el interior 
de tun compartimiento membranaso en una 
célula en cultivo. (B, cortesía de Manuel 
Camps y Jahn Boothroyd.) 
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aunque también pueden causar infecciones oportunistas en personas afectadas por sida. Figura 24-28 Invasión de las células 
Dado que se han adaptado durante un largo periodo de tiempo a una vida parásita, depen- huésped por Trypanosoma cruzi. Este 
“den de las células huésped para algunas funciones metabólicas, ya que han perdido muchos parásito recluta lisosomas de la célula 


huésped hacia el lugar donde se ha adherido. 
Los lisosomas se fusionan con la invaginación 
de membrana plasmática y generan un 


de los genes y estructuras celulares necesarias para la vida libre. Así, aunque carecen de 
mitocondrias o de peroxisormas, disponen de un extraño aparato de extrusión, el filamento 


polar, el cual le permite infectar las células huésped, En el estadio de espora, que es espe- compartimiento intracelular cuya membrana 
cialmente resistente al medio ambiente, el tubo polar está enrollado formando una bobina as prácticamente de origen lisosomal. Tras 
alrededor del núcleo (Figura 24-294). En contacto con una célula huésped apropiada, el - una breve estancia en este compartimiento, 
lamento polar se dispara de manera explosiva, desenrolláindose en menos de 2 segundos y el parásito seciata una proteina formadora de 
formando una estructura madura que puede alcanzar una longitud diez veces superior a la Paros que diana membre quelo 


envuelve, permitiendo que el parásito sea 
liberada en el citoplasma de la célula 
huésped, donde proliferará. 


de la espora. La punta del tubo polar, al desplazarse a una velocidad de 100 190n/segundo, 
penetra en la célula huésped y libera (aparentemente debido a la presión osmótica) el con- 
tenido de la espora, incluyendo el núcleo del microsporidio. De esta manera, el parásito pro- 
lifera en el citoplasma de la célula huésped dando lugar a centenares de descendientes 
(Figura 24-298 y C). Finalmente, la progenie madura y forman esporas, las cuales serán li- 
beradas tras la lisis de la célula huésped. Las esporas de microsporidios son lo bastante pe- 
queñas como para ser fagocitadas por macrófagos, Una vez en el fagosoma, las esporas 
disparan sus filamentos polares y liberan de nuevo su contenido en el citosol de la célula 
huésped. 
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Figura 24-29 invasión de cálulos huésped pormicrosporidios. (4) La espora de este parásito está recubierta por una capa rígida que dispone 
de un tubo polar enrollado que rodea varias veces al núclea, (8) El filamento polar se dispara de manera explosiva cuando entra en contacto con 
una célula huésped apropiada, penetrando en ella y liberando el núcleo y otros componentes de la espora en el citoplasma de la célula huésped, 
A partir de ese momento el microsporidio prolifera en la célula huésped. (() Micrografía obtenáda mediante un microscopio de fluorescencia de 
una espora de Encephalitazoon cunicull. Las regiones de la espora que se encuentran fuera de la célula huésped están teñidas de amarillo y las 
que se encuentran en el inteñor, en verde. El Marnento polar expulsado cambia de arnarillo a verde en el punto donde penetra en la célula 
huésped, la cual no es visible. Barra de escala, 10 un, (E, de E Frenzen, Trends Porasitol 20275-279, 2004. Conda autorización de Elsevier) 
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Muchos patógenos alteran el tráfico de membranas 
de la célula huésped 


Los tres ejemplos de parásitos intracelulares que acabamos de comentar ponen de ma- 
nifiesto ua problema al que se enfrentan todos los parásitos intracelulares ya sean virus, 
bacterias o parásitos eucariotas. En efecto, en un momento u otro han de interaccionar con 
el tráfico de membrana de la célula huésped. Tras la endocitosis, los patógenos se encuen- 
tan en un compartimiento endosornal que, por lo general, acabaría fusionándose con los 
lisosomas dando lugar a un fagolisosoma. Por tanto, se ven abocados a modificar las carac- 
terísticas de este compartimiento para evitar la fusión con los lisosomas, a escapar del com- 
partimiento antes de que se produzca dicha fusión, a escapar tras la fusión pero antes de ser 
digeridoso, fundamentalmente, a adoptar estrategias para sobrevivir en el ambiente hostil 
que constituye un fagolisosoma (Figura 24-30). 

La mayoría de agentes patógenos conocidos siguen una de las dos primeras estrategias 


indicadas. Como hemos visto, Trypanosorna cruzi sigue la estrategia del escape, como la ma-' 


yoría de virus (véase la Figura 24-24). También sigue esta estrategia la bacteria Listeria 
monocytogenes. En efecto, tras ser endocitada por las células mediante el mecanismo de cre- 
mallera descrito, secretan una proteína denominada listerolisina O que forma grandes poros 
en la membrana del fagosoma, facilitando así la liberación de la bacteria en el citoplasma 
antes de ser digerida. Una vez alcanzado el citosol, la bacteria continúa secretando listeroli- 
sina O, pero ésta ya no desorganiza otras membranas plasmáticas por dos razones: la pri- 
mera es que es 10 veces más activa al pH ácido del fagosoma que al pH neutro del citosol; la 
segunda es que es rápidamente degradada en el citosol por los proteosomas de las células 
huésped (véase la Figura 6-30) los cuales no podían acceder a la listerolisina O mientras per- 
manecía en el fagolisosoma (Figura 24-31). 

Siun patógeno tiene que sobrevivir y proliferar ea un compartimiento mernbranoso de 
una célula huésped, tiene que modificar el tráfico de membrana de esta célula mediante va- 
dos métodos. Esta modificación del compartimiento se produce al menos en dos aspectos: 
en primer lugar, debe evitar la fusión lisosomal y, en segundo lugar, debe conseguir alguna 
vía para importar nunientes del citosol. Adernás, muchos patógenos (sobre todo virus) mo- 
dífican les vías de tráfico membranoso evitando la presentación de sus antígenos delatores 


, E cadherina-E 
1 adhesión de Listeria Ena 
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Figura 24-30 Alternativas seguidas por los 
patógenos intracelulares. Tras su entrada 
en un compartimiento membranoso de la 
célula huésped, ya sea por endocitosis a por 
fagocitosis, los patógenos intracelulares 
pueden seguir cualquiera de estas tres 
estrategias para sobrevivir y proliferar. Los 
que siguen la estrategia (1) comprenden 
todos los virus, Trypaenosoma crzl, Listeria 
monocytogenes y Shigella flexneri. Los 

que siguen la (2) como Mycobacterium 
tuberculosis, Salmonella enterica, Legionella 
preumophila y Chlamydia trachomats. 
Finalmente los que siguen la (3) comprenden 
a Coxiella burnetii y Leishrnania. 


Figura 24-31 Destrucción selectiva de la 
membrana fagosómica por la bacteria 
Listeria monocytogenes. L. monocytogenes 
se adhiere a la cadherina-E en la membrana 
de las células epiteliales e induce su propia 
endocitosis mediante un mecanismo de 
cremallera (véase la Figura 24-264). Dentro 
ya del fagosoma, la bacteria secreta la 
proteína hidrofóbica listerolisina O, la cual 
forrna oligómeros que se insertan en la 
mernbrana y generan grandes poros que 
acaban por lisar el fagosoma. Una vez en el 
citoplasma, la bacteria prolifera y continúa 
secretando listerolisina O/ Sin embargo, esta 
listerofisina O es degradada rápidamente en 
los proteosomas, por lo que la mernbrana 
celular permanece intacta. 
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en la superficie de la célula huésped, ya que de lo contrario, los linfocitos T podrían detectar 
su presencia y matar la célula huésped (tratado en el Capítulo 25). 

Diversos patógenos presentan diferentes estrategias que les permiten alterar el tráfico 
de membranas enla célula huésped (Figura 24-32). Como se ha indicado, Toxoplasma gon- 
dí genera un compartimiento membranoso, excluyéndolo del tráfico normal del huésped, 
al dempo que permite la importación de nutrientes de manera específica. Mycobacterium 
tuberculosis impide de alguna manera la maduración del endosora temprano que la con- 
tiene, de manera que no se acidifica ni adquiera las características de endosoma tardío o li- 
sosoma. Por el contrario, los endosomas que contienen Salmonella enterica se acidifican y 
adquieren mercadores de endosomas tardíos, pero detienen su maduración en una etapa 
previa a la fusión con los lisosormas. Otras bacterias parecen encontar refugio en compartd- 
mientos intracelulares que son completamente diferentes a los que constituyen la vía endo- 
cítica. Así, por ejemplo, Legionella preumophila prolífera en compartimientos rodeados por 
capas de sáculos de retículo endoplasmático rugoso (Figura 24-33). Chlamydia trachomatis, 
una bacteria patógena de transmisión sexual que puede llegar a producir ceguera y esterill- 
dad, prolifera en un compartimiento homólogo a los de la vía exocítica. Parece que algunos 
patógenos bacterianos intracelulares pueden manipular la localización de otros compart]- 
talentos que no se encuentran en contacto directo con el suyo prapio. Por ejemplo, los en- 
dosormas tardíos que contienen bacterias de Salmonella siempre se encuentran en estrecha 
aposición al complejo de Golgi (Figura 24-34). Hasta el mmornento se conocen mal los me- 
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Figura 24-32 Modificación del tráfico 

de membrana en la célula huésped por 
parte de bacterias patógenas, 

Las bacterias patógenas intracelulares, 
coma Mycobacterium tuberculosis, 
Salmonella enterica, Legionella pneumophita 
y Chlarnydia trachornatis, proliferan en 
diferentes compartimientos membranosos. 
Así, M. tuberculosis permanece en un 
compartimiento que ene marcadores de 
endosoma temprano y un activo intercambia 
con la membrana plasmática a través de 
vesículas de transporte. $. enterica se replica 
en un compartimiento que tiene marcadores 
de endosoma tardío y no presenta 
intercambio con la membrana plasmática, 
L pneumophila prolifera por su parte en un 
compartimiento atípico rodeado por capas 
de membrana de retículo endoplasmático 
rugoso (ER); tan sólo se muestra una de las 
capas en aras de la sencillez. € trachomatis 
pralifera en un compartimiento exocítico 
que se fusiona con vesiculas procedentes 
de la red del trans Golgi (TGN). 


Figura 24-33 Asociación de las membranas 
de retículo endoplasmático (ER) de la célula 
huésped con patógenos bacterianos 
intracelulares, (A) Tras la infección por 
Legionella preurmophila, el ER (verde) de la 
cálula huésped es reclutado para envolver 
ala bacteria. El DNA de la bacteria y el del 
huésped están marcados en rajo, El recuadro 
eauestra la estrecha asociación entre el ER 

y la bacteria. (B) Brucella aborius, ana bacterla 
Grarmnegativa que causa abortos en el 
ganado, también prolifera dentro de un 
compartimiento derivado del ER. En esta 
eAlectromicrograñía, el precipitado negro 
dentro del retículo índica la presencia 

de la enzima ghucosa-6-fosfatasa, QUe es 
específica de ER. Las flechas negras rouestran 
la expresión de la enzima en la mernbrana 
gue envuelve a la bacteria, indicando su 
fusión directa con ER (A, de LC Kagan y 

CER. Roy, Nat. Cell Biol. 4: 945-354, 2002, 
Conla autorización de Macmillan Publishers 
Ltd; B, de ), Cell y LP Gorvel Curr. Gpin. 
Microbial 793-371, 2004. Con la autorización 
oe Eseder) 
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canísmos que permiten a estos organismos alterar sus compartimientos membranosos, así. 


como otros aspectos del tráfico de membrana en la célula huésped. 

A menudo, los virus también alteran el tráfico de membrana en la célula huésped, Los 
virus con envoltura lipídica la adquieren a partir de los fosfolípidos de la célula huésped. En 
los casos más sencillos, las proteínas codificadas por los virus son insertadas en la membra- 
na del ER y siguen la ruta tradicional a través del complejo de Golgi hasta la membrana plas- 
mática, experimentando durante su transporte diversas modificaciones postraduccionales. 
Posteriormente, la cápside vírica y el genoma se ensamblan en la membrana plasmática y 
dan lugar al proceso de geración en su superficie. Este es uno de los mecanismos utilizados 
por el HIV. Otros virus con envuelta interaccionan de forma compleja con las vías de tráfico 
membranoso de la célula huésped (Figura 24-35). incluso algunos virus que no disponen de 
envoltura lipídica alteran el tráfico de membrana en el sentido de satisfacer sus propios re- 
auisitos. Así, por ejemplo, la replicación del genoma de los poliovirus la leva a cabo una RNA 
polimerasa vírica asociada a membrana. Dadas estas características, la replicación resultará 
tanto más rápida cuanto mayor sea la superficie membranosa del huésped. Para conseguir 
este objetivo, el vinis induce la síntesis de lípidos de membrana en el huésped y bloquea el 
transporte membranoso del ER, El resultado de todo ello es la acumulación de membrana 
de retículo endoplásmico y el incremento de la superficie en la cual tiene lugar la replica- 
ción del RNA (Figura 24-36). Habitualmente muchos patógenos víricos y bacterianos se en- 
cuentran asociados con los autofagosomas, los cuales se forman a consecuencia de la 
autofagía (tratado en el Capítulo 13). En la mayoría de los casos, no hay evidencias de que el 
huésped inicie la inducción de la autofagia como una respuesta protectora o, por el contra- 
rio, sea el patógeno quien la induce para facilitar su proliferación. 


Virus y bacterias utilizan el citoesqueleto de la célula huésped 
para desplazarse dentro de las células 


El citoplasma de las células de mamífero es muy viscoso. Está lleno de compartimientos y 
atravesado por redes de filamentos del citoesqueleto que, en conjunto, dificultan la difusión 
de partículas del tamaño de una bacteria o una cápside vírica. Si un agente patógeno tiene 
que alcanzar una determinada región celular, para Hevar a cabo una etapa de su probifera- 
ción, es necesario que se desplace activamente. De manera semejante al transporte de en- 
domerobranas, los agentes patógenos utilizan por lo general el citoesqueleto de la célula 
huésped para su desplazamiento activo. 

Diversas bacterias que proliferan en el citoplasma de la célula huésped han adoptado 
un exreordinario mecanismo para desplazarse, que depende de la polimerización de la 
actina. Estas bacterias, entre las que se encuentran Listeria monocytogenes, Shigella flexneri, 
Ricketisia rickettsil (causante de la Bebre de las Montañas Rocosas), Burkholderia pseudo- 
matlel (causante de la mmelioidosis) y Mycobacterium marinum (un pariente de la bacteria 
causante de la tuberculosis) inducen, en la cálida huésped, la nueleación y el ensamblaje de 
jos Alamentos de actina en uno de los extremos de la bacteria. Al polimerizar, los Blamentos 
generan fuerza suficiente para empujar la bacteria a través del citoplasma a velocidades de 
hasta 1 pun/segundo. Los nuevos flamentos que polimerizan tras la bacteria van formando 
stela a medida que la bacteria avanza y son despolimerizados —aproximadamente un 
o después- por los factores despolimerizadores citoplasmáticos. Cuando la bacteria 
en movimiento alcanza la membrana plasmática, continúa su desplazamiento hacia el exte- 


¿sped la formación de 11na evaginación larga y delgada que 
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Figura 24-34 Proximidad de las cisternas 
del complejo de Golgi a los endosomas que 
contienen Salmonella enterica. LA) En esta 
céluia infectada, las bacterias se muestran 

en verde, mientras que el complejo ha sido 
marcado en raja mediante anticuerpos 
contra una proteína estructural de este 
complejo. (8) Electromicrografía que muestra 
la estrecha aposición de una cisterna del 
complejo de Golgi y un endosoma 
conteniendo la bacteria. (De S.A Salcedo y 
DM. Holden, EMBO 1 22: 5003-5074, 2003. 
Con la autorización de Macmillan 

Publishers Ltd.) 
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Figura 24-35 Estrategias complejas para 
la adquisición de la envoltura vírica. 

(A) Las nucleocápsides del virus Herpes 

son ensambladas en el núcleo y geman 
hacia la membrana interna nuclear, dentro 
del espacio intermerbranoso, adquiriendo 
una envoltura. Parece que las partículas 
víricas pierden esta envoltura cuando se 
fusionan con la membrana externa nuclear 
escapando al citoplasma. Posteriormente, las 
nucleocápsides geman dentro del complejo 
de Golgi y lo vuelven a hacer en la otra cara, 
adquiriendo así dos nuevas cubiertas. 
Entonces geman a partir de la membrana 
plasmática con una sola envoltura, cuando 
fusionan su membrana externa con la 
membrana plasmática. (B) El virus vaccinia 
(estrechamente relacionado con el que 
produce la viruela y utilizado para su 
vacunación) se ensambla en “factorías 

de proliferación” localizadas en las regiones 
del citoplasma alejadas de la membrana 
plasmática. La primera estructura que se 
ensambla posee dos membranas derivadas 
del complejo de Golgi y transferidas por un 
mecanismo desconocido. Algunas de estas 
partículas son incorporadas por un segundo 
compartimiento membranoso intracelular. 
Estas partículas tienen un total de cuatro 
membranas. Tras la fusión con la membrana 
plasmática, el virus escapa de la célula 
llevando consigo tres capas membranosas, 


Figura 24-36 Alteraciones de las 
membranas intracelulares inducidas 

por una proteína de poliovirus. 

Los polioyiras, de manera semejante a otros 
virus que tienen cadenas sencillas de RNA, 
replican 56 genoma mediarae una polimerasa 
que se asocía a las mennbranas intracelulares. 
Algunas de las proteinas codificadas por 

su genoma alteran la estructura o el 
compertarmiento dinámico de los 
cormparimientos membranosos de la célula 
huésped. Estas elecwromicrografías, obtenidas 
por microscopía electrónica de transmisión, 
muestran ina célula de raono no transfectada 
(Ezquierdaj y otra que expresa un transgén que 
codifica la proteína 3A de pollovinis (derecha), 
En la célula transfectada, el ER está dilerado 
ya que la proteína codificada por el transgén 
bloquea el tráfico entre el Golgi y el ER. 

¿De 118. Doedens, TH. Gid. 
13,4. Virol 7 
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contiene la bacteria en su extremo distal A menudo, esta proyección es endocitada por una 
célula vecina, facilitando la entrada en su citoplasma sin quedar expuesta al ambiente ex- 
tracelular, evitando asísu reconocimiento por anticuerpos producidos por el sistema inrmu- 
nitario adquirido del huésped (Figura 24-37). 

El mecanismo molecular de ensamblaje de la actina inducido por el patógeno ha sido 
caracterizado en diversos microorganismos. Estos mecanismos son diferentes para cada pa- 
tógeno, lo cual sugiere que han evolucionado de forma independiente. Aunque todos utili- 
zan la misma vía reguladora que habitualmente controla la nucleación de los filamentos de 
actina en la célula huésped, cada uno de ellos aprovecha un aspecto diferente de la misma. 
Tal como se describió en el Capítulo 16, la activación de la GTPasa Cdc42 por algunas seña- 
les extracelulares induce la activación de N-WASp, que provoca, a su vez, la activación de un 
cornplejo ARP que maclea el crecimiento de los nuevos filamentos de actina. Una proteína 
externa de L. monocytogenes se une directamente al complejo ARP activándolo e inicia así 
la formación de la estela de actina. B. pseudomallel y R. rickettsitutilizan una estrategia 
similar a ésta, aunque la secuencia de proteínas activadoras difiere en los tres casos. Por el 
contrario, una proteína externa de $. flecneri, no relacionada con la anterior, se une a N-WASp 
activándola, la, cual activará el complejo ARE Curiosamente el virus vaccinia utiliza otro me- 
canismo de polimerización de actína para desplazarse por dentro de la célula, aunque tana- 
bién aprovecha la misma vía de regulación (Figura 24-38). 

Otros patógenos se desplazan por dentro de la célula mediante el transporte depen- 
diente de microtíbulos. Esta estrategia está en particular bien Hustrada porlos vinus que in- 
fectan neuronas. En este sentido, los alfa herpes virus neurotrópicos, alos que pertenece el 
virus de la varicela, constituyen un notable ejemplo. Los virus infectan a las neuronas 
sensoriales en las regiones distales de sus axones, siendo transportadas las nucleocápsides 
basta el núcleo celular mediante un mecanismo dependiente de microtúbulos, que proba- 
blemente se produce por la interacción de proteínas de la cápside y la proteína motora di- 
neína. Tras la replicación y ensarnblaje en el núcleo, el virión con envoltura es transportado 
desde el soma neuronal por los microrúbulos sxonales hasta el axón, mediante la interac- 
ción de un coroponente de la cubierta con la proteína motora quinesin 39). Se 


ha demostrado gue un gran número de viriones, incluidos los del HT 
3 


1 
novinas, parvovinas canáno y vacciola (el pariente de la virus 


Figura 24-37 Movimiento dependiente de 
actina que presenta Listeria rmmonocytogenes 
en sus desplazamientos por el interior 

y entre las células que infecta. <GTAT> 

(A) Estas bacterias inducen el ensamblaje de 
haces de actina en forma de estela dentro 
del citoplasma de la célula huésped, lo que 
les permite desplazarse rápidamente. Estas 
bacterias se desplazan de una célula a otra 
formando protrusiones membranosas que 
son endocitadas por las células vecinas. 

(8) Micrografía de fhiorescencia de las 
bacterias desplazándose por el interior 

de una célula que ha sido teñida para poder 
observarlas en rojo junto con los filamentos 
de actina en verde, Obsérvese las estelas de las 
colas de filamentos de actina tras los cuales 
hay una bacteria en movimiento. Las regionés 
de solaparniento entre la fuorescencia roja 

y verde aparecen en amarillo, (8, por cortesía 
de Julie Thedot y Tim Mitchison.) 
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contra la misma), en alguna etapa de su replicación interaccionan con las proteínas motoras 
dineía o quinesina desplazándose de manera activa alo largo de los microtúbulos. Una fun- 
ción básica de las “autopistas” microtubulares de las células eucariotas es la de actuar como 
pistas orientadas destinadas al tráfico de membrana, de manera que no resulta sorprenden- 
te que muchos virus hayan adquirido, de manera independiente, la habilidad de utilizar es- 
tos sistemas de transporte para incrementar su propia replicación. 

Una bacteria conocida por su asociación con microtúbulos es Wolbachia. Este fasci- 
nante género comprende muchas especies que, siendo parásitos o simbiontes de insectos y 
de otros invertebrados, viven en el citoplasma de cada una de las células del animal. La in- 
fección es transmitida verticalmente de madre a hijos ya que Wolbachia también está pre- 
sente en los óvulos, La bacteria asegura su diseminación a cada una de las células mediante 
su interacción con los microtúbulos, de manera que son segregadas por el huso mitótico 
cuando lo hacen los cromosomas en una célula infectada en división (Figura 24-40). Como 
se describirá más alante, la infección por Wolbachía puede alterar de manera significativa el 
comportamiento reproductivo de los insectos huéspedes. 


Las infecciones víricas se hacen con el control del metabolismo 
de las células huésped 


La mayoría de las bacterias de los parásitos intracelulares son portadores de la información 
genética básica necesaria para atender a su propio metabolismo y reproducción, de forma 
que sólo dependen del huésped para el aporte de nutrientes, Por el contrario, los vinas utilizan 
la maquinaria básica de la célula huésped para atender a la mayoría de aspectos de su re- 
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Figura 24-38 Mecanismos de nucleación de 
actina inducidos por diversos patógenos. 
Las bacterias Listeria monocytogenes, Shigella 
fexneri y el viras vaccinia se desplazan por el 
inteñor de la célula utilizando la actina del 
huésped. Para inducir su nucleación todos 
ellos reclutan y activan el complejo ARP 
(véase la Figura 16-34), aunque cada uno 
de ellos sigue tna estrategia característica. 

L monocytogenes expresa luna proteína en 
su superficie, ActA, que recluta y activa 
directamente el complejo ARP. S, fexneri 
también expresa una proteína de superficie, 
IcsA (no relacionada con ActA) que recluta la 
proteína de señalización N-WASp. Ésta, a su 
vez, recluta el complejo ARP junto con otras 
proteínas como WiP (proteína de interacción 
con WASp). El virus vaccinia expresa una 
proteína en su envoltura que es fosforilada 
poruma tirosina quinasa del huésped. Una 
wez fosforilada, recluta Neck, la cual hace lo 
propio con WIP Éste se une a N-WASp, 

que recluta y activa el complejo ARP, Este 
complicado mecanismo que sigue el virus 
vaccinia es muy semejante al que se ha 
observado en células eucariotas en 
movimiento cuando se activa su complejo 
ARP mediante factores quimiotácticos. A 
pesar de las diferentes estrategias utilizadas 
en su ensambiaje, las estelas de actina 
inducidas por los tres patógenos són muy 
parecidas, semejanza que se extiende a la 
velocidad de desplazamiento intracelular. 


Figura 24-39 Micrografías de microscopía de 
fivorescencia que ilustran el desplazamiento 
de herpes virus en un axón, Esta neurona ha 
sido infectada con un alfa herpes virus, 
modificado genéticamente para que exprese 
la proteína fuorescente verde (GFP) gracias 

a su fusión con una proteína de la cápsida, 

En este segmento de axón son observables 
diversas partículas víricas, dos de las cuales 
dos números 1 y 3) se desplazan a partir del 
soma neuronal, el cual se encuentra fuera de 
ja imagen y a la derecha. (De GA. Smith, 

S.P. Gross y LN. Enquist, Proc, Matt. 

Acad. Sci 115.4, 98:2466-3470, 2001 

Conta autorización de National Acaderny 
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producción. Así dependen de los ribosomas celulares para producir sus proteínas e incluso 
algunos de ellos utilizan las polimerasas de DNA y RNA para la replicación y transcripción. 

Muchos virus codifican proteínas que modifican los aparatos de transcripción o tra- 
ducción del huésped favoreciendo la síntesis de las proteínas víricas en detrimento de las 
del huésped. El resultado de ello es que la capacidad sintética del huésped es dirigida sobre 
todo hacia la producción de nuevas partículas víricas. Así los poliovinus expresan una pro- 
teasa que hidroliza especificamente el factor de unión a TATA que es un componente de 
TFID (véase la Figura 6-18), bloqueando de manera muy efectiva la transcripción celular 
dependiente de la RNA polimerasa UL. Por su parte, el virus de la gripe expresa una proteína 
que bloquea tanto la maduración como la poliadenilación de los transcritos de mENA, lo 
que conlleva la imposibilidad de su exportación desde el núcleo (véase la Figura 6-40). 

El inicio de la traducción de la mayoría de los mRNA de la célula depende del reconoci- 
miento de su extremo 5' por parte de un grupo de factores de iniciación de la traducción 
(véase la Figura 6-72). A menudo este inicio de la traducción de los mANA del huésped per- 
manece bloqueado durante el curso de la infección, lo cual favorece que los ribosomas del 
huésped sean utilizados para la traducción de las proteinas víricas. Algunos genomas víricos, 
tales como el del virus de la gripe, codifican endonucleasas que escinden el extremo 5' de los 
TMANA del huésped. Incluso los hay que van más allá y utilizan estos extremos recién libera- 
dos coro cebadores para la síntesis de mRNA víricos, un proceso denominado robe del ex- 
trerno 5”, Otros genornas víricos de RNA codifican proteasas que hidrolizan determinados 
factores de iniciación de la traducción. Estos virus traducen su RNA mediante un mecanis- 
mo independiente del extremo 5* que utiliza secuencias internas para la entrada del riboso- 
ma (RES: internal ribosome entry sites) (véase la Figura 7-108). 

Algunos virus de DNA utilizan la DNA polimerasa de la céhila huésped para replicar su 
genoma. Desgraciadamente para estos viriones, la DNA polimerasa sólo es expresada a ni- 
veles elevados durante la fase S del ciclo y la mayoría de las células que se pueden infectar 
por estas partículas víricas tienen una fase G/ muy larga. Los adenovirus han desarrollado un 
mecanismo que induce la entrada en fase 5 de la célula huésped y que produce así grarides 
cantidades de DNA polimerasa, replicándose entonces el genoma vírico. El genoma del ade- 
novirus codifica proteínas que inactivan tanto a Rb como a p53, dos supresores clave de la 
progresión del ciclo celular (descrito en el Capítulo 17). Tal como podría esperarse para cual. 
quier mecanismo que induce la desregulación de la replicación del DNA, en algunas cir- 
cunstancias estos virus facilitan el desarrollo de cáncer. 


Los agentes patógenos pueden alterar el comportamiento 
del organismo huésped con el fin de facilitar su diseminación 


Es frecuente que los patógenos alteren el comportamiento de las células huésped en el sen- 
tido de facilitar su supervivencia y proliferación. De manera parecida, los agentes pató- 
genos pueden modificar el comportamiento del organismo huésped facilitando su diserni- 
nación, como hernos comentado para los casos de Trypanosoma brucel y Yersinia pestis. Ex 
algunos casos resulta dificó asegurar siuna respuesta particular del huésped es más benefi- 
ciosa para él o para el agente patógeno, Ási, por ejemplo, patógenos que causan diarreas, 00- 
mo Salmonella enterica, vay a raenudo producen infecciones lienitadas ya que la propia 
diarrea constituye un medio eficaz para eliminar al patógeno. Sin embargo, las diarreas por- 
tadoras de bacterias facilitan la diseminación a nuevos huéspedes. De manera sernejante, la, 
tos y el estormudo facilitan la elicminación de patógenos del tracto respiratorio, pero al raismo 
tiempo favorecen la diseminación de la infección a otros individuos. Una persona que pa- 
dezca un resfriado común puede producir hasta 20,000 gotitas en un solo estormudo y cada 
una de ellas transporta algunos rinoviras O COTOnavinus, 

Un ejemplo espantoso de modificación del comportamiento entan huésped es el ofre- 
cido por la rabia, enfermedad ya descrita por los egipcios hace más de 3000 años. El virus 
causante de la enfermedad se replica enlas neuronas y provoca que las personas o animales 
infectados se vuelvan “rabiosos”, esto es, adopten un comportamiento muy agresiva. El vi- 
rus, que se halla en la saliva, alcanza el torrente sanguíneo de la víctima a través de la herida 
producida por la rrordedura y se disemina asía nuevos huéspedes. 

Sin embargo, Wolbachia ofrece el ejemplo más dramático de modificación del compor- 
tamiento den huésped por parte de un agente patógeno. Estas bacterias manipulan el cor 
porlamiento sexual de su huésped aumentando su diseminación. Como ya se describió 
anteriormeníe, Woibachia se transoalte verticalmente a la descendencia a través de los óvulos, 


Figura 24-40 Asociación de Wolbachia 
con microtúbulos, Micrografía de 
fluorescencia de Wolbachia (rojo) que 
muestra su asociación con los microtúbulos 
(verde) de cuatro husos mitóticos en un 
sincitio embrionario de Drosophila. 

Aj estar localizados en los polos del huso, 
los agregados de bacterias pueden ser 
distribuidos junto con las cromosomas 
(no visibles pero situados en el ecuador 
del huso) cuando los crornosomas se 
segregan. (De H. Kose y TL. Karr, 

Mech. Cell Dev. 5 1:275-288, 1995, 

Con la autorización de Elsevier.) 
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Sin embargo, cuando infectan a un macho se encuentran en un callejón sin salida, ya que la 
bacteria es excluida de los espermatozoides. En algunas especies de Drosophila, Wolbachia 
modifica los espermatozoides de su huésped de manera que sólo pueden fecundar con éxito 
los óvulos de hernbras infectadas. Esta modificación da lugar a una ventaja reproductiva a las 
hembras infectadas con respecto a las no infectadas, de manera que la proporción de porta- 
dores de Wolbachia se ve incrementada. En otros huéspedes, la infección por Wolbachia pro- 
voca la muerte de los machos, pero no de las hembras, de manera que se incrementa el 
número de hembras en la población y, por tanto, el número de individuos que pueden pro- 
ducir óvulos para diseminar la infección. En algunos tipos de avispa la infección por Wolba- 
. chia faculta a las hermbras a producir óvulos que se desarrollan partenogenéticamente sin 
que se precise la fecundación por espermatozoides, lo que ha conducido a la desaparición de 
los machos en estas especies. Sin embargo, para alguno de sus huéspedes, Wolbachia se ha 
convertido en un simbionte indispensable, de forma que la eliminación de la infección pro- 
voca la muerte del huésped. Existe un caso en el que la especie humana se beneficia de esa 
dependencia de Wolbachía. En efecto, el nematodo Onchocerca, causante en África de la fila- 
riasis denominada “ceguera de los ríos”, es difícil de eliminar con fármacos antiparasitarios, 
pero cuando las personas afectadas por esta enfermedad son tratadas con antibióticos que 
eliminan la infección por Wolbachia que padece el nematodo, también se detiene la filariasis. 


Los agentes patógenos evolucionan rápidamente 


La complejidad y la especificidad de las interacciones moleculares entre agentes patógenos 
y sus células huésped sugieren que la virulencia podría ser difícil de adquirir por mutación 
aleatoria. De hecho, constantemente aparecen nuevos agentes patógenos y los antignos 
cambian sin cesar; el resultado es que las enfermedades más habituales son difíciles de tra- 
tar, Los agentes patógenos presentan dos grandes ventajas que les posibilitan evolucionar 
rápidamente. En primer lugar, se replican muy rápido aportando así una gran cantidad de 
material al motor de la selección natural Mientras que la especie humana y los chimpancés 
han necesitado unos 8 millones de años para alcanzar una diferencia de un 2% entre sus ge- 
normas, los poliovirus generan un cambio de la misma magnitud en 5 días, que es el dempo 
que tarda el virus en pasear de la boca al intestino. En segundo lugax, la presión selectiva fa- 
vorece esta rápida capacidad de variación. El sistema inmunitario adquirido del huésped y 
los modernos fármacos antipatógeno que destruyen a aquellos patógenos que no son capa- 
ces de cambiar son la principal fuente de estas presiones selectivas. 

En muchos casos, los cambios en el comportamiento humano exacerban la aparición y 
evolución de nuevas enfermedades infecciosas. Así, por ejemplo, las condiciones de vida, de 
hacinamiento y suciedad, características de las ciudades medievales, contribuyeron a la di- 
seminación de la bacteria Yersinia pestís desde los roedores huéspedes hasta los humanos, 
ocasionando la peste. Así mismo, la tendencia de los humanos modernos a vivir en condi- 
ciones de alta densidad en grandes ciudades también ha generado en los organismos ínfec- 
ciosos la oportunidad de iniciar epidemias tales como la gripe, la tuberculosis y el sida, las 
cuales no se habrían diseminado tan rápidamente o habrían legado tan lejos si la población 
humana hubiera estado más diseminada. Además, los viajes por avión facilitan que, en cues- 
tión de horas o días, un huésped recién infectado y asintomático pueda ser portador de una 
epidernia hasta alguna población no expuesta previamente. 


La variación antigénica en los patógenos está producida 
por diversos mecanismos 


Un ejemplo a pequeña escala de la constante batalla que se libra entre infección e inmuni- 
dad es el fenómeno de variación antigénica. Una importante respuesta inmunitaria de po 
adquirido es la producción, por perte del huésped, de anticuerpos que reconocen moléculas 
específicas (antígenos) de la superficie del agente patógeno ídescrito en Capítulo 25), 
Muchos de ellos alteran estos antígenos durante el curso de la infección y evitan así su eli- 
minación por anticuerpos. Por ejemplo, algunos parásitos eucariotas llevan a cabo reorde- 
naciones programadas de los genes que codifican sus antígenos superficiales. Uno de los 
ejemplos más notables de ello lo proporcionan tripanosornas africanos como Trypanosoma 
bruceí, van protozoo parásito que causa la enfermedad del sueño y es diserninado por un in- 
secto vector (1 bnacel es un pariente cercano de T cruzi véase la Figura 24-28- pero se dife- 
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tencia de éste en que se reproduce de forma extracelular en vez de intracelular). T brucei 
Presenta un solo tipo de glucoproteína superficial, la denominada variante específica de glu- 
coproteica (VSG: variant-specific glycoprotein), la cual produce en el huésped una respuesta 
protectora por anticuerpos que rápidamente elimina la mayoría de parásitos. Sin embargo, 
el cromosoma del tripanosoma contiene unos 1000 genes Vsg, cada uno de los cuales codi- 
fica una VSG que presenta propiedades antigénicas diferentes. Sólo uno de estos genes se 
expresa de forma simultánea, siendo copiado e insertado en un lugar del genoma que exhi- 
be expresión activa Los reordenamientos génicos que copian e insertan nuevos alelos en el 
lugar de expresión cambian de forma repetida el gen Vsg que se está expresando. De este 
nodo, unos cuantos tripanosomas que expresen una VEG alterada escapan de la elimina- 
ción mediada por anticuerpos, se reproducen y provocan la reciurencia de la enfermedad, 
ocasionando una infección crónica cíclica (Figura 24-41). Muchos Otros parásitos eucario- 
tas, incluyendo el protozoo Plasmodium falciparum, causante de la malaria, y el hongo 
Pneumocystis carinil, que es el causante de neumonía en enfermos de sida, utilizan estrate- 
gias parecidas para evadirse de las respuestas de la inmunidad adquirida del huésped. 

Los patógenos bacterianos también pueden cambiar con rapidez sus antígenos de su- 
perficie. En. esta capacidad las ganadoras son las especies del género Neissería. Estos cocos 
Gram-positivos son los causantes de meningitis y de enfermedades de transmisión sexual, 
empleando en todos los casos una sorprendente variedad de mecanismos promotores de 
variación antigénica. En primer lugar, padecen recombinación génica muy similar a la que 
acabamos de describir para los patógenos eucariotas, permitiéndoles variar (con el tiempo) 
la proteína pilina que utilizan para producir las fimbrias de la superficie celular: mediante la 
recombinación de muchas copias silenciosas de variantes génicas de la pilina en un único 
locus de expresión, pueden expresar docenas de versiones ligeramente diferentes de la pro- 
teína. En segundo lugar, muchas proteínas de la superficie cebular, así como muchas de las 
enzimas involucradas en la síntesis de los carbohidratos de la superficie celular, varían 
continuamente los niveles de expresión como consecuencia de desplezarnientos al azar de 
secuencias repetidas de nucleótidos dispuestas en tándern que se hallan en la región promo- 
tora a codificante de sus genes, lo cual es un factor regulador de su transcripción o traducción. 
Así, por ejernplo, Neissería preserita alrededor de 10 genes diferentes que codifican variantes 
de la familia de proteinas de membrana externa Opa, cada una de las cuales sufre variacio- 
nes al azar en su expresión, dando lugar a una gran cantidad de diferentes combinaciones 
proteicas que despistan al sistema inemunitario adquirido del huésped. El análisis de la se- 
cuencia del genoma de varias especies de Meisseria hace a suponer que utilizando alguna 
versión de este mecanismo pueden variar sus niveles de expresión más de 100 genes dife- 
rentes. En tercer lugar, Veisseria es exrermadamente experta en tomar DNA del medio e in- 
corporarlo a su propio genorna, lo cual contribuye también a su extraordinaria variabilidad. 
Porúltimo Neissería carece de algunos de los mecanismos de reparación de DNA que poseen 
otras bacterias como E. coli, de manera que es muy probable que la tasa de adquisición de 
nuevas mutaciones debida a errores en la replicación supere a la media, Con todos estos me- 
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Figura 24-41 Variación antigénica entre 
las tripanosomas. (A) Aunque Tiypanosoma 
brucei dispone de unos 1000 genes Vsg 
diferentes, sólo existe un lugar para su 
expresión. Uno de los genes inactivos es 


“copiado en ese lugar mediante conversión 


génica, expresándose a partir de entonces, 
Cada gen Ysg codifica una proteína superficial 
diferente (antígeno). Sucesos de intercambio 
poco habituales permiten al tipanosoma 
cambiar de manera repetida el antígeno 
superficial que expresa. (8) Una persona 
infectada con tipanosomas que expresen 
VSG, rápidarnmente desarrolla una respuesta 
mediada por antícuerpos que eliminan la 
mayoría de los parásitos que expresan este 
antígeno. Sin embargo, algunos parásitos 
pueden haber cambiado su expresión a VSG?, 
lo que les permite proliferar hasta que sean 
eliminados por los anticuerpos anti-VSGP, 
Pero, para cuando eso suceda habrá parásitos 
que habrán cambiado su expresión a VSG, 
repitiéndose el ciclo, en apariencia, de forma 
indefinida. 
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canisinos trabajando conjuntamente no nos debe sorprender que todavía no se haya desa- 
rrollado una vacuna eficiente contra las infecciones por Neissería. 

Aunque Neissería es un caso extremo, muchos otros patógenos bacterianos utilizan uno 
o más de estos mecanismos para incrementar la variación de sus genes. Es más, algunos es- 
tudios han mostrado que es mucho más probable que tengan mecanismos de reparación 
de DNA defectuosos aquellas bacterias patogénicas que han sido aisladas de pacientes sin- 
tomáticos que esas mismas especies bacterianas aisladas de otros reservorios. Ello sugiere 
que el sísterna inmunitario humano puede actuar acelerando la evolución bacteriana. 

La transferencia génica horizontal enlas bacterias causa una evolución más rápida que 
la aportada por las mutaciones puntuales. Esta transferencia está mediada en gran medida 
por la adquisición de bacteriófagos y de plásmidos. Las bacterias incorporan rápidamente is- 
lotes de patogenicidad y plásmidos de virulencia procedentes de Otras bacterias (véase la Fi- 
gura 24-5). Cuando la bacteria ha adquirido un conjunto de genes relacionados con la 
virulencia, puede constituirse rauy rápidamente como un agente epidérnico. Así, por ejem- 
plo, Yersinia pesrís es una bacteria endémica de ratas que apareció en la historia humana 
en el año 542 de nuestra era, cuando Constantinopla fue devastada por la peste. La corm- 
paración de la secuencia de Y pestis con Y pseudoruberculosis, causante de una grave enfer- 
medad diarreica, sugiere que Y. pestis puede haber aparecido come cepa diferenciada hace 
tan sólo algunos centenares de años, no mucho antes de su debut como plaga. 


La evolución vírica está dominada por la replicación 
que favorece errores 


Los mecanismos que favorecen los errores durante la replicación son los principales res- 
ponsables de la variación antigénica en los virus. Por ejemplo, los genomas de los retrovirus 
adquieren por término medio una mutación puntual por cada ciclo replicativo, debido a que 
la transcriptasa inversa que produce DNA a partir del RNA vírico carece de capacidad para 
corregir los errores enla incorporación de nucleótidos. Una infección típica de HIV sin tratar 
puede originar tantos genomas diferentes de HIV como mutaciones puntuales es capaz de 
incorporar. En algunos aspectos, esta elevada velocidad de muteción es beneficiosa para 
este patógeno. Así, mediante estos procesos de mutación y selección inicroevolutivos quie 
tienen lugar en cada uno de los huéspedes, muchos virus cambian a lo largo del lempo su 
eficiencia en la infección de macrófagos por la de linzocitos T, tal corno se describió ante- 
riormente (véase la Figura 24-23). De manera parecida, cuando el paciente ha iniciado 11m 
tratamiento con fármacos antivirales, el genorna vírico puede mutar rápidamente y ser 
seleccionado por su resistencia a los mismos. Sin embargo, si la tasa de errores de la trans- 
criptasa inversa fuera demasiado alta, las mutaciones se acumularían tan rápido que com- 
prometerían la supervivencia del propio virus. Además, una variante exitosa en un huésped 
no se disernina de forma necesaria a otros huéspedes, ya que el virión mutado puede ser in- 
capaz de infectar a un nuevo huésped. En el caso del HIV-1 se puede estirnar la importancia 
de esta restricción examinando la diversidad de secuencias que presentan diversos indivi- 
duos infectados por el virus. Sorprendentemente, sólo una tercera parte de las posiciones 
de los nucleótidos permanecen invariables, mientras que algunas regiones del genoma vin- 
co, corno el gen env, pueden diferir hasta en un 30%. Esta extraordinaria plasticidad genó- 
mica complica de manera importante los intentos de desarrollar vacunas contra el HIV, 
adernás de conducira una rápida resistencia alos fórmacos (tratado más adelante). Este he- 
cho ha conducido a la aparición de nuevas cepas de HIV. La comparación de secuencias en- 
tre varias cepas de HIV y sus homólogos, los virus de la inmunodefciencia de simios (SIV: 
simian immunodeficiency virus) obtenidos de diversas especies de primates, sugieren que el 
HIV más vírulento, el HIV-1, pudo haber sido transmitido de los chimpancés al bombre en 
una fecha tan reciente como 1930 (Figura 24-42). 

Los virus de la gripe constituyen una importante excepción a la regla que considera la 
replicación errónea como el principal mecanismo evolutivo de los vinus. En efecto, los de la 
gripe son virus poco comimes ya que, de manera característica, su genoma contiene varias 
cadenas de RNA (generalmente, ocho). Cuando dos cepas del virus infectan al mismo hués- 
ped, las cadenas de ambas cepas pueden recormmbinarse dando lugar a un nuevo tipo de virus 
de la gripe. Ántes de 19060, la cepa de vinus de la gripe que infectaba al hombre producía una 
enfe 


edad rouy suave. Al mismo Hernpo, otra cepa del virus infectaba algunas aves, como 


pollos, pero en raras ocasiones a la especie humana. En 1913, una variante de la gri- 


patos e 
pe aviar, especialmente vinlenta, cruzó la barrera de la especie e infectó a algunas personas, 
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Figura 24-42 Diversificación de HIV-1, HIV-2 
y cepas relacionadas de SIV. La distancia 
genética entre dos de los vinus representados 
es la más corta que los une siguiendo el árbal, 
HIVA está dividido en dos grupos, el principal 
(MM: major) y el atípico (0: cutljer). El grupo HIV- 
1 BA es responsable de la pandemia del sida y 
se subdivide en varios subtipos (de A hasta G, 
no identificados en la figura). De ellos, el 
subtipo B es el dominante en Arnérica y 
Europa; los B, [ y Eson dominantes en Ásla, 
mientras que en África es detectable 
cualquiera de ellos. Al menos dos vinas de 
sirnios, de chimpancé y de mendril, son más 
parecidos a HIV-1, que a Hiv-2, lo que sugiere 
gue los dos virus humanos se originaron 
independientemente uno de otro. 5e estima 
que HIV-1 y SW 1chimpanca) divergleron 
alrededor de 1930. Este árbol se ha construido 
a partir de las secuencias de nucleótidos del 
gen Gag, utilizando una base de datos que 
contenia alrededor de 16,000 secuencias de 
virus obtenidas en todo el mundo. 
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dando lugar a la catastrófica epidernia de 1918 denominada "gripe española”, a causa de la 
cual murieron entre 20 y 50 millones de personas en el mundo, muchas más que en la Pri- 
mera Guerra Mundial, Las siguientes pandermias de gripe han sido producidas por recombi- 
nación mediante las que un nuevo segmento de DNA de la forma aviar del virus reemplazaba 
auno o más segmentos de DNA vírico que codifican antígenos reconocidos por el sisterna n- 
munitario humano (Figura 24-43). Tales sucesos recombinatorios permitían a los nuevos virus 
proliferar con rapidez y expandirse entre la población humana que, de nuevo, era inrmunoló- 
gicamente virgen. De manera general, en cuestión de dos o tres años las poblaciones humanas 
son capaces de adquirir inmunidad contra la nueva cepa recombinante del virus, dando co- 
ro resultado que la tasa de infección caiga hasta un nivel basal En los años normales, la gri- 
pe es una enfermedad leve para los adultos sanos, pero puede constituir una sería amenaza 
para niños y ancianos. Sin embargo, en los años de pandemia y sobre todo durante la pan- 
demia de 1918, los adultos sanos parecen extrañamente susceptíbles a la infección letal de la 
gripe, debido quizás a que el daño tisular causado por una respuesta inmunitaria sobredi- 


mensionada. Dado que los fenómenos de recombinación son impredecibles, no es posible .. 


predecir cuándo ocurrirá o de qué gravedad será la próxima pandemia de gripe. 


Los patógenos resistentes a los fármacos constituyen 
un problema creciente 


Mientras que algunas actividades humanas, como los viajes en avión, han favorecido la di- 
seminación de ciertas enfermedades contagiosas, los avances en la sanidad pública y en la 
medicina han prevenido o aliviado los sufrimientos causados por muchas otras. La eficien- 
cia de las vacunas y de los programas mundiales de vacunación han eliminado la viruela y 
han reducido significativamente la poliomielitis, mientras que muchas infecciones infantiles 
que antes eran mortíferas -como las paperas y el sarampión- ahora son rarezas en los países 
industrializados ricos. No obstante, aún existen enfermedades infecciosas devastadoras, 
ampliamente distribuidas, como es el caso de la malaria, para las cuales no existen vacunas 
efectivas. 

El desarrollo de fármacos que curan las infecciones en vez de prevenirlas ha tenido un 
extraordinario impacto en la salud humana. Los antibióticos, los cuales destruyen las bac- 
terias, constituyen la clase de fármacos que ha tenido más éxito, La penicilina fue uno de los 
primeros antibióticos utilizados para tratar infecciones que afectaban al hombre, introduci- 
da en los protocolos clínicos justo a tiempo para evitar decenas de miles de muertes a causa 
de las heridas producidas durante el desarrollo de la U Guerra Mundial. Dado que las bacte- 
rias pertenecen a un reino diferente de aquellos organismos a los cuales infectan, buena 
parte de la maquinaria para la replicación del DNA, la transcripción, la traducción y el me- 
tabolismo básico difiere del de su huésped. Estas diferencias permiten hallar fármacos auti- 
bacterianos que inhiben específicamente estos procesos en las bacterias, sin alterar los del 
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Figura 24-43 Modeto recombinatorio que 
explica la evolución de las cepas del virus 
de la gripe que han producido pandernias. * 
El virus A de la gripe es un patógeno natural 
de aves, especialmente de las acuáticas, 

y que siempre ha estado presente en sus 
poblaciones naturales. Antes de 1900, 

el virus de la gripe sólo ocasionaba leves 
patologías en la especie humana y de 
manena ocasional. En 1918 una forma vírica 
especialmente virulenta cruzó la barrera 
entre aves y hurnanos causando una 
epidemia mundial devastadora. Esta cepa se 
designó como H1N1, haciendo referencia a 
sus principales antígenos, hemaglutinina 
(HA o H) y neuraminidasa (NA o N). 

Los cambios originados en el propio virus, 
que lo volvió menos virulento, junta con un 
incremento en la eficacia de la inmmunidad 
adquirida humana, previno la pandemia en 
años sucesivos, aunque las cepas H1N1 de la 
gripe continuaron ocasionando cuadros 
gripales graves tanto en la población anciana 
corno en niños. En 1957 tuvo lugar una nueva 
pandemia cuando las genes que codificaban 
HA y NA fueron reemplazados por genes 
equivalentes procedentes de un virus aviar 
(barras verdes); la nueva cepa (denominada 
H2N2) no podía ser eliminada de manera 
eficaz porlos anticuerpos producidos en 
personas que habían sido infectados 
previamente por la cepa H1N1. En 1968, se 
inició otra pandemia cuando el gen para HA 
(pero no el gen para NA) de la cepa H2N2 fue 
reemplazado por otro procedente del virus 
aviar; la nueva cepa se denorninó H3NZ. En 
1977, hubo un resurgimiento de la gripe 
H1N7, la cual había sido prácticamente 
reemplazada por las cepas M2. La 
información proporcionada por la 
secuenciación sugiere que esta pandemia 
menor fue producida por la liberación 
accidental de cepas víricas que habían sido 
mantenidas en el laboratorio desde 1950, 


Tal como se indica, la mayor parte de la gripe 


actual es producida por las cepas víricas 
HINI y H3N2. 

La práctica avícola implica un estrecho 
contacto entre las personas y grandes 
poblaciones de aves, las cuales pueden ser 
portadoras de diferentes versiones del vinas 
de la gripe, Estos virus aviares pueden causar, 
de manera ocasional, enfermedades que 
resultan fatales para las personas que han 
entrado en contacto directo con las aves 
infectadas (por la denominada gripe avian), 
aunque por el raomento estos vinuz no han 
adquirido la capacidad de diserninarse 
directamente entre las personas. El control 
de estos saltos interespecie, asi como el 
intento de predecir el origen de la próxima 
pandemia de gripe, siguen siendo 
importantes retos en el área de la 
salud pública. 
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huésped. La mayoría de los antibióticos que se utilizan para tratar las infecciones bacteria- 
nas son pequeñas moléculas que inhiben este tipo de procesos en las bacterias, ya que sus 
dianas son enzimas que o son diferentes de sus homólogas eucariotas o están involucradas 
en vías que se hallan ausentes en los humanos, tales como la síntesis de la pared celular (Fi- 
gura 24-44 y Tabla 6-3). 

Sin embargo, la rápida evolución de los agentes patógenos ha provocado que las bacterias 
hayan desarrollado rápidamente una resistencia a los antibióticos. La velocidad de ese desa- 
rrollo es tal que el tiempo que media entre la introducción de un antibiótico y la aparición de 
una cepa resistente al mismo sólo es de unos cuantos años. Un proceso sernejante tiene lugar 
en los virus cuando las infecciones que causan son tratadas con agentes antivirales. Así, por 
ejemplo, la población vírica de una persona infectada con HIV tratada con el inhibidor de la 
transcriptasa inversa AZT, adquiere resistencia al fírmaco al cabo de unos cuantos meses. Los 
protocolos actuales para el tratamiento de las infecciones por HIV incorporan la utilización si- 
multánea de tres fármacos, lo cual minimiza la adquisición de resistencia. 

Las estrategias mediante las cuales los agentes patógenos desarrollan la resistencia a los 
fármacos son tres. En efecto, pueden (1) alterar la diana molecular del fármaco de manera 
que se vuelven insensibles al mismo, (2) producir una enzima que degrade el fármaco o (3) 
evitar el acceso del fármaco a su diana por ejemplo mediante el bombeo activo de dicho fár- 
maco fuera del patógeno (Figura 24-45). 

Cuando el patógeno encuentra una estrategia efectiva de resistencia a los fármacos, los 
nuevos genes, mutados o adquiridos, que confieren la resistencia son diseminados al con- 
junto de la población de patógenos, siendo incluso transferidos a patógenos de otras espe- 
cies que son tratadas con el mismo fármaco. Este es el caso del antibiótico vancomicina, tan 
efectivo como caro, que ha sido utilizado como último recurso para tratar infecciones hos- 
pitalarias resistentes a los otros antibióticos. La vancornicina inhibe una etapa de la síntesis 
de la pared bacteriana al unirse a la cadena naciente de peptidoglicano e impidiendo que 
forme puentes cruzados con otras cadenas (véase la Figura 24-4). La resistencia se puede 
originar cuando la bacteria sintetiza un tipo diferente de pared, utilizando otras subunida- 
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Figura 24-44 Dianas de los antibióticos. 
Aunque existen muchos antibióticos de uso 
clínico, eb abanico de sus dianas, destacadas 
en amarillo, es reducido. Se adjuntan listas de 
los antibióticos más representativos para 
cada clase. Prácticamente todos los 
antibióticos utilizados en el tratamiento de 
las infecciones en humanos están incluidos 
en alguna de estas categorías. La inmensa 
mayoría inhiben la síntesis proteica o la 
síntesis de la pared bacteriana. 


Figura 24-45 Tres mecanismos comunes 
que generan resistencia a antibióticos. 

(A) Las bacterias no resistentes que se hallan 
en contacto con un fármaco (triángulos 
rojos) que se une e inhibe a una enzima 
crítica (verde claro), serán destruidas a 
consecuencia de la inhibición enzimática. 
(B) Las bacterias que presentan una diana 
enzimática modificada, de manera que no 
pueden interaccionar con el fármaco, 


'sobrevivirán y proliferarán. En muchos 
“casos, una mutación puntual en el gen que 


codifica la proteína diana, puede generar la 
resistencia. (C) Las bacterias que expresan 
un gen de resistencia (factor-R) que codifica 
una enzima (verde oscuro) que degrada o 
modifica covalentemente el fármaco, 
sobreviwirán y proliferarán. Así, por ejemplo, 
algunas bacterias resistentes producen beta- 
tactamasa, la cual degrada la penicilina y 
otras compuestos sirnilares. (0) Otras 
bacterias resistentes expresan o activan 
bombas que expulsan el fármaco fuera del 
citoplasma bacteriano, utilizando para ello 
energía procedente del ATP o del gradiente 
electroquímico que se produce a través de 
sus membranas, Algunas bombas que 
extraen el fármaco, como Terf que confiere 
resistencia a la tetraciclina, son específicas 
para un solo fármaco. Otras, sin ernbargo, 
denominadas bombas de resistencia a 
múltiples fármacos (MOB), son capaces 

de exportar una amplia vañjledad de fármacos 
no relacionados estructuralmente, lo que 
conduce a la adquisición por la bacteria 

de resistencia a un gran número de fármacos 


en una sola vez. 
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des que no se unen a la vancomicina. La forma más importante de resistencia a la vancormi- 
cina depende de un transposón que contiene siete genes, los productos de los cuales actúan 
de forma conjunta detectando la presencia de vancormicina, deteniendo la vía habitual de 
síntesis de la pared bacteriana y generando otro tipo de pared. Aunque la conjunción de los 
siete genes en un único transposón ha debido representar un difícil paso evolutivo do certi- 
Éca el que hayan sido necesarios quince años para lograrlo), actualmente el iransposón es 
bhansferido fácilmente a otras especies de bacterias patógenas. 

¿De dónde proceden los genes de resistencia alos fármacos? En ocasiones, cuando las 
bacterias están bajo presión selectiva corno consecuencia de la exposición a los fármacos, 
los genes de resistencia alos fármacos se originan por mutación espontánea y se diseminan 
dentro de la población. Sin exnmbargo, en muchos casos aparecen en un genoma patógeno 
como nuevos segmentos de DINA adquiridos mediante transferencia horizontal, con fre- 
cuencia transportados por transposones o plásmidos con capacidad de replicación. A dife- 
rencia de las células eucariotas, las bacterias intercambian habitualmente material genético 
a través de la frontera que representa la especie. 

Parece que con frecuencia los genes de resistencia a fármacos adquiridos por transfe- 
rencia horizontal proceden de reservorios arabientales, donde tienen ua importante papel 
en la competencia entre los microorganismos, La práctica totalidad de los antibióticos utili- 
zados actualmente en el tratamiento de enfermedades infecciosas no son productos sintéti- 
cos obtenidos por químicos, si no que muy al contrario, la mayoría de ellos son productos 
naturales producidos por hongos y bacterias. Así la penicilina es producida por el hongo 
Penicillium y más del 50% de los antibióticos utilizados en la práctica clínica habitual son 
producidos por las bacterias Gram-positivas del género Sireptomyces. Se supone que estos 
microorganismos producen compuestos antimicrobianos que utilizan come armas en su 
competencia con otros microorganismos en el medio ambiente. Probablemente, muchos 
de estos compuestos han existido en la Tierra desde hace cientos de millones de años, tiern- 
po suficiente corno para que otros microorganismos, así como los propios organismos que 
producen antibióticos, hayan desarrollado mecanismos de resistencia. Análisis no sesgados 
de bacterias procedentes de muestras de suelos, que nunca han estado expuestas a antibió- 
ticos de manera expresa, muestran que las bacterias ya son resistentes a siete u ocho antú- 
bióticos utilizados en la práctica clínica. Cuando los microorganismos patógenos hacen 
Íente a lu presión selectiva que constituyen los tratarnientos antibióticos pueden surtirse, 
aparenternnente, de esta fuente universal e inagotable de material genético para adquirir re- 
sistencia. 

Cormno en tantos otros aspectos de las enfermedades infecciosas, el problerna ocasionado 
por la resistencia a los fármacos ha sido amplificado por el comportamiento humano. Mu- 
chos pacientes toman antibióticos para tratar enfernedades de origen vírico, corno gripe, 
resfriados, faringitis y otitis, para las que no son efectivos. El uso de antibióticos de manera 
crónica e inadecuada puede al final provocar la adquisición de resistencia por parte de la 
ora normal, la cual posteriormente puede ser transferida a los patógenos. Así, por ejemplo, 
de este modo se originaron diversos brotes de la diarrea infecciosa causada por Shigella flex- 
nerí, caracterizados por su resistencia a los antibióticos, El problerna es particularmente grave 
en países en los que los antibióticos pueden obtenerse sin receta médica, como es el caso de 
Brasil, donde más del 80% de las cepas de $. flexnerí obtenidas de pacientes infectados son re- 
sistentes a cuatro o más antibióbcos. : . 

Los antibióticos también son utilizados de forma indebida en la práctica agropecuaria, 
donde constinijen aditivos habituales de la alirmentación de los animales para asegurarse 
un crecimiento saludable de los mismos. Así, existe un amplio consenso con respecto a que 
la utilización en Europa de un antibiótico estrechamente relacionado con la vancormicina, 
como adirivo en la alimenteción del ganado, desarrolló una resistencia en la fora normal de 
los animales y ésta podría constitudr uno de los orígenes de las bacterias resistentes a la van- 
comicina que acualmente amenaza la vida delos pacientes hospitalizados, 

Dado que la adquisición de resistencia a los antibióticos es inevitable, resvlta crucial el 
desarrollo continuo de nuevos tratarmientos para las enfermedades infecciosas. Tarmbién de- 
beríamos intentar rebasar de algún modo la aparición de la resistencia a los fármacos, 


Resuraen 


Todos los agentes patógenos comparten la capacidad de interactuar con las células huésped de rnodo 


que facilicen tanto st proliferación como su diserninación, siendo estas interacciones jusésped-pa- 
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tógeno de diversa naturaleza. A menudo, los agentes patógenos colorizan el huésped adhiriéndose o 
invadiendo directamente los epitelios que limitan los tractos respiratorio, gastrointestinal y urinario, 
así como otras superficies que se encuentran en contacto directo con el ambiente externo. Los pató- 
genos intracelulares, como vinus y la mayoría de bacterias y protozoos, invaden las células huésped 
proliferando en el interior de las mismas, siendo infectadas por medio de diversos mecanismos. Así, 
los virus utilizan sobre todo la endocitosís mediada por receptor mientras que las bacterias aprove- 
chan los mecanismos de adhesión celular y de fagocitosis; en ambos casos, la célula huésped pro- 
porciona la maquinaria y la energía necesarias. Por el contrario, los protozoos utilizan estrategias 
invasivas particulares que, en general, requieren de un gasto energético por parte del invasor Una 
vez en el interior celular, los patógenos buscan un compartimiento celular que sea favorable para su 
proliferación, alterando, frecuentemente, el tráfico de membranas y utilizando el citoesqueleto de la 
célula huésped para desplazarse por el interior de la célula. Los agentes patógenos, adernás de alte- 
rar el comportamiento de sus células, también alteran el comportamiento del individuo huésped 
favoreciendo su diseminación a un nuevo huésped. Además, los patógenos evolucionan tan rápido 
que, mientras aparecen nuevas enfermedades, los antiguos patógenos adquieren nuevas capacida- 
des para evadirse de los intentos para tratarlas, prevenirlas y erradicarlas. 


EL SISTEMA INMUNITARIO INNATO 
Y LAS BARRERAS FRENTE A LA INFECCIÓN 


La población humana está expuesta a millones de patógenos, a través del contacto, la inges- 
tión y la inhalación. Nuestra capacidad para evitar infecciones reside, en buena parte, en el 
sisterna inmunitario adquirido [se describe en el Capítulo 25), el cual recuerda encuentros 
previos con determinados patógenos, destuyéndolos de manera específica o eliminándolos 
cuendo se produce un nuevo ataque. Pero estas respuestas inmunitarias adquiridas se desa- 
rrollan muy lentamente durante la primera exposición a un nuevo patógeno, ya que los clones 
especificos de linfocitos B y T con capacidad para responderie tienen que activarse y proliferar. 
En cualquier caso, es necesaria una semana como mínimo para que la respuesta sea efectiva. 
Por el contrario, una bacteria que tenga un período de duplicación de 1 hora, en un solo día 
puede producir una progenie de casi veinte millones de individuos, es decir, desarrollar una 
infección completa. Por lo tanto, durante las críticas primeras horas y días de exposición a un 
nuevo patógeno, dependemos de nuestro sistema inaunitario janato para protegernos de 
las infecciones, Tal como se describirá en el Capítulo 25, también dependernos de nuestro sis- 
tema inmunitario innato para activar las respuestas inmunitarias adquiridas. 

Las respuestas inmunitarias innatas no son específicas para un determinado patógeno 
corno sí lo son las respuestas adquiridas. De manera general, existen tres líneas de defensa 
jomunitaria innatas que pueden prevenir la infección o bloquearla antes de que sea necesa- 
río el concurso del sisterna inmunitario adquirido. Las primeras son las barreras físicas y quí- 
raicas que impiden el fácil acceso de los microorganismos al interior de nuestro organismo. 
Éstas incluyen la gruesa capa de células muertas queratinizadas que forman la superficie de 
nuestra piel, las uniones estrechas entre las células epiteliales, el pH ácido del estómago y los 
cormponentes de las capas de moco que inhiben su colonización o incluso matan las bacte- 
rías patógenas. La Bora normal también participa en la protección de las superficies corpo- 


rales contra los invasores ya que, al competir por el mismo nicho ecológico, se limita la 


colonización de dichas superficies. 

La segunda línea de defensa innata está formada por las respuestas celulares intrínsecas 
mediante las que una célula reconoce que ha sido infectada y emprende acciones para ma- 
tar o inactivar al invasor. Asi, la mayoría de las células que han endocitado una bacteria me- 
diante un proceso de fagocitosis inducido por el patógeno (véase la Figura 24-26) dirigen de 
manera inmediata al fagosora hacia su fusión con un lisosoma, exponiendo así al microor- 
garúsimo invasor a un ahuvión de enzimas digestivas. Otro antiguo mecanismo de defensa 
intrínseco esla habilidad que poseen las cétulas huésped para degradar RNA de doble cade- 
na, el cual es un intermediario cornún en la replicación vírica. Las células infectadas pue- 
den incluso degradar cualquier RNA de cadena sencilla que coraparta secuencia con el de 
doble cadena. Este mecanismo no sólo sirve como una efectiva defensa contra muchas de 
las infecciones víricas, sino que también permite a los biólogos celulares manipular la ex- 
presión génica mediante la técnica de RNA de interferencia (RIVAL). 

La tercera línea de defensa depende de un conjunto especializado de proteínas y célu- 
las fagocitarías que reconocen elemento: Os patógenos que se han conservado y resultan 
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rápidamente activadas, colaborando enla destrucción de los invasores. Entre ellas se hallan 
las células fagocitarias profesionales tales como neunrófilos, macrófagos, células citotóxicas 
naturales y el sisterna del complemento. Mientras que el sisterna inrmunitario adquirido se 
originó hace menos de 500 millones de años y sólo lo presentan los vertebrados, las res- 
puestas innatas son operativas tanto en vertebrados, como en invertebrados y plantas, sien- 
do similares los mecanismos básicos que las regulan. Tal como se explica en el Capítulo 25, 
las respuestas innatas de los vertebrados son un requisito para la activación de las de tipo 
adquirido, produciendo moléculas de señalización extracehulares que facilitan la activación 
del sistema inmunitario adquirido. 


Los epitelios y las defensinas colaboran en la prevención 
de las infecciones 


En los vertebrados, tanto la piel como otros epitelios, incluyendo los que revisten los tractos 
respiratorio, intestinal y urinario (Figura 24-48), constituyen una barrera física entre el inte- 
rior del organismo y el rauudo exterior, Una capa de moco aporta una protección adicional 
a tas superácies epiteliales interiores contra las agresiones de origen microbiano, mecánico 
o químico. Incluso la piel de muchos anfibios y peces también está cubierta por una capa de 
moco. Este recubrimiento viscoso, constituido por mucinas y glucoproteínas de secreción, 
dificulta físicamente la adhesión de los patógenos al epitelio. También facilita la eliminación 
de los patógenos mediante los cilios de los epitelios vibrátiles (descrito en Capítulo 23). 

La capa de moco también contiene productos que matan a los agentes patógenos o in- 
hiben su proliferación. Entre los más abundantes se encuentran los péptidos antimicrobia- 
nos, denominados defensinas, los cuales se encuentran en todos los animales y plantas. En 
general, son pequeños (entre 12 y 50 aminoácidos), están cargados positivamente y con- 
úenen dominios hidrofóbicos o anfipáticos. Constituyen una familia heterogénea con un 
amplio espectro de actividad antimicrobiana, la cual incluye la capacidad para destruir o 
inactivar tanto bacterias Gram-negativas y Grarn-positivas, come hongos (incluidas levadu- 
ras), parásitos (como protozoos y nematodos) e incluso virus con envoltura como el HIV Las 
defensinas también constituyen las proteínas más abundantes de los neutrófilos (véase más 
adelante), los cuales las utilizan para destruir los patógenos que han fagocitado. 
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Figura 24-46 Defensas epiteliales contra 
la infección por microorganismos. 

(A) Corte transversal de intestino delgado 
hurnano que suestra tres vellosidades. 

Las células caliciformes que secretan moco 
se tiñen en color magenta. La capa de moco 
protector cubre las superficies expuestas de 
estas células, en cuya base se encuentran 
las criptas, hagas de proliferación de 

las células epiteliales. (B) La imagen 
arnplificada de una cripta teñida permite 
observar dos gránulos de las cálulas de 
Paneth lescarlata). Estos céhilas secretan 
ala luziotestinal grandes cantidades 

de defensinas y otros tipos de péptidos 
antimicrobianos. (B, por cortesia de 

HG. Burkití, de PA Wheater, Funciianal 
Histology, 22 ed. Londres: Churchill 
Livingstone, 1987.) 
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Todavía se desconoce el nodo concreto en que las defensinas destruyen a los patóge- 
nos. Una posibilidad es que utilicen sus dominios hidrofóbicos o anfipáticos para insertarse 
en la membrana de sus víctimas y provocar una discontinuidad en estas membranas. Parte 
de la selectividad que muestran por los patógenos con respecto a las células huésped reside 
en su preferencia por membranas carentes de colesterol. Tras la ruptura de la membrana del 
patógeno, los péptidos cargados positivamente pueden interaccionar con dianas del pató- 
geno cargadas negativamente, como podría ser su DNA. Además, dada la naturaleza poco 
específica de la interacción que se produce entre los péptidos antimicrobianos y los micro- 
organismos diana, resulta difícil para los patógenos adquirir resistencia contra ellas. De este 
modo, las defensinas y otros péptidos antimicrobianos pueden constituirse como útiles 
agentes terapéuticos para combatir las infecciones, ya sea solos o en combinación con otros 
fármacos más tradicionales. 


Las células humanas reconocen características que se encuentran 
conservadas en los patógenos 


En algunas ocasiones, los microorganismos rompen la continuidad epitelial. En este caso, 
los sistemas inmunitarios innato y adquirido han de reconocerlos y destruirlos sin dañar al 
huésped. En consecuencia, estos sistemas han de reconocer aquello que es propio de lo que 
xo lo es. En el Capítulo 25 se describe cómo realiza esta diferenciación el sistema immu- 
nitario adquirido. Por su parte, el sisterna innato está basado en el reconocimiento de tipos 
específicos de moléculas que son comunes entre numerosos patógenos, pero que se en- 
cueniran ausentes en el huésped. Estas moléculas asociadas alos patógenos [denominadas 
inmunoestimulantes asociados a patógenos o a microorganismos) desencadenan dos pos 
de respuestas innatas, las respuestas inflamatorias (tratadas más adelante) y la fagocitosis 
que llevan a cabo fagocitos profesionales (macrófagos y neutrófilos) y células dendríticas, Los 
cuales activan los linfocitos Y pertenecientes al sistema inmumitario adquirido. Tanto las res- 
Puestas inflarnatorias como las fagocíticas se producen muy rápido, aun en el caso en el que 
el huésped no haya estado nunca en contacto con un determinado patógeno. 

Los inovsmoestirmiantes asociados a microorganismos son de diferentes tipos. La ma- 
yoría de ellos no son exclusivos de patógenos sino que también se encuentran en numerosas 
bacterias, tanto nocivas corno inocuas. El inicio de la traducción bacteriana se diferencia del 
delos eucariotas en que corao prxner aminoácido utilizan la metionina formilada en lugar de 
utilizar metionina no modificada. Por consiguiente, cualquier péptido que tenga formilme- 
tíonina en el extrerno amino tiene que ser de origen bacteriano. Los péptidos que contienen 
formilmetdonin: imioatrayentes para los neutrófilos, los cuales 
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Figura 24-47 Estructura del lipopotisacárido 
(LPS). A la izquierda, estructura tridimensional 
de la molécula de LPS, mostrando las colas 
de los ácidos grasos en amarillo y los glúcidos 
en azul. La estructura molecular de la región 
basal de LPS se representa detalladamente 

a la derecha. El anclaje a la membrana está 
constituido por dos residuos de glucosamina 
enlazados, a los que se unen tres grupos 
fosfato y seis ácidos grasos. Andada a esta 
estructura se encuentra una larga cadena 

de carbohidratos que está a menudo 
ramificada. El esquema muestra el tipo 

de LPS más sencillo que permite vivir a £. coli 
tiene una cadena detan sólo dos residuos 
atucídicos idénticos (ácido 3-desoxi-p- 
manooctulosónico). Las bacterias Gram- 
negativas salvajes también presentan, en el 
punto señalado por la fecha, un núcleo de 
oligosacárido compuesto por 8-12 residuos y 
un largo polisacárido, antígena O, constituido 
por una secuencia glucídica rauy repetida 
(hasta 40 veces), Los azúcares que fannan 

el núcdeo de oligosacáridos y el polisacárido 
gue constituye el antígeno O verían entre las 
diferentes espedes bacterianas e, incluso, 
entre cepas de ta misma espede. Todas las 
formas de LPS estimulan intensamente 

las respuestas inmunitarias innatas, 
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migran rápidamente a la fuente de estos péptidos y fagocitan a las bacterias que los pro- 
ducen (véase la Figura 16-101). 

Además, la superficie exterior de muchos microorganismos está compuesta de molé- 
culas que no existen en sus huéspedes pluricelulares, por lo que estas moléculas también 
actúan como inmunoestirnulantes. Entre ellas se encuentran el peptidoglucano de la pared 
celular, los flagelos bacterianos, el lipopolisacárido (LPS) de las bacterias Gram-negativas 
(Figura 24-47) y los ácidos teicoicos de las Gram-positivas (véase la Figura 24-4B). Bajo es- 
ta denominación también se incluyen diversas moléculas de las paredes de los hongos como 
mananos, glucanos y quitina. Finalmente, debe tenerse en cuenta que nunerosos parásitos 
eucariotas presentan componentes únicos en su merabrana que también achían como in- 
munoestimulantes, corno es el caso del glicosilfosfatidilinositol en Plasmodium. Con objeto 
de evitar provocar respuestas inmunitarias innecesarias, el huésped tiene que ser capaz de 
distinguir entre los inmmunoestimmulantes asociados a microorganismos producidos por 
patógenos y las moléculas muy parecidas o idénticas producidas por la fora normal En 1ma- 
chos casos, la diferencia en la concentración de los inrmunoestimulantes puede ser suficiente. 
Así, bajas concentraciones crónicas pueden ser detectadas por el sistema inmunitario pero 
no provocan ninguna reacción, mientras que incrementos súbitos en las mismas o la apari- 
ción de inmunoestimulantes en regiones del organismo habitualmente estériles pueden 
provocar una respuesta inmunitaria innata. 

£demás, cortas secuencias de los DNA bacteriano o vírico también actúan en este mis- 
mo sentido. El responsable de este hecho es un “motivo CpG”, que consta del dinucleótido 
no metillado CpG flanqueado por dos residuos de purina en 5” y dos de pirimidina en 3”. Es- 
tasecuencia es al menos 20 veces menos frecuente en el DNA de vertebrados que en el DNA 
bacteriano 0 vírico, y puede activar las respuestas immnunitarias lanatas. 

Los diferentes tipos de inmunoestimulantes asociados a los microorganismos, con fre- 
cuencia se encuentran formando patrones repetitivos; por este motivo, en general se 
denominan patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP: pathogen-associated mole- 
cular patterns). Estos patrones son reconocidos por diversos tipos de receptores específicos 
del huésped, que, colectivamente, se denominan receptores de reconocimiento de patrón. 
Incluyen receptores solubles plesmátcos (p. ej., componentes del sisterna del complemen- 
to, que serán tratados más adelante), así como receptores de znembrana, tanto externos ce 
mo internos (que incluyen miembros de la farnilia de los receptores hornólogos a Toll, los 
cuales también serán tratados posteriormente). Los receptores celulares cumplen dos fum- 
ciones: inician la fagocitosis del patógeno y activaa un programa de expresión génica en la 
célula huésped que estimula la producción de respuestas inmnunitarias inmatas. Por su parte, 
algunos de los componentes del complemento también participan en la fagocitosis del pa- 
tógeno y, en algunos casos, en su destrucción directa, tal corno se describe a continuación. 


La activación del complemento dirige a los patógenos 
hacia su fagocitosis o su lisis 


El sistema de compleraento está compuesto por unas 20 proteínas solubles que interaccio- 
nan entre sí, son sintetizadas por el hígado y circulan por la sangre y el medio extracelular, La 
mayoría de ellas se encuentran inactivas hasta que son estimuladas por ina infección. Drl- 
ginalmente se describieron por su capacidad para amplificar y “complementar” la acción de 
los anticuerpos, aunque algunos de los conoponentes del complemento también son peoep- 
tores de reconocimiento de patrón y son activados de forma directa por inmmunocesticiulan- 
tes asociados a microorganistios. 

Los componentes tempranos del complemento sondos primeros en ser activados. Se dis- 
tuibuyen en tres grupos que se asocian con las tres vías que se han descrito para la activación. 
del complemento: la vía clásica, la vía de las lectinas y la vía alternativa. Los coraponentes 
tempranos de las tres vías actúan de forma local activando a C3, el cual es el componente 
central del cormplemento (Figuera 24-48). Los individuos que presentan deficiencia de C3 es- 


tán sujetos a repetidas infecciones bacterianas. Estos componentes tempranos son proenzi- 


mas que deben ser activadas por escisión proteolítica. La escisión de cada una de las 

proenzimas de la serie activa a la siguiente y genera una serína proteasa, la cual escindira la 

siguiente proenzima y así sucesivamente. Dado que cada enzima, una vez activada, escinde 

pumerosas moléculas de la siguiente proenzima, la activación de los coraponentes tenipra- 
: ásterna pxoplificador, es dede, una cascada proteolítica. 
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Muchas de estas escisiones proteolíticas liberan un pequeño fragmento capaz de atraer 
células fagocitarias como neutrófilos y un fragmento mayor que se une a la membrana. La 
unión de este fragrnento a la membrana de un patógeno facilita la activación de la siguiente 
reacción de la cadena. De este modo, la activación del complemento está restringida, bási- 
camente, á la superficie celular donde se inició. El fragmento mayor de C3, denominado 
C3b, se une de manera covalente ala superficie del patógeno, donde recluta fragmentos pro- 
teolíticos de C2 y C3 formando un complejo proteolítico (C4b, C2b, C3b) que cataliza las si- 
guientes etapas de la cascada del complemento. Los mismos receptores específicos de las 
células fagocitarias que incrementan la capacidad de estas células para fagocitar los patóge- 
nos también reconocen C3b. Además, los linfocitos B también pueden reconocer C3b, ra- 
zón por la cual los patógenos a los que se ha unido C3b son especialmente eficientes en 
estimular a los linfocitos B para la producción de anticuerpos (tratado en el Capítulo 25). El 
fragmento pequeño de (3, denominado C3a, así como fragmentos de C4 y C5 (véase la Fi- 
gura 24-48), actúan de forma independiente como señales solubles que estimulan una res- 
puesta inflaroatoria, ya que reclutan en el lugar de la infección a fagocitos y Hinfocitos. 

La vía clásica es activada por anticuerpos IgG o IgM (se describe en el Capítulo 25) que 
se encuentran unidos ala superficie de un microbio. La proteína que inicia la segunda vía de 
activación del complemento, denominada lectina de unión a mananos, es una proteína 
sérica que forma complejos de hasta seis dominios de reconocimiento de glúcidos unidos a 
una estructura central, homóloga al colágeno. Este conjunto se une especificamente a los 
residuos de rnanosa y fucosa que están a distancias y en disposiciones características en las 
paredes de las bacterias, de manera que pueden ser reconocidos al mismo tierapo por tados 
los dominios, constituyendo un buen ejemplo de un receptor de reconocimiento de patrór 
Estos procesos de unión que suceden en las vías clásica y dependiente de lectina provocan el 
reclutamiento y la activación de los componentes tempranos del complemento. A menudo, 
algunas de las moléculas de la superficie de los patógenos activan la vía alternativa, que 
también puede ser activada por las vías clásica y la dependiente de lectinas, dando lugar a un 
bucle de retroalimentación positiva que amplifica los efectos de estas dos últimas, 

Las células huésped producen varias proteínas y modifican su superficie evitando que 
la reacción del complemento tenga lugar sobre su propia superficie. La más importante de 
ellas es la incorporación de ácido siálico, un constituyente común de glucoproteínas y glu- 
colípidos de la superficie celular. Dado que por lo general los patógenos carecen de estos 
componentes, son identificados para su destrucción, mientras que las células del huésped 
son ignoradas. Sin embargo, al menos un patúgeno, Neissería gonorrhoeae, agente causal de 
la gonorrea, enfermedad de transmisión sexual, ha desarrollado esta capacidad autoprotec- 
tora del huésped. Rodeándose de una capa de ácido siálico, queda protegido frente a la acti- 
vación del sistema de complemento. 

Los fragmentos C3b, producidos por cualquiera de las tres vías, na vez inmovilizados 
sobre una membrana, inician una cascada de reacciones que conducen al ensamblaje de los 
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Figura 24-48 Etapas principales de 

la activación del complemento por las 

vías clásica, de las lectinias y alternativa. 

Por cualquiera delas tres vías, la acuvación 
del complemento tiene lugar en la superficie 
de un microorganismo invasor, como por 
ejemplo una bacteria, lo que ocasiona la 
escisión de CA, Los factores C1-C9, lectina 

de unión a mananos (MBL), la serina proteasa 


“asociada a MBL(MASP) y los factores B y D, 


constituyen los componentes esenciales 
del sistema de complemento, mientras que 
otros factores denen un papel regulador, 
Los componentes tempranos se incluyen en 
flechas grises, mientras que los más tardíos 
se muestran en las flechas marrones. 
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cornponentes tardíos y la formación de los complejos de ataque a la membrana (Figura 
24-49), Estos complejos se ensamblan en la membrana del agente patógeno cerca del lugar 
de activación de C3, formando un poro que la atraviesa, el cual es visible mediante el micros- 
copio electrónico tras un contraste negativo (Figura 24-50). Por esta razón, además de 
perturbar la estructura de la bicapa lipídica, incrementan la permeabilidad de la membrana 
y, en algunos casos, pueden producir la lisis bacteriana, asenejándose así a las defensinas. 

Las propiedades autoamplificadoras, inflamatorias y destructivas de la cascada del 
complemento, hacen necesario que los componentes clave, una vez activados, sean desac- 
tivados con rapidez de manera que su ataque no se extienda a las células vecinas. Este pro- 
ceso de inactivación se produce, como mínimo, de dos maneras. En primer lugar, unas 
proteínas inbibidoras específicas que se encuentran en el plasma o en la superficie de las 
células huésped detienen la cascada, uniéndose o escindiendo proteolíicamente algunos 
de los componentes activados. En segundo lugar, muchos de los componentes de la casca- 
da son inestables, de manera que pasan rápidamente a un estado inactivo, a menos que se 
unan de inmediato a Un componente apropiado del complemento dentro de la cascada o a 
una membrana próxima. 


Las proteínas homálogas a Toll y las proteínas NOD 
constituyen una antigua familia de receptores 
de reconocimiento de patrón 


Muchos de los receptores de reconocimiento de parrón que en manuúferos son responsables 
de desencadenar las respuestas inmunitarias inuaras frente a los patógenos pertenecen a la 
familia de receptores homólogos a Toll (VLR: Toll-Hike receptors). En Drosophila, Tol es una 
proteína transmembrana con un gran dominio extraceldar, compuesto por repeticiones de 
secuencias ricas en leucina (véase la Figura 15-82). Originalmente Toll fue identificada corno 
una proteína involucrada en el establecimiento de la polaridad dorso-ventral enlos embrio- 
nes de la mosca en desarrollo (descrito en Capítulo 22). Sia embargo también está involu- 
crada en la resistencia que presenta la mosca adulta a las infecciones de origen fíngico. 
Cuando una mosca queda expuesta a un hongo patógeno, la vía intracelular de trausduc- 
ción de la señal generada a partir de Toll provoca la translocación de NFxB al interior del nú- 
cleo (descrito en el Capítulo 15), donde activa la transcripción de diversos genes, incluyendo 
los que codifican las defensinas antifúngicas. Las repeticiones ricas en leucina que se en- 
cuentran en las moléculas Toll y TLA constituyen rnotivos estructurales versátiles, rauy útiles 
para la umión a una gran variedad de ligandos. Aparte de su papel en el reconocimiento de pa- 
tógenos, tento en animales como en plantas, las proteínas que poseen estas repeticiones ri- 
cas en leucina participan en la transducción de señal, en la reparación del DNA y en la 
adhesión tanto intercehidar corno con la matiz excracelular. 

Los humanos disponemos como mínimo de 1J0OTLE, algunos de los cuales desempeñan 
un ivaportante papel en el reconocimiento por parte del sisterma inmunitario innato de in- 
pmmoestimaulantes esociados a microorganismos producidos por bacterias, virus, hongos y 
parásitos. Diferentes ligandos activan diferentes TLR: por ejemplo, TLR4 reconoce el LPS ca- 
racterdistico de las bacterias Grarm-negatívas, onientcas que TLR9 reconoce las secuencias 
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Figura 24-49 Ensambiaje de los 
componentes tardíos del complemento, 
que da lugar a la formación del complejo 
de ataque a la membrana. El componente 
C3b producido por cualquiera de las tres 

vías activadoras del complemento, es 
inmovilizado en la membrana, donde 

recluta C4b y C2b formando lin complejo 
proteolítico, A continuación, este complejo 
escinde el primero de los componentes 
tardíos, C5 y da lugar a los fragmentos C5a (no 
mostrado) y C5b. Este último continúa unido 
débilmente a (3b (no se muestra), pero se 
ansambla rápido con C6 y €? dando lugar a 
(567, que permanece firmemente unido a la 
membrana a través de C7, como muestra la 
figura. La unión de una molécula de C9 a 
C5678, induce un cambio en la conformación 
en C9 que acaba por exponer una región 
hidrofábica, la que provoca la inserción de 
C9 en la membrana de la célula diana. Este 
praceso da inicio a una reacción 

en cadena, en la que la rrolécula C9 
modificada capta Una segunda molécula CO, 
ta cual hará lo propio con una tercera, y así 
sucesivamente. De este modo una cadena de 
moléculas C9 formará un gran poro 
transmembrana. 
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Figura 24-50 Electromicrografías de contraste 
negativo, obtenidas con el microscopio 
efectrónico de transmisión, que muestran 
las alteraciones producidas por el sistema 
de complemento en la membrana de un 
eritracita, El poro se abserva frontalmente en 
(A)y longitudinalrmente en (8), mostrando la 
morfología de un conal transmerabrana. La sal 
metálica del contreste negativo lena el canal, 
porto que éste se observa de color negro, 
Este hernatle ha sido sensibilizado de manera 
deliberada para hacerlo susceptible a la disis 
porel coroplemento (De E Dourmashkin, 
linrrminolos 2,1978, Conta 
autorización ell Publishing.) 
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dríticas y neutráfilos, así como en la superficie de los epitelios que recubren los tractos res- 
piratorio e intestinal. Otros, por el contrario, están asociados con membranas intracelulares 
donde detectan patógenos intracelulares. Los TLR actúan como sistemas de alarma que 
alertan alos sistemas inmmunitarios innato y adquirido de que se está preparando una infeo- 
ción. En mamiferos, activan diversas vías de señalización, las cuales activan la transcripción 
de centenares de genes, especialmente los que promueven respuestas inflamatorias (descri- 
tos más adelante) y colaboran en la inducción de las respuestas inmmnunitarias adquiridas 
(Figura 24-51). 

Una segunda familia de receptores de reconocimiento de patrón es exclusivamente in- 
tracelular. Se denominan proteínas NOD y también disponen de motivos repetitivos ricos 
en leucina. Aunque en términos funcionales son similares a los TLR, reconocen un conjun- 
to diferente de ligandos, incluidos algunos componentes de la pared bacteriana. Las dife- 
rentes formas alélicas de NOD y de TLR que expresa un individuo son determinantes en 
cuanto a la sensibilidad que presentará dicho individuo frente algunas enfermedades infec- 
ciosas. Así, por ejemplo, determinados polimorfismos de TLR4 y de TLRS muestran una 
correlación con la susceptibilidad frente a Legionella pneumophila, mientras que los míern- 
bros de familias que expresan un determinado alelo de NOD2 tienen una mayor probabili- 
dad de padecer la enfermedad de Croha, una patología inflamatoria del intestino delgado 
que parece ser inducida por una infección bacteriana. 

Las proteínas relacionadas con Toll, TLR y NOD están aparentemente implicadas en la 
inrounidad innata de cualquiera de los organismos pluricelulares. En las plantas, unas pro- 
teínas con repeticiones ricas en leucina y dominios homólogos a la región citoplasmática de 
TLR son necesarias para proporcionar resistencia a las plantas frente a patógenos, ya sean de 
origen fúngico, bacteriano o vírico (Figura 24-52). Parece que al menos dos familias de pro- 
teínas que forman parte del sistema inmunitario innato las defensinas y los TLR/NOD-son 
rauy antiguas desde un punto de vista evolutivo, anteriores quizás a la separación entre ani- 
males y vegetales que tuvo lugar hace mil millones de años. Su conservación a lo largo de la 
evolución subraya la importancia de estas respuestas inmunitarias innatas en la defensa 
contra microorganismos patógenos. 


Las células fagocitarias detectan, endocitan y destruyen 
alos agentes patógenos 


En todos los animales, ya sean vertebrados o invertebrados, el reconocimiento de los micro- 
organismos invasores se produce con rapidez y viene acompañado por la endocitosis de es- 
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Figura 24-51 El lipopolisacárido (LPS) corr 
activador de macráfagos. El lipopolisacáric 
se une a la proteína de unión a LPS (LBP), er 
la sangre, tras lo cual el complejo se une al 
receptor CD14 que está unido a la membra 
del macrófago a través de GPL El complejo 
ternaño activa el receptor homólogo a Tol 
(TLURA) el cual, a su vez, actbra muchas vías 
de señalización, Como resultado de ello, al 
fnenos se activan cuatro genes que codifica 
proteínas reguladoras: NFKB, el complejo 
APA formado por Jun y Fos y dos factores 
reguladores del interferón, ¡RF3 e IRES. 

Esta potente y multifacética respuesta 
transeripcional tiene coro resultado la 
producción de citoquinas proinflamatorias, 
como las quimioguinas, que reclutar varios 
leucocitos hacia los lugares donde tiene 
lugarla activación de los macrófagos, lo qu 
es rellejo del importante peligro que perdi 
sn mecrófago cuando se encuentra con un 
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tos microorganismos por las células fagocitarías. Sin embargo, los vegetales carecen de este 
tipo de respuesta inmunitaria innata. En vertebrados, los macrófagos son fagocitos profesio- 
nales que residen en cualquiera de los tejidos del organismo y son especialmente abundan- 
tes en aquellas regiones en las que son más probables las infecciones, como por ejemplo los 
tractos respiratorio e intestinal. Un elevado número de ellos también se localiza en los teji- 
dos conjuntivos, así como en el hígado y en el bazo. Estas longevas células rastreanlos teji- 
dos y son de las primeras en detectar la presencia de microorganismos invasores. En los 
vertebrados, los neutrófilos constituyen el segundo tipo de células fagocitarias profesionales. 
En contraste con los macrófagos, son células de vida corta y muy abundantes en sangre pe- 
ro no enlos tejidos sanos. Son rápidamente reclutados a los lugares de infección por macró- 
fagos activados, por moléculas como péptidos que contienen metionina formilada liberadas 
por los propios patógenos, así corno por fragmentos del sistema de complemento. Los neu- 
trófilos pueden detectar quimioatrayentes derivados del complemento a concentraciones 
tan bajas corno de 1071 M, 

Tanto los macrófagos como los neutrófilos expresan gran diversidad de receptores ce- 
Iulares que los capacitan para reconocer y endocitar a los patógenos. <TGTA> Entre ellos 
se encuentran los receptores TLR, receptores de los anticuerpos producidos por el sistema 
inmunitario adquirido, así como también receptores para el componente C3b del comple- 
mento. La unión a cualquiera de estos receptores estimada la polimerización de actina en el 
lugar donde ha quedado anclado el patógeno y facilita tanto el cerco del mismo por la 
membrana plasmática, como su endocitosis y la formación de un fagosoma que lo contie- 
ne (Figura 24-53). Aunque algunas bacterias pueden inducir a ciertas células del huésped, 
como las epiteliales, a que las fagociten como un mecanismo de infección celular (véase la 
Figura 24-25), por la general la fagocitosís por un macrófago o por un neutrófilo conlleva la 
muerte del patógeno ingerido. Coro se podría esperar, algunos patógenos utilizan meca- 
nismos específicos para evitar la fagocitosis por macrófagos o neutrófilos. Una de las es- 
Trategías utilizadas es la secreción de una capa de polisacáridos denominada cápsula, 
gruesa y viscosa, la cual bloquea el acceso de los elermentos del coraplemento a la superá- 
cie celular, constituyendo además un obstáculo para su fagocitosis, Otra estrategia utiliza- 
da, por ejemplo por Yersinia pestis (la bacteria causante de la plaga), es la liberación de una 
toxina en el interior del macrófago mediante un sisterna de secreción de tipo Il (véase la 
Figura 24-8), la cual bloquea la polimerización del citoesqueleto de actina y, por tanto, 1m- 
pide la fagocitosis. 

Cuando un mecrófago o vn neutrófilo fagocitan un patógeno, se activa un impresio- 
nente arsenal de armas con el objetivo de destruilo. La exposición de los fagocitos tanto a 
inmunoestirmailantes asociados a microbios como a las señales químicas producidas tras la 
respuesta invoune frente al patógeno incrementa su capacidad fagocitaria y destructora. Esta 
exposición se dice que “activa” al fagocito, colocándolo en un estado de méxiroa alerta, en el 
cualno sólo se incrementa su capacidad fagocitaría y destructora de los patógenos sino que 
tembién Hbera citoquinas que atraerán a más leucocitos al lugar de la infección. La localiza- 
ción del armamento del fagocito es fácilmente observable tanto con el microscopio óprico 
coro con el electrónico, ya que apare 


en como densos cormpartimientos membranosos, de- 
nominados gránulos, Estos especializados derivados lisosomales se fusionan con los fago- 
soroas, Bberendo enzimas tales como la lisoziroa y otras hidrolasas é 


que degradan las 


Figura 24-52 Planta afectada por una 
enfermedad causada por microorganismos. 
Estas hojas de la planta del tomate están 
infectadas por el hongo Cladosporiurn fulvum. 
La resistencia del huésped a este tipo de 
infección depende del reconocimiento de 
una proteína fúngica por parte de receptores 
celulares estructuralmente sernejantes a 

TUR (Cortesía de Jonathan Jones.) 


Figura 24-53 Fagocitosis. Esta micrografía 
obtenida con el microscopio electrónico de 
barrido muestra a un macrófago en pleno 
proceso de fagocitosis de cinco hernatíes, los 
cuales han sido incubados pre/amente con 
un anticuerpo contra tina olucoproteína de 
membrana. (De ES. Gold et al, Exp, Med. 
190.1849-1858, 1999, Con la autor 
de Rockefeller University Press.) 
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paredes del patógeno y diversas proteínas. Los gránulos también contienen defensinas, los 
péptidos antimicrobianos que representan hasta el 15% del total de la proteína presente en 
los neutrófilos. Además, las células fagocitarias ensamblan en la membrana fagolisosómica 
complejos de NADPH oxidasa que catalizan la producción de compuestos muy tóxicos derl- 
vados del oxígeno, como el ion superóxido (07), el hipoclorito (HOCL, que es el componen- 
te activo de la lejía), el peróxido de hidrógeno y radicales hidroxilo. La producción de estos 
compuestos tóxicos se acompaña por un aumento temporal en el consumo de oxígeno por 
parte de las células, fenómeno que se ha denominado explosión respiratoria. Sin embargo, 
estos compuestos derivados del oxígeno y tóxicos en un alto grado no son los únicos que 
dañarán al patógeno en el interior del fagolisosoma. La actividad de la NADPH oxidasa hace 
que sean transportados electrones hacia el interior del fagolisosoma, lo que induce un des- 
plazamiento compensatorio de K* junto con el electrón; el resultado de este mecanismo es 
que el pH aumenta. Este elevado pH provoca la activación de un grupo de potentes proteasas 
neutras que habían permanecido hasta el momento inactivas en el gránulo lisosomal a cau- 
sa de su bajo pH. Estas proteasas neutras destruyen con rapidez a los desafortunados pató- 
genos atrapados en el fagolisosoma. Mientras que los macrófagos sobreviven a este 
auténtico frenesí aniquilador y viven para continuar destruyendo patógenos, por lo general 
los neutrófilos acaban muriendo. : 

Los neutrófilos muertos o moribundos son un componente mayoritario del pus que se 
forma en las heridas infectadas. El característico matiz que tiene el pus es debido a la abun- 
dancia de la mieloperoxidasa en los neutrófilos, una enzima que contiene cobre y que es un 
elemento activo durante el proceso de explosión respiratoria. 

Si el patógeno es demasiado grande para poder ser fagocitado de forma eficiente (como 
por ejeraplo un nematodo), varios grupos de macrófagos, neutrófilos o eosinófilos (descrito 
en Capítulo 23) se acumularán en torno al invasor. Estas células exocitan sus defensinas y 
otros productos bactericidas contenidos en sus gránulos, así como los productos tóxicos ori- 
ginados por la explosión respiratoria (Figura 24-54). En general, esta descarga es suficiente 
para destruir el patógeno. En algunos casos, se ha observado que los neutrófilos eyectan par- 
te de su cromatina junto con el contenido de sus gránulos. El DNA eyectado, junto con sus 
historias asociadas, forman una red pegajosa que atrapa las bacterias que se encuentran en. 
las proximidades y evita que escapen (Figura 24-55). Dado que su única función consiste en 
sacrificarse para eliminar a los patógenos invasores, el neutróñlo no vacila en utilizar cual- 
quier herramienta que tenga a su alcance, incluyendo su propio DNA, para cumplir con su 
objetivo. 
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larva de esquistosoma eosinófilos 


Figura 24-54 Eosinófilos atacando una 
larva de esquistosoma. Los macrófagos 
no pueden fagocitar los parásitos de gran 


“tamaño, como la larva de esquistosoma 


mostrada. Sin embargo, cuando la 

larva es opsonizada por anticuerpos o por 
el sistema del complemento, los eosinófilos 
(y otros leucocitos) pueden reconocerlos 

y atacarlos colectivamente mediante la 
secreción de moléculas tóxicas. (Cortesia 
de Anthony Butterworth.) 


Figura 24-55 Los neutrófilos eyectan su 
cromatina para atrapar bacterias formando 
una red pegajosa. (A) Electromicrografía 
obienida mediante microscopía electrónica 
de barrido mostrando neunróñlos en reposa, 
(8) Una vez que se activan, los neutrófilos 
presentan nurnerosas ondulaciones y 
permanecen asociados mediante estructuras 
fibrasas (Hecha). Las fibras contienen DNA 

e histonas y aparentemente se trata de 
cromatina del núcleo de neutráfilos que 

ha sido eyectada durante su activación, 

(O) La cromatina, pegajosa, puede atrapar 
diferentes tipos de bacterias, como (de 
izquierda a derecha) Staphiylococcas curens, 
Salmonella enterica y Shigelía ñexneri, 
ttenann et al, Science 303:1532- 

3, 2004. Con la autorización de ARAS) 
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Los macrófagos activados participan en la respuesta inflamatoria 
en los lugares de infección 


Cuando un patógeno invade un tejido, casi sierapre desencadena una respuesta inflamato- 
ria. Las variaciones de los vasos sanguíneos locales generan una respuesta caracterizada por 
dolor, enrojecimiento, calor e hinchazón que se producen en el lugar de la infección (os mé- 
dicos reconocieron hace miles años estos cuatro signos de la inflamación, que en latín se 
denominan dolor, mubor, calor y turgor). Los vasos se dilatan y se vuelven más permeables a 
fluidos y a proteínas, produciendo una hinchazón local donde se acumulan proteínas plas- 
máticas que colaboran en la defensa, incluidas las del sistema de complemento. Paralela- 
mente, las células endoteliales de esos vasos sanguíneos son inducidas a expresar moléculas 
de adhesión (descritas en el Capítulo 19) que facilitarán la adhesión y extravasación de los 
leucocitos, inicialmente neutrófilos, seguidos a continuación por linfocitos y monocitos. (los 
precursores sanguíneos delos macrófagos). <CCCC> , 

Por lo general, los neutrófilos mueren en el lugar donde se produce la inflamación, 
pero a menudo los macrófagos sobreviven a este encuentro inicial con los patógenos in- 
vasores y migran a otras regiones del organismo. Á consecuencia de esta capacidad, los 
patógenos que pueden sobrevivir dentro del macrófago, como por ejemplo el serotipo 
Typhi de Salmonella enterica, pueden utilizar los macrófagos como un sistema de trans- 
porte para diseminar una infección local hasta lugares distantes del organismo, convir- 
tiendo una infección intestinal local, poco relevante, en fiebre tifoidea, una grave 
enfermedad sistémica. 

Diversas moléculas de señalización median la respuesta inflamatoria en el lugar de la 
infección. Así, la activación de los TLR se traduce en la expresión de señales de naturaleza 
lipídica, corno las prostaglandinas, y proteica (o peptídica) como las citoquinas (descritas 
en el Capítulo 15). Estas señales, junto con los fragmentos de los componentes del corm- 
plemento producidos durante su activación, contribuyen al desarrollo de la respuesta in- 
flamatoria. Un grupo de las citoquinas producidas por los macrófagos activados tienen 
propiedades quimiotácticas (denominadas quimioquinas). Algunas de ellas atraen neutrófi- 
los, que son las primeras células en ser reclutadas en número apreciable en el lugar de una 
nueva infección. Otras citoquinas producen fiebre, un aumento de la temperatura del or- 
ganismo. La fiebre colabora en la lucha contra la infección, ya que la mayoría de patógenos 
bacterianos y víricos crecen mejor a temperaturas bajas, mientras que las respuestas jnmu- 
nitarias adquiridas son más eficaces a temperaturas elevadas. Además, algunas moléculas 
proinflamatorias estimulan la expresión de proteínas endoteliales que desencadenan la 
coagulación en los pequeños vasos locales, Esta respuesta, al ochuir los vasos e impedir el 
riego sanguíneo, dificulta la entrada en la sangre del patógeno y la diseminación de la infec- 
ción a otras pártes del organismo. 

Sin ernbargo, estas respuestas inflamatorias tan efectivas en el control de las infecciones 
locales pueden tener consecuencias desastrosas cuando se desarrollen en contra de una in- 
fección diseminada por el torrente sanguíneo, una condición denominada sepsis, La libera- 
ción sistémica a la sangre de moléculas proinflamatorias causa la dilatación de los vasos 
sanguíneos y la pérdida de volumen plasrnático que, en conjunto, producen una importan- 
te disminución de la presión sanguínea, condición conocida como choque, además de in- 
ducir una coagulación sauguínea diserninada. El resultado final, denominado choque 
séptico, a menudo es fatal, Además, las respuestas inflamatorias inadecuadas o excesiva- 
mente intensas se asocian con algunos cuadros crónicos, como es el caso del asma 
(Figura 24-56) y la arurits. 

De manera semejante a lo que ocurría con la lagocitosis, algunos patógenos han desa- 
rollado rrecanismos que previenen la respuesta inflamatoria o, incluso en algunos casos, se 
aprovechan de ella como medio para diserinar la infección. Así, por ejemplo, numerosos vi- 
rus codifican potentes antagonistas de citoquinas que bloquean algunos de los mecanismos 
que intervienen en la respuesta infamatoria. Algunos de estos antagonistas son simple- 
mente formas modificadas de los receptores de citoquinas, los cuales son codificados por 
genes del propio huésped que han sido adquiridos por el virus. Estos receptores se unen con 
alta afinidad a las citoquinas y bloquean, en consecuencia, su actividad. Algunas bacterias, 
como Salmonella, inducen en el punto del intestino donde se inició la infección una res- 
puesta inflamatoria que provoca el reclutamiento de macrófagos y peutófilos, alos que lue- 
go invaden y utilizan como medio de transporte. De este modo, las bacterias pueden 
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Figura 24-56 inflamadón de las vias aéreas 
como consecuencia de un proceso de asma 
grave. Micrografía obtenida por microscopía 
óptica correspondiente a una sección 
bronquial de un paciente que murió como * 
consecuencia de un prolongado y grave 
ataque de asma. Se observa una obstrucción 
prácticamente total de la vía a causa de un 
tapón de moco. Este moco está constituido 
por ua denso infiltrado inflamatodo que 
incluye eosinófilos, neutrófilos y lafocitos, 
¿Cortesía de Thomas Krausz.) 


EL SISTEMA INMUNITARIO INNATO Y LAS BARRERAS FRENTE A LA INFECCIÓN 


Las células infectadas por virus toman medidas drásticas 
para prevenir la replicación vírica 


Los inmunoestimulantes asociados a microorganismos expresados en la superficie de las 
bacterias y de los parásitos, que resultan tan importantes en la inducción de las respuestas 
inmunitarias innatas habitualmente, no se encuentran en la superficie de los virus. Las pro- 
teínas víricas son traducidas por los ribosomas del huésped y las envueltas de los virus están 
formadas por los lípidos del huésped. La única manera en que un huésped puede detectar la 
presencia de un virus es el reconocimiento de los elementos poco habituales que presenta el 
genoma vírico, como el RNA de doble cadena (dsRNA: double-stranded RNA), que actúa co- 
mo intermediario en el ciclo vital de muchos de ellos. Frecuentemente los genomas víricos 
de DNA contienen cantidades significativas del dinucleótido CpG, que puede ser reconoci- 
do por el receptor semejante a Toll TLRS, tal como se explicó anteriormente. 

Las células de mamifero están parucularmente adaptadas para detectar la presencia de 
dsENA y pueden iniciar un programa de respuestas intracelulares para eliminarlo. Este pro- 
grama se realiza en dos etapas. En primer lugar, las células degradan el dsRNA en pequeños 
fragmentos (de longitudes de entre 21 a 25 parejas de nucleótidos) utilizando la enzima 
Dicer. Estos fragmentos de doble cadena se unen a cadenas sencillas de RNA (ssRNA: single- 
siranded RINA) presentes en la célula huésped que tengan la misma secuencia que cualquie- 
ra de las dos hebras del fragmento de dsRNA, lo que conduce a la destrucción del ssRNA. 
Esta destrucción del ssRNA dirigida por dsRNA constituye la base de la técnica conocida co- 
mo interferencia de RNA (RNAD, utilizada por los investigadores para destruir mRNA especi- 
ficos y bloquear, así, la expresión de genes concretos (descrita en Capítulo 8). En segundo 


lugar, el dsRNA induce a la célula huésped a expresar y secretar dos citoquinas —el interferón - 


a ((EN-d) y el interferón fB (1FN-f)—, que actúan tanto de forma autocrina sobre la célula in- 
fectada, como de forma paracrina sobre sus vecinas no infectadas. La unión de los interfe- 
rones a sus receptores de la superficie celular estimula, a través de la vía Jak/STAT, el proceso 
de transcripción de determinados genes [véase la Pigura 15-58) y, en consecuencia, la sínte- 
sis de más de 300 productos génicos, entre los que se encuentran un gran número de cito- 
quinas, fiel reflejo de la complejidad de la respuesta aguda de la célula frente a una infección 
vírica. 

Parece que la respuesta mediada por el interferón constituye una reacción general de 
las células de mamífero frente a una infección vírica, pudiendo desencadenarla otros com- 
ponentes aparte de los dsRNA. Además de los efectos sobre la transcripción génica de la 
célula huésped, los interferones activan una ribonucleasa latente que degrada inespecíbica- 
mente ssRNA. También activan, de manera indirecta, una proteína quinasa que fosforila, 
inactivándolo, al factor de iniciación elF-2; el resultado es el bloqueo de la mayor parte de la 
síntesis proteica en la célula huésped que se encuentra inmersa en su propia defensa. Apa- 
centemente, al destruir la mayor parte de su RNA y detener su síntesis proteica, la célula 
huésped inhibe la replicación vírica sin autodestruirse, Si estas medidas llegan a fallar, la cé- 
lula llega a inducir su propia muerte por apoptosis, evitando la replicación vírica, aunque a 
menudo es ayudada por la intervención de un linfocito citotóxico, tal como se tratará más 
adelante y también en el Capítulo 25. : 

Por otra parte, las células de los maraíferos presentan un mecanismo especial para en- 
Iventarse alos retroviros. En efecto, estos vivas activan una farnilia de proteínas denominada 
APOBEC (denominadas así porque también son miembros del cornplejo editor que modifica 
el mBNA de la proteína ApoB, principal componente de las Hpoproteínas de baja densidad, 
LDL). Estas enzimas desarninan citosinas en los cONA retrovirales nacientes, convirtiéndo- 
las en wridinas, lo que genera un gran número de mutaciones en el genoma vírico y ello con- 
duce, a la finalización de la replicación vírica. 

No resulta sorprendente que muchos vivas hayan adquirido mecanismos para desba- 
ratar o evitar estos procesos defensivos intracelulares. Así, el virus de la gripe codifica una 
proteína que bloquea el reconocimiento del dsRNA por Dicer. Por otra parte, el vivas HIV co- 
dífica una proteína que media la ubiquitinización de las proteínas APOBEC y su degrada- 
ción en el proteosoma. Además, numerosos virus, incluyendo la mayoría de los que son 
causantes de enfermedades en los huéspedes sanos, utilizan diversos mecanismos para blo- 
quear la activación de la vía del interferón. incluso algunos virus pueden inhibir la apoptosis 
dela célula huésped, lo cual tiene efectos colaterales ya que favorece el desarrollo de cáncer, 
siendo éste el mecanismo por el que en ocasiones, el virus de Epstein-Berr causa el informa 
Burkr. 
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Las células citotóxicas naturales (MO) inducen la autodestrucción 
de las células infectadas por virus 


Los interferones disponen de otra vías para bloquear la replicación vírica, aunque menos di- 
recta. Una de ellas es el incremento de la actividad de las células citotóxicas naturales (cé- 
lulas NX: natural killer), las cuales pertenecen al sistema inmunitario innato. De manera 
semejante alos linfocitos T citotóxicos del sisteraa inmunitario adquirido (descrito en el Ca- 
pítulo 25), las células NK destruyen las células infectadas por virus induciéndolas a autodes- 
truirse mediante apoptosis. Sin embargo, los mecanismos mediante los cuales los linfocitos 
T citotóxicos y las células NK distinguen entre las células infectadas por vinus de aquellas 
que no lo están son diferentes. 

Tanto los linfocitos T citotóxicos como les células NK detectan las células infectadas por 
virus reconociendo la misma clase de proteínas de la membrana, Estas proteínas son deno- 
minadas proteínas MHC de clase 1, <AAGT> ya que están codificadas por genes que se en- 
cuentran en el complejo principal de histocompatbilidad, que expresan casi todos los 
vertebrados tal como analizaremos en detalle en el Capítulo 25. Así, los linfocitos T citotóxi- 
cos reconocen fragmentos peptídicos de proteínas víricas unidos a esas proteínas MHC ex- 
presadas en la superficie de las células infectadas. Por el contrario, las células NX detectan 
los niveles de proteínas MHC de clase 1 en la membrana de cualquiera de las células de los 
vertebrados. Niveles elevados de estas proteínas inhiben la actividad citotóxica de las células 
NX, de manera que sólo inducen la destrucción selectiva de las células con bajo nivel de ex- 
presión, las cuales coinciden con las infectadas por vins, además de algunas células huno- 
rales (Figura 24-57). 

La razón por la que los niveles de proteínas MEC de clase I son bajos en las células im- 
fectadas por virus es que muchos virus han desarrollado mecanismos que inhiben la expre- 
sión de estas proteínas en la superficie de las células que infectan y evitan su detección por 
los linfocitos T citotóxicos. Por ejemplo, los adenovirus y el IV codifican proteínas que blo- 
quean la transcripción de los genes que codifican las moléculas MHC de clase L Por su 
parte, el virus Herpes simplex y los citomegalovinas bloquean los translocadores de la merm- 
brana del ER encargados del transporte, desde el citoplasma hasta la luz del ER, de los frag- 
mentos peptídicos resultantes de la actividad proteosómica sobre proteínas víricas y de la 
propia célula. Tales péptidos son requeridos por las proteínas MHC de clase 1 para ensam- 
blarse en la membrana del ER y ser transportadas, como complejos péptido-WMHC, hasta la 
membrana plasmática a través del complejo de Golgi (véase la Figura 25-59). Los citomega- 
lovirus provocan la retrotranslocación de las moléculas MHC de clase 1 desde la membrana 
del ER hasta el citoplasma, donde serán degradadas rápidamente porlos proteosomas. Aún 
más, las proteínas codificadas por otros virus bloquean el transporte desde el ER hasta el 
complejo de Golgi de las moléculas MHC de clase 1, una vez se han ensarablado con los pép- 
tidos o, inchaso, desde el complejo de Golgi hasta la mernbrana plasmática. 

Sin embargo, al evitar ser detectados por los linfocitos T citotóxicos, los virus desenca- 
denan la respuesta de las células NX. La producción local de IFN-8 estimula la actividad ci- 
totóxica de las células NX e incrementa la expresión de las proteínas MHC de clase l en las 
céhudas no infectadas. De esta forma, las cébilas infectadas por vinas que bloquean la expre- 
sión de MHC de clase I son diferentes y acaban siendo víctimas de las células NX activadas. 
Por tanto, a dos virus les resulta difícil pasar desapercibidos de manera simultánea para los 
linfocitos T citotóxicos y para las células NK. Sto embargo; de manera sorprendente algunos 
grandes vinas de DNA, incluyendo el citomegalovirus, codifican proteínas semejantes a las 
MHC que son expresadas en la superficie de las células huésped que infectan. De manera se- 
mejante a las auténticas proteínas MHC de clase 1, estas MAC víricas, al mímetizar a las au- 
ténticas, activan en las células NK receptores con una actividad inhibidora, bloqueando, así, 
la actividad destructora de estas células NX. 

Tanto las células NX como los linfocitos T citotóxicos destruyen las células diana infec- 
tadas al inducirles la apoptosis antes de que los virus tengan oportunidad de replicarse. Por 
lo tanto, no es sorprendente que numerosos vis hayan desarrollado mecanisrmos para 
inbibir la apoptosis, especialmente en los primeros momentos de la infección, Tal como se 
describió en el Capítulo 18, la apoptosis depende de una cascada proteolítica intracelular, 
Esta cascada puede ser desencadenada por la célula citotóxica por la activación de un re- 
ceptor de merabrana o inyectando una enzima proteolítica en el interior de la célula (véase 
1224-47), Fxústea proteínas víricas que pueden interteria con cualquiera de las etapas 
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Figura 24-57 Célula citotóvdca natural (MK) 
atacando a una cóluda turnoral, La célula NK 
es la más pequeña de las dos y se encuentra 
ala izquierda, La electroricrografía obtenida 
con el microscopio electrónico de barrido 
está tomada poco después de la adhesión 
de la célula MK, pero antes de inducir la 
autodestrucción de la célula tumoral 
(Cortesfa de €, Hiserodt, en Mechanisms 

of Oitotoxicity by Natural Killer Cells [A.B. 
Herbennan y D, Calewaert, eds. New 

Yorko Acadenajo Press, 1995.) 


EL SISTEMA INMUNITARIO INNATO Y LAS BARRERAS FRENTE A LA INFECCIÓN 


Las células dendríticas constituyen la conexión 
entre los sistemas inmunitarios innato y adquirido 


Las células dendríticas son células muy importantes en el sisteraa inmunitario innato y es- 
tán ampliamente distribuidas en los tejidos y en los órganos de los vertebrados. Expresan 
una gran variedad de receptores reconocedores de patrón, entre las que se incluyen las pro- 
teínas TLR y NOD, que les permiten reconocer y fagocitar patógenos invasores, siendo acti- 
vadas por este proceso, Las células dendríticas degradan las proteínas de los patógenos en 
fragrmentos peptídicos y son transportados hasta la superficie cebular tras su nión a las pro- 
teínas MHC.A continuación, las células dendríticas activadas transportan estos péptidos de 
patógenos, formando un complejo con las proteínas MHC, hasta algún órgano linfoide pró- 
ximo donde activarán linfocitos T del sistema inraunitario adquirido, de manera que luchan 
de manera conjunta contra el invasor específico. Las células dendríticas, junto con estos 
complejos de proteínas MMC y péptidos inicrobianos, portan en su superficie un tipo 
especial de proteínas coestimuladoras que colaboran en el proceso de activación de los linfo- 
citos T. Las células dendríticas activadas también secretan diversas citoquinas que afectan el 
tipo de respuesta que producirán los linfocitos T; este rmmecanismo asegura que es la apro- 
piada para un determinado patógeno. De esta manera las células dendríticas actúan como 
eslabones esenciales entre el sistema inmunitario innato, el cual constituye una primera lí- 
nea de defensa contra los patógenos invasores, y el sistema intrmunitario adquirido, el cual 
proporciona mecanismos de respuesta más lentos, pero mucho más potentes y altamente 
especificos. 

La batalla entre patógenos y defensas de los huéspedes está en gran medida equilibra- 
da. El hombre parece disponer de uma ligera ventaja rnediante el uso de medidas sanitarias, 
vacunas y fármacos que apoyan el esfuerzo de nuestros sistemas inrmunitarios innato y ad- 
quirido. Sin embargo, en la actualidad las enfermedades infecciosas todavía son la principal 
causa de muerte en el mundo, en el que surgen nuevas epidemias como la del sida. La rá- 
pida evolución de los patógenos y la casi infinita variedad de mecanismos mediante los que 
invaden el organismo y eluden las respuestas inmunitarias deben prevenimnos de creer que 
podernos ganar la baralla definitivamente. 

En el próximo capítulo, se tratarán las estrategias, extraordinarias y Únicas, que nuestro 
sisteraa inmunitario adquirido ha desarrollado para defendernos de contrincanres tan há- 
biles. De forma sorprendente este sistema inmunitario puede organizar respuestas espe- 
cíficas de patógeno, contra patógenos que nunca han existido. 


Resumen 


Las barreras físicas que previenen la infección, las respuestas intrínsecas celulares contra la infección 
y las respuestas inmunitarias innatas constituyen líneas anticipadas de defensa contra los agentes 
patógenos que nos invaden, Todos los organismos pluricelulares poseen estas defensas. En los verte- 
brados, las respuestas inrmuuinitarios innatas también pueden inducir respuestas inmunitarias ad- 
quiridas de carácter específico y, adernás, mucho más potentes. Las respuestas inmunitarias innatas 
se basan en la capacidad del organistmo para reconocer características que se han conservado en las 
moléculas de microorganismos, pero que no son producidos por los huéspedes sanos. Estos inimu- 
noestimulantes asociados a microorganismos comprenden rmemerosas moléculas de la superficie de 
los patógenos, así como el RNA de doble cadena de algunos virus. Muchas de estas moléculas de los 
microorganismos s0n reconocidas por receptores recornocedores de patrón, entre los quee se encuen- 
iran los receptores hornálogos a Toll (TLR), presentes tanto en plantas corno en animales. En estos 
últimos, las moléculas de la superficie de los microorganismos también activan el sistema del com- 
plernento, un grupo de proteínas sanguíneas que son activadas secuencialmente para ruarcar los 
microorganismos y ser fagocitados por macrófagos y neutrófilos, desorganizando la membrana del 
microorganismo y produciendo una respuesta inflamatoria. Los fagocitos utilizan una combina- 
ción de enzimas hidrolíticas, péptidos antimicrobianos y especies reactivas de oxígeno para destruir 
los microorganismos invasores, secretendo, además, moléculas que desencadenan una respuesta in- 
flamaioria. Las células infectadas por viras producen interferones, los cuales inducen una serie de 
respuestas celulares que inhiben la replicación vírica y activan la capacidad destructora de las célta- 
las NK y los linfocitos Y citotóxicos. Las células dendríticas del sistema inrmuntiario inruaño endocitan. 
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El sistema de inmunidad 
adquirida 


El sistema inmunitario adquírido nos salva de una muerte segura tras uma infección. Un 
recién nacido con graves deficiencias en el sistema inmunitario adquirido morirá de forma 
prematura sino es aislado de agentes infecciosos como bacterias, hongos y parásitos. De he- 
cho, tados los organismos pluricelulares tienen que defenderse de infecciones causadas por 
estos organismos, denominados genéricamente patógenos. Los invertebrados utilizan es- 
trategias defensivas relativamente sencillas basadas en barreras de protección, moléculas 
tóxicas y células fagocitarias que ingieren y destruyen microorganismos y grandes parásitos 
(corno los helmintos). Los vertebrados también dependen de estas respuestas inmunitarias 
innatas en una primera línea de defensa (se ha tratado en el Capítulo 24), pero pueden orga- 
nizar estrategias mucho más sofisticadas denominadas respuestas inmmuanitarias adquiri- 
das. En los vertebrados, las respuestas innatas inducen respuestas adquiridas que colaboran 
con las primeras en la eliminación de los patógenos (Figura 25-1), 

Mientras que las respuestas irmatas son reacciones de defensa generales, las adquiridas 
son específicas contra el patógeno que las induce y proporcionan una protección prolonga- 
da. Así, por ejemplo y gracias al sisterna inmunitario adquirido, un individuo que supere el 
sarampión quedará protegido de por vida de dicha enfermedad, pero no así de otros virus, 
como los causantes de parotiditis o varicela, Este capítulo se centrará, fiuidamentalmente, 
en las respuestas inmunitarias adquiridas y, si no se indica lo contrario, nos referiremos a 
ellas con el término “respuesta inmunitaria”. 

La función de las respuestas inmunitarias adquiridas es la eliminación de los microor- 
ganismos y de las moléculas tóxicas producidas por ellos, Estas reacciones inrmunitarias son 
destructivas, por lo que es importante que sólo se produzcan contra moléculas ajenas al 
huésped y no contra las propias del huésped. La habilidad de distinguirlo extraño de lo pro- 
pioes una característica del sistema inmunitario adquirido. En ocasiones, el sisterna no rea- 
liza bien esta diferenciación y reacciona de forma destructiva contra las moléculas propias 
causando enfermedades autoinmunitarias, que pueden resultar mortales, 

Por supuesto, muchas de las moléculas extrañas que entran en el organismo son inocuas 
y sería innecesario, y potencialmente peligroso, organizar respuestas inmunitarias adquiri- 
das en su contra Condiciones patológicas como la rinitis alérgica o el asoaa son ejemplos de 
respuestas inmunitarias adquiridas nocivas contra moléculas extrañas en aparencia ino- 
cuas, Por lo general este tipo de respuesta inadecuada no Mega a producirse, ya que el sis- 
tema inxaunitario innato tan sólo recluta al sistema inmunitario adquirido si reconoce 
patrones conservados de moléculas características de patógenos. Adernás, el sistena inmu- 
nitario banato distingue extre diferentes clases de patógenos y orgeniza la forma de respues- 
ta inmanitaría adquirida más adecuada para eliminarios. . 

Cualquier molécula capaz de inducir una respuesta inmunitaria adquirida se denomina 
antígeno (generador de anticuerpos). Gran parte del conocimiento actual sobre este tipo de 
respuesta deriva de estudios en los que se induce al sisteraa bmunitario adquirido de anima- 
les de laboratorio (habitualmente ratones) para que responda frente a moléculas extrañas ino- 
cuas, corno por ejemplo una determinada proteina. Esta estrategia implica la inyección de la 
inolécula inocua junto con sustancias inmmmnoestimaulantes (de origen sobre todo microbiano) 
denominadas adyuvantes que activerán el sistema inmunitario ingato. Este proceso se deno- 


roioa incounización, Casi cualquier macromolécula ajena al organismo receptor que sea ad- 


iminisgada de este modo inducirá tuna respuesta inmunitaria adquirida específica de dicha 
macromolécula. Es destacable el hecho que el sisterna inrounitario adquirido sea capaz de dis- 
nguir ente antígenos que son 1uy similares, como dos proteínas que difieren en tun solo 
arminoácido o dos isómeros ópticos de la misma molécula. El sistema lumuairaro adquidido 
reconoce detalles moleculares precisos en las macromoléculas, 
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El sistema de inmunidad 
adquirida 


El sistema inmunitario adquírido nos salva de una muerte segura tras uma infección. Un 
recién nacido con graves deficiencias en el sistema inmunitario adquirido morirá de forma 
prematura sino es aislado de agentes infecciosos como bacterias, hongos y parásitos. De he- 
cho, tados los organismos pluricelulares tienen que defenderse de infecciones causadas por 
estos organismos, denominados genéricamente patógenos. Los invertebrados utilizan es- 
trategias defensivas relativamente sencillas basadas en barreras de protección, moléculas 
tóxicas y células fagocitarias que ingieren y destruyen microorganismos y grandes parásitos 
(corno los helmintos). Los vertebrados también dependen de estas respuestas inmunitarias 
innatas en una primera línea de defensa (se ha tratado en el Capítulo 24), pero pueden orga- 
nizar estrategias mucho más sofisticadas denominadas respuestas inmmuanitarias adquiri- 
das. En los vertebrados, las respuestas innatas inducen respuestas adquiridas que colaboran 
con las primeras en la eliminación de los patógenos (Figura 25-1), 

Mientras que las respuestas irmatas son reacciones de defensa generales, las adquiridas 
son específicas contra el patógeno que las induce y proporcionan una protección prolonga- 
da. Así, por ejemplo y gracias al sisterna inmunitario adquirido, un individuo que supere el 
sarampión quedará protegido de por vida de dicha enfermedad, pero no así de otros virus, 
como los causantes de parotiditis o varicela, Este capítulo se centrará, fiuidamentalmente, 
en las respuestas inmunitarias adquiridas y, si no se indica lo contrario, nos referiremos a 
ellas con el término “respuesta inmunitaria”. 

La función de las respuestas inmunitarias adquiridas es la eliminación de los microor- 
ganismos y de las moléculas tóxicas producidas por ellos, Estas reacciones inrmunitarias son 
destructivas, por lo que es importante que sólo se produzcan contra moléculas ajenas al 
huésped y no contra las propias del huésped. La habilidad de distinguirlo extraño de lo pro- 
pioes una característica del sistema inmunitario adquirido. En ocasiones, el sisterna no rea- 
liza bien esta diferenciación y reacciona de forma destructiva contra las moléculas propias 
causando enfermedades autoinmunitarias, que pueden resultar mortales, 

Por supuesto, muchas de las moléculas extrañas que entran en el organismo son inocuas 
y sería innecesario, y potencialmente peligroso, organizar respuestas inmunitarias adquiri- 
das en su contra Condiciones patológicas como la rinitis alérgica o el asoaa son ejemplos de 
respuestas inmunitarias adquiridas nocivas contra moléculas extrañas en aparencia ino- 
cuas, Por lo general este tipo de respuesta inadecuada no Mega a producirse, ya que el sis- 
tema inxaunitario innato tan sólo recluta al sistema inmunitario adquirido si reconoce 
patrones conservados de moléculas características de patógenos. Adernás, el sistena inmu- 
nitario banato distingue extre diferentes clases de patógenos y orgeniza la forma de respues- 
ta inmanitaría adquirida más adecuada para eliminarios. . 

Cualquier molécula capaz de inducir una respuesta inmunitaria adquirida se denomina 
antígeno (generador de anticuerpos). Gran parte del conocimiento actual sobre este tipo de 
respuesta deriva de estudios en los que se induce al sisteraa bmunitario adquirido de anima- 
les de laboratorio (habitualmente ratones) para que responda frente a moléculas extrañas ino- 
cuas, corno por ejemplo una determinada proteina. Esta estrategia implica la inyección de la 
inolécula inocua junto con sustancias inmmmnoestimaulantes (de origen sobre todo microbiano) 
denominadas adyuvantes que activerán el sistema inmunitario ingato. Este proceso se deno- 


roioa incounización, Casi cualquier macromolécula ajena al organismo receptor que sea ad- 


iminisgada de este modo inducirá tuna respuesta inmunitaria adquirida específica de dicha 
macromolécula. Es destacable el hecho que el sisterna inrounitario adquirido sea capaz de dis- 
nguir ente antígenos que son 1uy similares, como dos proteínas que difieren en tun solo 
arminoácido o dos isómeros ópticos de la misma molécula. El sistema lumuairaro adquidido 
reconoce detalles moleculares precisos en las macromoléculas, 
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Figura 25-1 Respuestas inmmunitarias innatas y adquiridas. Las respuestas 
inmunitarias innatas son activadas directamente por los patógenos y defienden 
atodos los organismos pluricelulares de las infecciones, En los vertebrados, los 
patógenos, junto con las respuestas inrnmunitarias de tipo innato que ellos 

- mismos activan, estimulan las respuestas inmunitarias adquiridas, que junto con 
las respuestas inmunitarias innatas, colaboran en la lucha contra las infecciones. 


Las células que Hevan a cabo las respuestas inmunitarias adquiridas son un tipo de leu- 
cocitos denominados linfocitos. Estas respuestas se engloban en dos grandes grupos: res- 
puestas mediadas por anticuerpos (respuesta humoral) y respuestas mediadas por linfocitos T 
(respuesta celular), y las realizan diferentes clases de linfocitos llamados linfocitos B y linfo- 
citos T, respectivamente. 

En las respuestas humorales, los linfocitos B son activados a secretar anticuerpos, que 
son proteínas denominadas inmunogiobulinas. Los anticuerpos circulan por la sangre y pe- 
netran en otros fluidos corporales donde se unen de modo específico al antígeno extraño 
que ha estimulado su producción (Bigura 25-2). La unión del anticuerpo inactiva virus y to- 
xXinas microbianas (como la toxina tetánica o la toxina diftérica), ya que bloquea su capaci- 
dad de unión a receptores de las células huésped. La unión del anticuerpo también 
determina la destrucción de los patógenos, fundamentalmente facilitando su ingestión por 
parte de las células fagocitarias del sistema inmunitario innato. 

En las respuestas inmaunitarias mediadas por linfocitos T, el segundo tipo de respues- 
ta inmunitaria adquirida, los linfocitos T activados reaccionan de forma directa contra un 
antígeno extraño que les presenta en su superficie una célula huésped, por lo cual se deno- 
mina célula presentadora de antígeno. Los linfocitos Y pueden detectar microorganisimos es- 
condidos en el interior de células huésped y eliminar dichas células o colaborar a que las 
células infectadas u otras eliminen los microorganismos. Por ejemplo, un linfocito T des- 
truirá una célula huésped infectada por un virus que en su superficie presente antígenos vi- 
rales, eliminando al virus antes de que pueda replicarse (véase Figura 25-2). En otros casos, 
los linfocitos T producen moléculas señal que activan macrófagos que destruyen microor- 
ganismos que previamente han fagocitado o colaboran en la activación de los linfocitos B 
que producen anticuerpos contra los microbios. 

Comenzaremos el capítulo comentando las propiedades generales de los linfocitos. 
A continuación se tratarán las características funcionales y estructurales de los anticuer- 
pos que los capacitan para reconocer y neutralizar microorganismos extracelulares y las 
toxinas producidas por éstos. Describiremos después cómo los linfocitos B producen un 
número casi ilimitado de moléculas de anticuerpo diferentes. Por último, se considerarán 
diferentes aspectos de los linfocitos T y de las respuestas inmunitarias mediadas por estas 
células. 


LINFOCITOS Y BASES CELULARES 
DELA INMUNIDAD ADQUIRIDA 


Los linfocitos son los responsables de la elevada especificidad que presentan las respuestas 
inmunitarias adquiridas. Se encuentran en gran cantidad en la sangre y en la linfa (Auido in- 
coloro que ocupa los vasos linfáticos que conectan los ganglios linfáticos entre sí y con la 
circulación sanguínea). También se hallan concentrados en los órganos Enfoides como el 
timo, los ganglios infáticos, el bazo o el apéndice (Figura 25-3). En este apartado se descri- 
birán las propiedades generales que son comnmanes a los linfocitos B y T 


Los linfocitos son necesarios para la inmunidad adquirida 


En el cuerpo humáno hay alrededor de 2 x 10% linfocitos, lo que equivale a una masa com- 
parable a la del hígado o el cerebro, A pesar de su abundancia, el papel clave de estas células 
enla inmunidad adquirida no se demostró hasta finales de la década de 1950. Se llevaron a 
" cabo experimentos en ratones y en ratas que fueron intensamente uradiados para eliminar 
sayoría de sus linfocitos. Estos tratamientos eliminan las respuestas inmmunitarias adqui- 
s de tal manera que si a estos animales se les transfieren diferentes tipos de células, es 
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Figura 25-2 Las dos principales clases 

de respuestas inmunitarias adquiridas. 

Los linfocitos son las células que llevan 
acabo estas respuestas. El esquema muestra 
la respuesta de los linfocitos frerte a una 
infección vírica. En uno de los tipos de 
respuesta adquirida, los linfocitos B secretan 
anticuerpos neutralizantes de los virtas. 

En el otro tipo, la respuesta mediada por 
linfocitos T, los infociros T eliminan las células 
infectadas por los virus. En ambos cesos, las 
respuestas inmunitarias innatas colaboran en 
la activación de las respuestas inouunitadas 
adouiridas a través de vías aguí no indicadas, 
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posible determinar qué células revierten la deficiencia. El único tipo celular capaz de resta- 
blecer las respuestas inmunitarias adquiridas en animales irradiados son los linfocitos, lo 
cual pone de manifiesto que son necesarios en este tipo de respuestas (Figura 254). 


Los sistemas inmunitarios innato y adquirido 
actúan conjuntamente 


Como ya se ha mencionado, 10s iinfucitos sdlo suelen reaccionar frente a antígenos extra- 
ños si el sistema inmunitario inuato ha sido previamente activado. Como se describió en el 
Capítulo 24, las rápidas respuestas inmunitarias innatas frente a una infección dependen de 
receptores de reconocimiento de patrón producidos por células del sistema inmunitario 
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Figura 25-3 Órganos linfoides humanos. 
Los linfocitos se desarrallan en el timo 

y en la médula ósea (en amarilla), los cuales 
se denominan por este motivo órganos 
linfoides primarios lo centrales). Los linfocitos 
recién formados migran desde estos 
órganos primarios hacia los órganos 

linfoídes secundarios lo periféricas), donde 
pueden reaccionar con antigenos extraños. 
En el dibujo sólo se muestran algunos de los 
órganos linfoides secundarios len azul) y de 
los vasos linfáticos len verde), ya que muchos 
linfocitos se encuentran, por ejemplo, en 
órganos linfoides secundarios de la piel 

y de los pulmones. Tal corno se describirá 
posteriormente, los vasos linfáticos 
desembocan, en último términa, en la 
corriente sanguínea (no se muestra). 
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figura 254 Un experimento clásico deruestra que los linfocitos son los responsables de la respuesta inmunitaria adauirida 
frente a los antígenos extraños. Un requerimiento importante de todos estos experimentos de transferencia celular es que ésta se 
realice entra animales consanguíneos (idénticos en términos genéticos). Si se vansfieren los linfocitos a un animal genéticamente 


diferente, que ha sido inradiado, estos linfocitos reaccionan contra los antígenos “extraños” del huésped y pueden mm 


ral animal 


En el experimento mostrado, la inyección de linfocitos restaura tanto la respuesta mediada porlinfocitos T como la mediada por 
anticuerpos, lo cual indica que estas células son necesarias para ambos tipos de respuesta. 
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innato. Estos receptores reconocen patrones de moléculas inmunoestimulantes asociadas a 
patógenos que están ausentes en el organismo huésped. Con frecuencia se trata de patrones 
repetidos también denominados patrones moleculares asociados a patógeno (PAMEP: pa- 
thogen-associated molecular patterns) corao son los hallados en la estructura molecular de 
los ácidos nucleicos, lípidos, polisacáridos y proteínas de los microorganismos. 

Algunos de estos receptores se localizan en la superficie de células fagocitarias profe- 
sionales (fagocitos), como macrófagos y neutróñilos, donde favorecen la tagocitosis de los 
patógenos que, a continuación, serán conducidos a los lisosomas donde serán eliminados. 
Otros receptores son secretados y se unen a la superficie de microorganismos; de este modo 
son eliminados por fagocitos o por proteínas sanguíneas del sistema del complemento (des- 
crito en el Capítulo 24).-Por último, existen receptores como los receptores semejantes a Toll 
(TLR: Toll-like receptors), tratados con más detalle en el Capítulo 24, que activan vías de se- 
ñalización intracelular que conducen a la secreción de moléculas de señalización extracelu- 
lar, las cuales favorecen la inflamación y participan en la activación de las respuestas 
inmunitarias adquiridas. 

Las células del sisterna iununitario innato de vertebrados más eficientes en responder 
alos PAMP y activar las respuestas ineuunitarias adquiridas son las células dendríticas. Se 
hallan presentes en la mayoría de los tejidos y expresan gran cantidad de TLR y otros recep- 
tores de reconocimiento de patrón, presentando los antígenos microbianos a los linfocitos T 
delos órganos linfoides periféricos. En la mayoría de los casos, reconocen y fegocitan en el 
lugar de la infección microorganismos, sus productos o fragmentos de células infectadas, y 
a continuación migran a los órganos linfoídes periféricos próximos; en otros casos, captan 
microorganismos o sus productos directamente en un órgano linfoide periférico como el 
bazo. En cualquier caso, los PAMP microbianos activan las células dendríticas que, a su vez, 
pueden activar de forma directa a los linfocitos T en los órganos linfoides periféricos de for- 
ma que responden a los antígenos microbianos que muestran las células dendríticas en su 
superficie. Una vez activados, los linfocitos T migran al hugar de la infección donde colabo- 
ren en la eliminación de los microorganismos (Figura 25-53). Otros linfocitos T activados per- 
magecen en el órgano linfoide donde ayudan a mantener activas las células dendríticas, a 
activar otros linfocitos T y a activar linfocitos B a producir anticuerpos contra los antígenos 
microbianos. 

Portanto, las respuestas inmunitadias innatas se activan sobre todo en los lupares de in- 
fección to lesión), nuentras que las respuestas inrmunitarias adquiridas lo hacen en su mayor 
: órganos linfoides periféricos como los ganglios linfáticos y el bazo. Arabos Hipos 
de respuesta colaboran en la eliroinación de los patógenos y macromoléculas extrañas. 


RESPUESTA INMUNITARÍIA ADQUIRIDA 


Figura 25-5 De que manera el sistema 
inmunitario innato colabora en la 
activación del sisterna inmunitario 
adquirido. Las células dendríticas ingieren 
microorganismos invasores o sus productos 
en el lugar de la infección. Los PAMP 
microbianos inducen a las células 
dendríticas a expresar en su superficie 
proteínas coestimuladoras y a frigrar a través 
de los vasos linfáticos a un ganglio linfático 
próximo. En el ganglio, las células dendríticas 
activan la pequeña fracción de linfocitos Y 
que expresan un receptor para los antígenos 
microbianos mostrados por la célula 
dendrítica en su superficie. Estos linfocitos T 
proliferan y algunos de ellos migran al lugar 
de la infección, donde colaboran en la 


eliminación de los microorganismos, 


ayudando en la activación de los 
mecrófagos o eliminando las células 
infectadas (no se muestra). 
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Los linfocitos B se desarrollan en la médula ósea; los linfocitos TY 
se desarrollan en el timo 


Tanto los linfocitos T como los B reciben su nombre por el órgano en el que se desarrollan. 
Los linfocitos T lo hacen en el timo y los B, en mamiferos adultos, en la médula ósea (bone 
marron) o en el hígado, durante el desarrollo fetal. 

Ambos tipos celulares derivarían de las mismas células progenitoras linfoides comunes 
que, a su vez, derivan de células madre hematopoyéticas ploripotenciales, que dan lugar a to- 
dos los tipos celulares sanguíneos incluídos los eritrocitos, los leucocitos y las plaquetas. 
Dichas células progenitoras (estudiadas en el Capítulo 23) se localizan inicialmente en teji- 
dos hematopoyéticos, sobre todo el hígado en los fetos y en la médula ósea en adultas. 

Los linfocitos T se desarrollan en el timo a partir de células progenitoras linfoides ca- 
munes, que migran hasta allí a través de la sangre desde tejidos hematopoyéticos. Enla ma- 
yoría de mamiferos incluidos los hinanos y los ratones, los linfocitos B proceden de células 
progenitoras linfoídes comunes presentes en los tejidos hematopoyéticos (Figura 256). El 
timo y los tejidos hernatopoyéticos reciben el nombre de órganos linfoides primarios (cem- 
trales) por ser lugares en los que los linfocitos se desarrollan. a partir de células precursoras 
(véase Figura 29-3). 

Como se describirá más adelante, gran parte de los linfocitos mueren en los órganos 
linfoides primarios poco después de haberse originado y sin haber actuado nunca. Otros, 
en cambio, maduran y migran por vía sanguínea hasta los órganos linfoides secundarios 
(periféricos), fundamentalmente ganglios linfáticos, bazo y tejidos linfoides asociados alos 
epitelios de las mucosas gastrointestinal y respiratoria o localizados en la piel (véase la 
Figura 25-3). Los órganos linfoides periféricos son los higares en los que los linfocitos T y B 
reaccionan con antígenos extraños (véase la Figura 25-6). A 

Los linfocitos B y los linfocitos T no se pueden diferenciar desde un punto de vista mor- 
fológico entre sía no ser que hayan sido previamente activados por el antígeno. Ambos tipos 
de células tienen un aspecto muy similar cuando no han sido activados, incluso al micros- 
copio electrónico. Son células pequeñas, tan sólo un poco superiores en tamaño a los eritro- 
citos, y contienen un escaso citoplasma (Figura 25-74). Cuando han sido activados par el 
antígeno, ambos tipos celulares proliferan y se diferencian a células efectoras. Los linfocitos 
B efectores secretan antícuerpos; en su forma más madura presentan un abundante retícu- 
lo endoplasmático rugoso (Figura 25-7B) y reciben el nombre de células plasmáticas. Por el 
contrario, los linfocitos T efectores (Figura 25-70) contienen poco retículo endoplasmático 
y no secretan anticuerpos; en lugar de ello secretan una variedad de proteínas denorminadas 
citoquinas que actísn como mediadores locales, 


Existen tres clases principales de linfocitos T: los linfocitos T citotáxicos, los linfocitos Y 
«e 4: 


e 


colaboradores y los linfocitos T reguladores (supresores). Los linfocitos T citotóxicos eliminan 
directamente células infectadas mientras que los linfocitos T colaboradores participan en la 
activación de macrófagos, células dendríticas, linfocitos B y linfocitos T citotóxicos a través 
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Figura 25-64 Desarrollo de los linfodtos T 

y B. Los órganos linfoides primarios, donde 
se desarrollan los Enfocitos a partir de células 
progenitoras linfoídes cornunes, están 
recuadrados en amarlo, Las cólulas 
progenitoras linfoides cornunes se 
desarrollan en la médula sea a partir 

de células madre hematopoyéticas 
plunpotenciales, Algunas de ellas dan lugar 
enla propia médula ósea a linfocitos B 


inmaduros, mientras que otras migran al timo 


la través de la dirculación sanguinea), donde 
se desarrollan en dmocitos linfocitos Ten 
desarrollo). Taro los linfocitos T corna los B 
son activados por antígenos extraños en 

los órganos infoldes periféricos como los 
ganglios infático 
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(A) linfocito T o B en reposo 


(B) linfocito B activado (célula plasmática) rr 
um 


de la secreción de citoquinas y mediante la expresión en su superácie de diversas proteínas 
coestimuladoras. Los linfocitos T reguladores utilizarían estrategias similares para inbibir la 
función de los linfocitos T colaboradores, los linfocitos T citotóxicos y las células dendríticas. 
Par tanto, mientras que los linfocitos B pueden actuar a larga distancia secretando anticuer- 
pos que entran en la circulación sanguínea y son ampliamente distribuidos, los linfocitos Y, 
aunque sí pueden desplazarse en la distancia, una vez allí, sólo actúan de forma local sobre 
las células más próximas. 


El sistema inmunitario adquirido actúa por selección cional 


La característica más destacable del sistema inmunitario adquirido es la especificidad de su 
respuesta frente a millones de antígenos extraños diferentes. Los linfocitos B humanos, por 
ejemplo, pueden producir más de 10%? moléculas de anticuerpo diferentes que reaccionan 
específicamente contra el antígeno que ha inducido su producción. ¿Cómo generan los lin- 
focitos B tal diversidad de anticuerpos específicos? La respuesta comenzó a fraguarse du- 
rante la década de 1950 al proponerse la teoría de la selección cional, Según esta teoría un 
animal genera, inicialmente y de modo aleatorio, una gran diversidad de linfocitos, de los 
cuales se seleccionarán de forma específica los que son capaces de reaccionar contra los an- 
tígenos extraños con los que el anirmal pueda encontrarse, Mientras cada linfocito se desa- 
rrolla en un órgano linfoide central, queda determinado a reaccionar frente a un antígeno 
concreto antes de haber sido expuesto a dicho antígeno. Esta predeterminación resulta de la 
expresión de proteínas receptoras en la merabrana del linfocito que reconocen específica- 
mente el antígeno en cuestión. Cuando un linfocito se encuentra con su antígeno en un 
órgano linfoide periférico, la unión del antígeno a los receptores activa el infocito inducién- 
dolo a proliferar, dando lugar de este modo a muchas más células portadoras del misino re- 
ceptor; este proceso se ha denominado expansión clonal (dado que las células derivadas de 
un ancestío común se denominan clor). El encuentro con el antígeno también induce a las 
cébilas a diferenciarse en células efectoras. Por lo tanto un antígeno estírmula de manera se- 
lectiva aquellas células que expresan receptores complementarios a ese antígeno y que ya 
están determinadas a responder frente a él (Figura 258). Esta organización es lo que hace 
que las respuestas inmunitarias adquiridas sean especificas para cada antígeno. 

Existen evidencias a favor de los fundamentos de la teoría de la selección clonal. Sin ea- 


bargo, ¿de qué forma el sistema inmunitario adquirido puede producir linfocitos que, en 


conjunto, presenten tal diversidad de receptores, inchiyendo linfocitos que reconocen mo- 
léculas sintéticas que no se encuentran en la naturaleza? Veremos más adelante que en hu- 
manos los receptores específicos de antígenos de los linfocitos T y B se hallan codificados 
por genes que se generan a partir de fragmentos de genes que se unen mediante un tipo 


(O) linfacito T activado 


Figura 25-7 Electromicrografías 

de linfocitos en reposo y activados. 

(A) Linfocito en reposo, que puede ser 

tanto un linfocito Y como uno B, ya que 
resulta difícil distinguirlos morfolágicamente 
mientras no están activados. (8) Linfocito B 
activado (célula plasmática), que tiene un 
extenso retículo endoplasmático (ER) 
rugoso que se encuentra distendido debido 
alas moléculas de anticuerpo. (C) Linfocito T 
activado que presenta un ER rugoso 
relativamente escaso y tiene numerosos 
ribosornas libres. Obsérvese que las tres 
cájulas se muestran al mismo aumento, 

(A, por cortesía de Dorothy Zucker-Franidin; 
B, por cortesía de Carlo Grossi; A y B, de 

D, Zucker-Frankdin et al, Atlas of Blood Cells: 
Function and Pathology, 2.2 ed. Milán, Italia: 
Edi. Ermes, 1988; C, por cortesía de Stefanello 
de Petris.) 
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especial de recombinación genética que se produce en etapas tempranas del desarrollo de 
un linfocito, antes de que se encuentre con el antígeno. Este proceso de ensamblaje es lo que 
genera una enorme diversidad de receptores y linfocitos que permite que el sistema inmu- 
nitario responda frente a una variedad prácticamente ilimitada de autígenos, 


La mayoría de antígenos estimulan muchos clones diferentes 
de linfocitos 


La mayoría de macromoléculas, incluidas casi todas las proteínas y gran parte de los polisa- 
cáridos, pueden actuar corno antígenos. Aquellas partes de un antígeno que se combinan 
con el ligar de unión al antígeno de una molécula de anticuerpo o con el receptor de un lin- 
focito, reciben el nombre de determinantes antigénicos lo epitopos). La mayoría de antíge- 
nos tienen varios determinantes antigénicos diferentes capaces de estimular la producción 
de anticuerpos, la respuesta de linfocitos T o axubas. Algunos determinantes producen una 
respuesta mayor que otros, de modo que la reacción que inducen puede dominar la res- 
puesta global. Dichos determinantes se denominan inmunodominantes. 

Un detenninante andgénico puede activar distintos clones de linfocitos, cada uno de 
los cuales tiene un lugar de unión al antígeno de una afinidad característica por el determi.- 
nante. Incluso una estovctura relativarnente sencilla como el guapo dinitrofenilo (DNP: dí- 
nitrophenyD, esqueratizado en la Figura 25-9, puede ser “vista” de muchas maneras 
distintas. Así, cuando está acoplado a una proteína, como se indica en la figura, suele esti- 
mular la producción de cientos de tipos diferentes de antícuerpos ani-DINE cada uno de los 
cuales está producido por ua don diferente de linfocitos E. Tales respuestas se denominan 
paliclonales. Cuando sólo responden unos cuantos clones, se dice que la respuesta es oligo- 
clonal; cuando toda la respuesta está producida por un solo clon de linfocitos B o L se habla 
de respuesta monoclonal, Los anfícuerpos monoclonales son una herranienta muy ttiliza- 
da en biología y medicina pero tienen que generarse de un modo especial (véase Figura 8-8) 
puesto que las respuestas a la mayoría de antígenos son policlonales. 


La memoria inmunológica se debe tanto a la expansión clonal 
como a la diferenciación de los linfocitos 
El sistema iiroumitadio adquirido, al igual que el sistema nervioso, tiene la capacidad de re- 


cordar. Por ello podemos q 
infecciosas cormanes una 


3>ssarrollar inmamidad de porvida frente a muchas enfermedades 


hernos sido expuestos por primera vez al patógeno que las 
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Figura 25-8 La teoría de la selección clonal. 
Un antígeno sólo activa aquellos linfocitos 
que ya están determinados a responder ante 
él. Un linfocito destinado a responder ante un 
antígeno concreto expresa receptores de 
superficie celular que reconocen de forma 
específica al antígeno. Parece que el sisterna 
inmmunitario hurnano consta de muchos 
millones de clones diferentes de linfocitos, y 
que todos los linfocitos de un clon expresan 
el mismo receptor. Normalmente, antes del 
primer encuentro con el antígeno un clon 
contiene sólo uno o Un pequeño número de 
células. Un antígeno concreto puede activar 
cientos de clones diferentes. Aunque aquí 
sólo se muestran los linfocitos B, los T actúan 
de forma similar. Nótese que los receptores 
en los linfocitos B son moléculas de 
anticuerpo y que los linfocitos B indicados en 
este esquema como *BP” reconocen el mismo 
antígeno que los anticuerpos secretados 

por los linfocitos*Bf" activados, 
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Figura 25-9 Grupo dinitrofenol (DNP). 
Aunque es demasiado pequeño para inducir 
una respuesta inmunitaria por sí mismo, 
cuando se une covalentermmente a un residuo 
de lisina de una proteína, tal como se lustra, 
el DMP esúmola la producción de muchos 
antícuerpos diferentes que se unen 
especificamente a él 
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causa y es por ello que la vacunación funciona. Este fenómeno puede dernostrarse con ani- 
males de experimentación. Si un animal es inoculado con el antígeno A desarrolla una 
respuesta inmunitaria (ya sea humoral, mediada por linfocitos T o ambas) al caba de un pe- 
ríodo de retraso de varios días, que aumenta de manera rápida y exponencial y finalmente 
disminuye de forma más gradual, Éste es el curso característico de ma respuesta inrmani- 
taria primaria, que se produce tras la primera exposición de un aniraal a un antígeno. Si se 
dejan transcurrir algunas semanas o meses, o incluso años, y de nuevo se inmuniza al ani- 
mal con el antígeno A, se producirá una respuesta inmunitaria secundaria muy distinta de 
la respuesta primaria: el periodo de retraso es más breve y la respuesta es mayor y más efi- 
ciente. Estas diferencias indican que el animal ha “recordado” su primera exposición al an- 
tígeno A. Sipor el contrario el animal es noculado con un antígeno distinto (p. ej. el antígeno 
B), en lugar de una seguada inmunización con el antígeno A, la respuesta no será secundaria 
sino la típica de una respuesta immunitaria primaria. Por consiguiente, la respuesta secunda- 
ria refleja una memoria inmunológica específica del antígeno A (Figura 25-18). 

La teoría de la selección clonal proporciona una trama conceptual útil para comprender 
la base celular de la memoria inmunológica. En un animal adulto, los órganos linfoides pe- 
riféricos contienen un conjunto de linfocitos que como mínimo se encuentran en tres esta- 
dios de maduración: vírgenes, efectores y de memoria. Cuando los linfocitos vírgenes se 
encuentran por primera vez con su antígeno, este antígeno estimula algunos de los linfocitos 
a proliferar y a diferenciarse en linfocitos efectores que llevan a cabo una respuesta inmu- 
nitaria los linfocitos B efectores secretan anticuerpos mientras que los T efectores elirninan 
las células infectadas o regulan la respuesta de otros linfocitos), Algunos de estos linfocitos 
vírgenes estimulados por antígeno, proliferan y se diferencian en Bufocitos de memoria, los 
cuales no llevan a cabo respuestas inmunitarias simo que son inducidos de forma rápida y Íá- 
cita convertirse en linfocitos efectores para un encuentro posterior con el mismo antígeno. 
Cuando encuentran su antígeno, los linfocitos de memoria (al igual que los linfocitos 
virgenes) pueden dar lugar tanto a linfocitos efectores como a más células de memoria 
(Figura 2541), 

Por tanto, la respuesta primaria da lugar a uma nmemora invounológica debido a la ex- 
pansión clanal, dado que la proliferación de los linfocitos vírgenes estirmulados por el antí- 
geno genera muchos linfocitos de memoria, y también como consecuencia de que estas 
células de mernoria son capaces de responder con mayor sensibilidad, rapidez y eficiencia 
frente al mismo antígeno quelos linfocitos vírgenes. Además, al contrario que la mayoría de 
linfocitos efectores, que mueren al cabo de días o semanas, los linfocitos de memoria pue- 


Figura 25-11 Modelo para la base celuar de la memoria inmunitaria. Los linfocitos 
virgenes proliferan y se diferencian al ser estimulados por su antígeno específico. La 
mayoría de ellos se vanstorman en cétudas efectoras que actúan y después por lo 
general mueren, mientras que otros se transfoanan en células de memoria. Durante 
sor alrmismo entígena, las célidas de memoria responden más 
ma más eficiente que los linfocitos vira pratiferando y 
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Figura 25-10 Respuestas primaria 

y secundaria de los anticuerpos. 

La respuesta secundaria inducida por una 
segunda exposición al antígeno A es más 
rápida e intensa que la respuesta primaria 

y as específica para A, lo cual indica que el 
sisterna inmunitario ha “recordado” de forma 
específica su primer encuentro con dicho 
antígeno. En las respuestas mediadas por 
linfocitos T se observa el mismo tipo de 
memoria inmunitaria. Coma se estudiará más 
adelante, los tipos de anticuerpos producidos 
durante la respuesta primaria son diferentes 
de los de la respuesta secundaria y los de la 
respuesta secundaria unen con mayor 

fuerza el antígeno. 
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den vivir tanto como el animal, incluso en ausencia de su antígeno específico, proporcio- 
nándole así una memoria inmunológica de por vida. 

Tal como se describirá posteriormente, los linfocitos B de memoria producen antícuer- 
pos de diferentes clases y de mayor afinidad que aquéllos producidos por los linfocitos B vír- 
genes. Ésta es la principal razón por la que las respuestas secundarias de los anticuerpos son 
mucho más efectivas en la eliminación de los patógenos que las respuestas primarias. 

Aunque la mayoría de los linfocitos T y B efectores mueren tras finalizar la respuesta in.- 
munitaria, algunos sobreviven como linfocitos efectores y proporcionan una protección a 
largo plazo contra el patógeno. Por ejemplo, una pequeña fracción de células plasmáticas 
producidas en una respuesta primaria de linfocitos B puede sobrevivir durante meses en la 
médula ósea, desde donde continúa secretando sus anticuerpos específicos a la circulación. 


La tolerancia inmunológica evita normalmente 
que los antígenos propios sean atacados 


Corno se ha indicado en el Capítulo 24, las células del sistema inmunitario innato diferen- 
cian los patógenos de las moléculas normales del huésped gracias a receptores de patrones 
de reconocimiento, La tarea de reconocimiento que lleva a cabo el sistema inmunitario ad- 
quírido es bastante más complicada: debe ser capaz de responder especificamente a un nú- 
mero casi ilimitado de macromoléculas extrañas, pero evitando reaccionar frente a la gran 
cantidad de moléculas producidas por el propio huésped. ¿Cómo es posible este fenóme- 
no? Por el hecho de que las moléculas propias no inducen las reacciones inrmunitarias 
innatas necesarias para activar el sistema inmunitario adquirido. Pero a pesar de que una 
infección o un daño tisular desencadenan reacciones innatas, habitualmente la gran canti- 
dad de las moléculas propias no induce ninguna respuesta inmunitaria adquirida. ¿Por qué 
no lo hacen? 

Una respuesta a esta cuestión radica en que el sistema inmunitario adquirido ha “apren- 
dido” a no responder frente alos antígenos propios. Los experimentos de trasplantes aportan 
evidencias sobre este proceso de aprendizaje. Cuando se trasplanta un tejido de un indívi- 
duo a otro (y no se trata de gemelos idénticos), es frecuente que el sistema inmunitario del 
receptor reconozca las células del donante como extrañas y las destruya. (Por razones que se 
tratarán más adelante, los autígenos extraños de las células del donante son suficientemen- 
te potentes como para estimular las respuestas inmnunitarias adquiridas incluso en ausencia 
de infección, lesión o de adyuvante.) Sin embargo, si se introducen células de ta cepa de ra- 
tón en uu ratón neonato de otra cepa, algunas de ellas sobrevivirán durante la mayor parte 
de la vida del anirnal receptor y este animal aceptará entonces un injerto del donante origi- 
nal a pesar de que rechace injertos de “terceros”, Parece que bajo determinadas circunstan- 
cias, los antígenos no-propios provocan que el sistema inmunitario no responda frente a 
ellos. Esta falta de respuesta específica de antígeno frente a antígenos extraños se conoce co- 
mo tolerancia inmunológica adquirida (Eigura 25-12). 

De este mismo modo, un animal adquiere la falta de respuesta del sistema inmunitario 
adquirido hacia sus propias macromoléculas (rolerancia inmunológica natural o autotole- 
rancia). Por ejemplo, wa ratón normal no puede producir ninguna respuesta inmunológica 
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Figura 25-12 Tolerancia inmunitaria 
adquirida. El injerto cutáneo que aparece en 
la fotografía, trasplantado de un ratón pardo 
aun ratón blanco, ha sobrevivido durante 
muchas semanas porque el segundo animal, 
al nacer, fue inocufado con células de la 
médula ósea del primero, convirtiéndose 

en inmunológicamente tolerante a dichas 
células. Algunas de las células de la médula 
ósea (y su progenie) del ratón parda 
persisten en el ratón blanco adulto y 
continúan induciendo tolerancia en los 
nuevos linfocitos que, en caso contrario, 
reaccionarian contra la piel parda, 

(Por cortesía de Leste Brent, de L Roitt, 
Essential imrmiinalogy, 6,2 ed, Oxford, 
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contra una de sus propias proteinas del sisterna del complemento denominada C5 (tratado 
en el Capítulo 24). Sin embargo, ratones mutantes deficientes para el gen que codifica C5 
(que por lo demás sean genéticamente idénticos a los normales) pueden producir una fuerte 
respuesta inmunitaria a esta proteína sanguínea si se les inmuniza con ella. De modo simi- 
lar, los humanos a los que les falta el gen normal que codifica la proteína de la coagulación 
Factor VII (y por tanto sangran en exceso) producen anticuerpos contra la proteína cuando 
les es administrada para controlar el sangrado, 

La tolerancia inmunológica natural frente a una molécula propia concreta sólo persiste 
mientras la molécula está presente en el organismo. Si se elimina de forma experimental una 
molécula propia como la proteína C5 de un ratón adulto, en unas cuantas semanas o meses 
el animal adquiere la habilidad de responder frente a ella. Por lo tanto, el sistema inmunita- 
rio es genéticamente capaz de responder a moléculas propias pero aprende a no hacerlo. 

La autotolerancia depende de distintos mecanismos: 


1. Durante la expresión de receptores (edición de receptores), los linfocitos que reconocen 
moléculas propias (linfocitos autorreactivos) cambian sus receptores para no recono- 
cer dichos antígenos propios. 

2. Mediante la eliminación clonal, los linfocitos autorreactivos mueren por apoptosis 
cuando se unen al antígeno propio. 


3. Através de la inactivación clonal (también denominada anergia cional) los Enfocitos 
autorreactivos se inactivan funcionalmente cuando hallan su antígeno. 


4. Mediante la supresión clonal, los linfocitos TY reguladores suprimen la actividad de los 
linfocitos autorreactivos. ; : 


Algunos de estos mecanismos —especialmente los dos primeros, eliminación clonal y edi- 
ción de receptores- ocurren en órganos linfoides centrales cuando los infocitos autorreac- 
tivos recién formados encuentran por primera vez sus autoantígenos y son responsables del 
proceso de tolerancia central. La inactivación clonal y la supresión clonal, por el contrario, 
actúan principalmente cuando los linfocitos encuentran sus autoantígenos en los órganos 
Enfoides periféricos y son los responsables del proceso de toterancia periférica. La elimina- 
ción clonal y la inactivación clonal, sin embargo, actúan tanto en el ámbito central como en 
el periférico (Figura 25-13), 

¿Por qué la 1mión de un antígeno propio conlleva tolerancia y no activación? La res- 
puesta no es del todo conocida. Como brataremos más adelante, para que un linfocito sea 
activado en un órgano Unfoide periférico no sólo ene que unir su antígeno sino que además 
tíene que recibir señales coestimuladoras secretadas [diversas citoquinas) o unidas a la 
membrana. árobos pos de señales son proporcionadas por un linfocito Y colaborador, en el 
caso de los linfocitos B, o por una célula dendrítica activada, en el caso de los Bufocitos 


Figura 25-13 Mecanismos de tolerancia 
inmunitaria frente a los antígenos propios. 
Cuando un linfocito autorreactivo inmaduro 
reconoce a un antígeno propio en un órgano 
linfoide primario, puede modificar su 
receptor para el antígeno, de manera 

que pierda la autorreactividad (célula 1). 
Este proceso se denomina edición de 
receptores y parece que tiene lugar sobre 
todo en los linfocitos B en proceso de 
diferenciación. Otra posibilidad es que el 
linfocito puede ser eliminado por apoptosis, 
proceso denominada eliminación clonal 
(céluta 2). Ambas formas de tolerancia 
(mostradas a la izquierda) tienen lugar en 
los órganos linfoides centrales, por lo que 
se habla de tolerancia central. 

Cuando un linfocito virgen autorreactivo 
escapa de un órgano linfoide primario y 
reconoce a un antígeno propio en un órgano 
linfoide periférico (célula 4), no será activado 
porque por lo general el reconocimiento 
tiene lugar en ausencia de las señales 
coestimuladoras adecuadas; el linfocito 
puede entonces morir por apoptosis 
(normalmente después de un periodo 
de proliferación), ser inecvado o ses 
suprimido por un linfacitoT regulador 
(si el finfocito autorreactivo es un linfacito T 
efecton. Estas formas de tolerancia, indicadas 
ala derecha, se incluyen en la denominada 
tolerancia periférica. 
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Puesto que habitualmente las señales coestimuladoras dependen de la exposición a patóge- 
nos, por lo general un linfocito autorreactivo encuentra su antígeno en ausencia de dichas 
señales, En estas condiciones, un linfocito B que interaccione con su antígeno o un linfocito T 
que interaccione con el suya en la membrana de una célula dendrítica no activada, no sólo 
no será activado sino que a menudo se volverá tolerante y, en consecuencia, será eliminado, 
inactivado o suprimido por un linfocito T regulador (véase la Figura 25-13). Como se deseri- 
birá rás adelante, tanto la activación como la tolerancia de los linfocitos T suelen ocurrir en 
la superficie de las células dendríticas en los órganos linfoides periféricos. 

En ocasiones, los mecanismos de tolerancia desaparecen y provocan que los linfocitos 
T olos B (o ambos) reaccionen contra antígenos tisulares propios del organismo. La míaste- 
nía grave es un ejermplo de este tipo de enfermedad autoltruamunitaría, Los individuos afec- 
tados por esta enfermedad generan anticuerpos contra los receptores de la acetilcolina de 
sus propias células musculares esqueléticas. Dichos anticuerpos interfieren en el funcio- 
namiento normal de los receptores y los pacientes se debilitan y pueden llegar a morir por 
dificultad respiratoria. De modo similar, en la diabetes infantil (tipo 1) las reacciones inmu- 
nitarias contra las células secretoras de insulina del páncreas eliminan estas células, lo cual 
conlleva un grave déficit de insulina. 

En la mayoría de casos, los mecanismos responsables de la pérdida de tolerancia por 
los antígenos propios en las enfermedades autoinmunitarias son desconocidos. Sin embargo 
parece que la activación del sisterna inmunitario innato por una infección o por daño tisular 
puede influir en la aparición de respuestas contra lo propio en individuos cuyos mecanis- 
mos de autotolerancia sean defectuosos, lo cual conduce a la autoinmmnunidad. 


Los linfocitos circulan continuamente a través 
de los órganos linfoides periféricos 


Por lo general, los patógenos entran en el organismo a través de superficies epiteliales, fum- 
damentalmente la piel y los tractos digestivo y respiratorio. Para inducir tua respuesta in- 
munitaria adquirida, los antígenos microbianos tienen que viajar desde estos puntos de 
entrada hasta los órganos linfoides periféricos, como los ganglios linfáticos o el bazo, donde 
los linfocitos se activarán (véase la Figura 25-5), Tanto la ruta como el destino de los antíge- 
nos dependen del lugar de entrada al organismo. Los vasos linfáticos (véase Figura 25-3) 
transportan antígenos que entran por la piel o el tracto respiratorio a ganglios linfáticos lo- 
cales; los antígenos que entran a través del intestino acaban en órganos linfoides periféricos 
asociados al intestino como las placas de Peyer, y el bazo filtra los antígenos que entran a la 
sangre. Como ya se ha señalado, en muchos casos las células dendríticas transportarán los 
antígenos desde el lugar de la infección. al órgano linfoide periférico donde desernmpeñarán 
un papel clave en la activación de linfocitos T (véase Figura 25-5). 

Sin embargo sólo una minúscula fracción de toda la población de linfocitos es capaz de 
reconocer un antígeno microbiano concrete en un órgano linfoide periférico (entre 1/10.000 
y 1/100.000 de cada tipo de linfocito). ¿De qué forma estas pocas células encuentran una 
célula presentadora de antígeno que les muestre su antígeno? La respuesta es que los linfo- 
citos circulan continuamente entre órganos linfoides periféricos a través de la linfa y la sangre. 
Por ejeraplo, en los ganglios linfáticos los linfogttos abandonan de forma continua la circu- 


lación sanguínea a través de endotelios que delimitan unas pequeñas venas denominadas 


vénulas postcapilares, Después de fívir a través del ganglio, se acumulan en pequeños vasos 
bnfáticos que abandonan el ganglio y que conectan con otros vasos linfáticos que en su re- 
corrido atraviesan otros ganglios linfáticos (véase Figura 25-3). Así, a través de vasos cada 
vez mayores, los linfocitos entran en el vaso linfático principal (el conducto torácico) que los 
devolverá ala sangre (Figura 25-14). 

La recirculación expire la sangre y la linfa continúa basta que el linfocito es activado por su 
antígeno específico en un órgano liifoide periférico. Entonces, el linfocito permanece en el ór- 


«gano linfoide periférico, donde prolifera y se diferencia en linfocito efector o en linfocito de me- 


moria. Muchos de los linfocitos T efectores abandonan el órgano linfoide por la linfa y migran 
através de la sangre hasta el lugar de la infección (véase Figura 25-5), mientras que otros per- 
roanecen en el órgano lintoide y participan en la activación de los linfocitos B y de otros Bn- 
Tocitos TL Algunos linfocitos B efectores (cétulas plasmáticas) permanecen enel órgano linfoide 
periférico y secretan anticuerpos ala sangre durante días, basta que nueren; Otros migran a la 
médula ósea donde secretan anticuerpos a la sangre durante meses o años. Los linfocitos T de 
memorda y los linfocitos B generados se unen al grupo de Enfocitos recirculantes, 
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Figura 25-14 Vía que siguen los linfocitos en 
su recirculación contínua entre la linfa y la 
sangre. El esquema muestra la circulación a 
través de un ganglio linfático (en amarilla). 
Normalmente, los antígenos microbianos son 
transportados hasta el ganglio Iinfático por 
células dendríticas íno mostradas) que entran 
al ganglio a través de los vasos linfáticos 
afereríes que drenan el tejido infectado (en 
verde. Por el contrario, los linfocitos T y los 
linfocitos B ingresan en el ganglio linfático por 
vía arterial y abandonan la sangre a través de 
las vénulas postcapilares. Sino encuentran 

su antígeno, tanto los linfocitos T como los 
linfocitos 8 abandonan el ganglio linfático 

a través de los vasos linfáticos eferentes, 

los cuales finalmente desembocan en el 
conducto torádeo., El conducto torácico 
desemboca en tuna gran vena que conduce 

la sangre al corazón, completando así la 
drcuilación de los linfocitos Y y B. Un ciclo 
recirculatoño típico de estos linfociros 


se completa entunas 12 a 24 horas. 
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La recirculación de los linfocitos depende de interacciones específicas entre la superf- 
cie del linfocito y la superficie de las células endoteliales especializadas que delimitan los 
vasos sanguíneos en los órganos linfoides periféricos. Muchos tipos de células sanguíneas 
entran en contacto con estas células endoteliales especializadas que delimitan las vénulas 
postcapilares en los ganglios linfáticos, pero sólo los linfocitos se adhieren y abandonan el 
torrente sanguñneo ingresando en los ganglios. Los linfocitos se adhieren inicialmente a las 
células endoteliales a través de receptores de migración local que se unen a ligandos espect- 
ficos (a menudo llamados contrarreceptores) de la superficie de la célula endotelial La rni- 
gración de los linfocitos a los ganglios linfáticos depende de un receptor de migración local 
denominado L-selectina, un miembro de la familia de las selectinas, lectinas de superficie 
celular. Esta proteína se une de forma específica a determinados glúcidos de contrarrecep- 
tores expresados exclusivamente en la superficie de un tipo especial de célula endotelial que 
delímita las vénulas posteapilares de los ganglios linfáticos, provocando que los linfocitos se 
adhieran de forma débil a las células endoteliales y rueden despacio a lo largo de su superfi- 
cie. Este fenómeno de rodamiento continua hasta que otro tipo de adhesión mucho más 
fuerte se pone en marcha gracias a proteínas quimioatrayentes (denominadas quimioqui- 
nas, véase más adelante) secretadas por las células endoteliales. Esta fuerte adhesión está 
mediada por moléculas de adhesión de la familia de las integrinas que se activan en la su- 
períicie de los linfocitos. Entonces los linfocitos se detienen y migran a través del endotelio 
desde la sangre al ganglio linfático (Figura 25-15). Tanto las selectinas corno las integrinas se 
han tratado en el Capítulo 19, 

Las quimioquinas son un tipo de citoquinas. Son proteínas pequeñas y cargadas posi- 
tivamente que son secretadas y desempeñan un papel clave en la guía de las migraciones de 
diversos tipos de células, incluidos los leucocitos. <ACCG> Son similares entre sí en términos 
estructurales y se unen a la superficie de células endoteliales, así como a proteoglicanos car- 
gados negativamente de la matriz extracelular de los órganos. Las quimioquinas se unen a 
receptores acoplados a proteínas G (descritos en el Capítulo 15) que se hallan en la superficie 
de algunas células sanguíneas, atrayendo a dichas céhalas desde la circulación sanguínea al 
órgano, guiándolas hasta localizaciones concretas del órgano y, una vez allí, colaborando en 
detener su migración. (Por desgracia, el virus del sida, el HIV, también se une a algunos re- 
ceptores de quimioquinas así como al correceptor CD4, que se estudiará más adelante, y de 
este modo infecta los leucocitos.) Los linfocitos T y B entran a la misma región del ganglio 
linfático pero, a continuación, guiados par distintas quimioquinas, se distribuyen por regio- 
nes diferentes del ganglio: los linfocitos T van a la zona paracortical y los B a los folículos lin- 
foides (Figura 25-186). 

Si no encuentran su antígeno, tanto los linfocitos TY como los B abandonan pronto el 
ganglio linfático a través de vasos linfáticos eferentes. Sin embargo, si encuentran su antí- 
geno, son inducidos a expresar los receptores de adhesión que retienen los linfocitos en el 
ganglio; los linfocitos se acumulan en los límites entre las áreas de linfocitos T y B, donde los 
linfocitos T y B específicos pueden interaccionar, proliferando y diferenciándose en linfocitos 
efectores o en linfocitos de memoria. Muchos de los linfocitos efectores abandonan el ganglio 
y expresan diferentes receptores de quiraioquinas que participan guiando dichos linfocitos a 
nuevos destinos: los linfocitos T a los lugares de infección y los B a la médula ósea. 
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Figura 25-15 Migración de los linfocitos 
desde el torrente circulatorio hasta un 
ganglio linfático. <CCCC> Los linfocitos 
circulantes se adhieren débilmente a la 
superficie de las células endoteliales 
especializadas localizadas en las vénulas 
postcapilares de los ganglios linfáticos. 
Esta adhesión inicial está mediada por 
la -selectina que se expresa en la 
membrana de los linfocitos. La adhesión es 
lo bastante débil camo para permitir 
que el linfocito ruede por la superficie de 
las células endoteliales empujado por el flujo 
sanguíneo. Tras la estimulación por 
quimioquinas secretadas por las células 
endoteliales (fecha roja curva), los linfocitos 
activan de manera rápida un sistema de 
adhesión más fuerte, gue será mediado por 
una integrina. Esta adhesión fuerte le permite 
al linfodto detener su desplazamiento por la 
superfida endotelial. El linfocito utiliza 
entonces una inmunoglobulina de adhesión 
o lg CAM (CD31) para unirse a las zonas de 
unión entre células endoteliales adyacentes 
y migrar fuera de la vénula, 0031 está 
localizada a la vez en la superficie del 
linfocito y en las uniones entre las células 
endoteliadas La posterior srigración de 
linfocitos en el interior del ganglio linfático. 
depende de quirmioquinas produddas por el 
propio ganglio (Mecha roja recta). 

La migración transendoteliaj de otros 
leucocitos que tiene lugar en los tejidos 
infectados se produce por un mecanismo 


semajante a éste, 


y 


1 
) 


LINFOCITOS B Y ANTICUERPOS 


ÑO vasos linfáticos afererties 


folículo linfoide 
(linfocitos B) 


zona paracortical “go Pa vénul 
(principalmente —___ Es = il 
linfocitos T) posa pnos 

zona A T—— seno subcapsular 

medular E 5 

ES ae senos medulares 
My vaso linfático 
eferente 
arteria 
vena A 
3 mm 
Resumen 


Las respuestas inmunitarias innatas son inducidas en los higares de infección por patrones molecu- 
lares asociados a patógeno (PAMP), que sor reconocidos por receptores de patrón de reconocimiern- 
to expresados por células del sistema inmunitario innato, Además de combatir directamente la 
infección, estas respuestas inrunitarías innatas colaboran en la activación de las respuestas inmu- 
nitarias adquiridas en los órganos linfoides periféricos. Al contrario de las respuestas inmunitarias 
innatas, las adquiridas muestran memoria inmunológica y, en consecuencia, proporcionan una 
protección específica y de larga duración contra el patógeno que las ha inducido. 

El sistema inmunitario adquirido está formado por muchos millones de clones de linfocitos, 
en cada uno de los cuales los linfocitos comparten un solo tipo de receptor de superficie que les per- 
mite unirse a un antígeno en concreto. Sin embargo, la unión del antígeno a este receptor no suele 
ser suficiente para estimular la proliferación y la diferenciación de un linfocito a célula efectora 
que colabora en la eliminación del patógeno. También son necesarias señales coestimuladoras uni- 
das a la membrana así como diversas señales secretadas (citoquinas) proporcionadas por otras 
células especializadas de los órganos linfoídes periféricos. Así, los linfocitos T colaboradores pro- 
porcionan dichas señales a los linfocitos B mientras que las células dendríticas son las que lo hacen 
para los linfocitos T. Los linfocitos B secretan anticuerpos que pueden actuar a larga distancia 
eliminando microorganismos extracelulares y los toxinas producidas por ellos, Los linfocitos Tefec- 
tores, par el contrario, actúan de forma local eliminando células huésped infectadas o ayudando a 
otras células a eliminar el patógeno. Como parte de la respuesta inmunitaria adquirida, algunos 
linfocitos proliferan y se diferencian a células de memoria capaces de responder más rápidamente 
y de modo más eficiente en la siguiente ocasión en quese produzca una invasión por el mismo mi- 
croorganismo. Tanto los linfocitos B como los T circulan de manera continua entre órganos linfol- 
des periféricos a través de la sangre y la linfa. Sólo si encuentran su antígeno extraño específico en 
un órgano linfoide periférico dejan de migrar y pasan a proliferar y diferenciarse en linfocitos efea- 
tores o células de mernoria. Los linfocitos capaces de actuar contra raoléculas propias modifican sus 
receptores o son eliminados, inactivados o suprimidos por linfocitos T reguladores, por lo que el 
sisterna inmunitario adquirido evita, normalmente, actuar contra las moléculas y células del pro- 
pio huésped, 
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Los vertebrados moridamos de forma inevitable a causa de una infección sino fuéramos ca- 
paces de producir anticuerpos. Los anticuerpos nos defienden de la infección uniéndose a 
virus y a toxinas microbianas e inactivándolos (véase Figura 25-2). Cuando los anticuerpos 
semen alos patógenos invasores también reclutan algunos de los conipenentes del sistema 
incounitario innato, que comprende diversos tipos de leucocitos y los componentes del sls- 
terna del complemento (descríto en el Capítalo 24), Los lecocitos y los coraponentes del 
complemento activados acrían juntos en el ataque conta los invasores. 
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Figura 25-16 Esquema de un ganglio 
linfático humano, Los linfocitos B están 
agrupados en estructuras llamadas folículos 
linfoides mientras que los linfocitos Y se 
encuentran mayoritariamente en la zona 
paracortical, Ambos tipos de linfocitos 
penetran en el ganglio linfático procedentes 
de la sangre, a través de las vénulas 
postcapilares, atraídos por quimioquinas 
(véase Figura 25-15). Después, los linfocitos T 
y los linfocitos B migran a sus áreas 
respectivas quiados también por diversas 
quimioquinas. Si no interaccionan con su 
antígeno específico, tanto los linfocitos Y 
como los B alcanzan los senos medulares 

y abandonan el ganglio a través del vaso 
Iinfático eferente. Este vaso desemboca, 
finalmente, en la corriente sanguínea, 
facilitando a los linfocitos el inicio de otro 
ciclo de recirculación a través de un órgano 
linfoide periférico (véase Figura 25-14), 

Si encuentran su antígeno específico, tanto 
los linfocitos Y como los B quedan retenidos 
en el ganglio donde son inducidos a 
convertirse en linfocitos efectores o en 
linfocitos de memoria; los linfocitos T y B 
que responden al mismo patógeno pueden 
interaccionar dentro o en la periferia de 
los folículos linfoides, 
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Los anticuerpos, sintetizados exclusivamente por los linfocitos B, tienen miles de mi- 
Bones de formas diferentes, cada una de las cuales tiene una secuencia de aminoácidos y un 
logar de unión al antígeno diferentes. En conjunto se denominan inmunoglobulinas (lg) y 
constituyen uno de los componentes proteicos más abundantes de la sangre, representando 
alrededor de un 20% del peso total de las proteínas plasmáticas. Los mamíferos producen 
cinco clases de anticuerpos, cada uno de los cuales medía una respuesta biológica caracterís- 
tica como consecuencia de su unión a un antígeno. En esta sección se examinará la estructu- 
rá y la función de los anticuerpos así como sus interacciones con los antígenos. 


Los linfocitos B producen anticuerpos tanto en forma de receptores 
de antígeno de superficie celular como de proteínas secretadas 


Todas las moléculas de anticuerpo producidas por cada linfocito B tienen el mismo lugar de 
unión para el antígeno. Los primeros anticuerpos producidos por un linfocito B recién 
formado no se secretan, sino que quedan insertados en la mernbrana plasmática, donde ac- 
thían como receptores para el antígeno. Cada linfocito B tiene aproximadamente 105 recep- 
tores de este tipo en la membrana plasmática. Corao tratarernos más adelante, cada uno de 
estos receptores se halla asociado de forma estable a un complejo proteico transmembrana 
que activa vías de señalización intracelular en respuesta a la unión del antígeno al receptor. 

Cada cion de linfocitos B produce una sola clase de anticuerpo, con un único lugar de 
unión al antígeno. Cuando un linfocito virgen o un linfocito B de memoria es activado por 
un antígeno (con la ayuda de los linfocitos T colaboradores), dicho linfocito prolifera y se di- 
ferencia en una célula efectora secretora de anticuerpos. Dichas células efectoras producen 
y secretan grandes cantidades de anticuerpos solubles (no unidos a la membrana) que tie- 
nen el mismo lugar de unión al antígeno que el del anticuerpo de la superficie celular que 
inicialmente sirvió de receptor para el antígeno (Figura 25-17). Los linfocitos B efectores 
pueden comenzar a secretar anticuerpos mientras aún son linfocitos pequeños, pero el es- 
tadio final de su maduración es el de una gran céhila plasmática (véase Figura 25-7B), que 
secreta continuamente anticuerpos al extraordinario ritmo de unas 5000 moléculas por 
segundo. Pese a que la mayoría de las células plasmáticas mueren al cabo de varios clías, 
algunas sobreviven enla médula ósea roja durante meses o años y continúan secretando an- 
ticuerpos a la sangre, colaborando en la protección a largo plazo contra el patógeno que es- 
timuló su producción. 


Un anticuerpo típico tiene dos lugares idénticos de unión al antígeno 


Las moléculas más sencillas de anticuerpo tienen forma de Y con dos lugares idénticos de 
unión al antígeno, uno en cada punta de los dos brazos de la Y (Figura 25-18). Debido a es- 
tos dos lugares de unión al antígeno, se las denomina bivalentes. Cuando las moléculas de 
antígeno tienen tres o más determinantes antigénicos, las moléculas de anticuerpo biva- 
lentes pueden establecer enlaces cruzados entre moléculas de antígeno y formar como 1e- 
sultado amplias redes (Figura 25-19), que podrán ser fagocitadas y. degradadas 
rápidamente por los macrófagos. La eficiencia de la unión del antígeno y la formación de 
enlaces cruzados se incrementa de forma considerable por la presencia en los anticuerpos 
de una región bisagra flexible, que permite variar la distancia entre los dos lugares de unión 
al antígeno (Figura 25-20). 

El efecto protector de los anticuerpos no se debe sólo a su capacidad de unir y fijar el an- 
tígeno. La cola de la molécula en forma de Y parácipa en muchas otras actividades de los an- 
ticuerpos. Más adelante se explicará que diferentes anticuerpos con lugares idénticos de 
unión al antígeno pueden tener uno cualquiera de los diferentes tipos de cola, cada 1mo 
de los cuales confiere al anticuerpo propiedades funcionales distintas, corno por ejemplo la 
capacidad de activar el complemento, unirse a células fagocitarias o atravesar la placenta 
desde la madre hasta el feto. 


Una molécula de anticuerpo está compuesta por cadenas pesadas 
y cadenas ligeras 


La nidad estructural básica de uma molécula de anticuerpo consta de cuatro cadenas pol- 
peptídicas, dos cadenas ligeras (1) (Ugho) idéntcas (cada una de ellas de uno 
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Figura 25-17 Anticuerpos unidos a la 
membrana o secretados producidos por 

un clon de linfocitos B. Cuando un antígeno 
(ayudado por un linfocito T colaborador —no 
se muestra) se une y, en consecuencia, activa 
aun linfocito B virgen o de mermnoria, éste 
prolifera y se diferencia en células efectoras. 
Estos linfocitos efectores producen y secretan 
anticuerpos con un solo tipo de lugar de 
unión al antígeno, el mismo que portaban 
los anticuerpos unidos a membrana que 
actuaban corno receptores del antígeno. 
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Figura 25-18 Esquema de una molécula 
de anticuerpo. Obsérvese que sus dos 
lugares de unión al antígeno son idénticos. 
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Figura 25-19 Interacciones antígeno-anticuerpo. Los anticuerpos tienen dos lugares idénticos de 
unión al antígeno, por lo que pueden entrecruzar antígenos, El tipo de complejo antigeno-anticuerpo 
que forman depende del número de determinantes antigénicos que contiene el antígeno. (A-C) Se 
muestra la unión de una sola especie de anticuerpo (un anticuerpo monoclonal) a un antígeno que 


presenta tna, dos o tres copias de tin mismo tipo de determinante antigénico. Los antígenos con 
dos determinantes antigénicos idénticos pueden formar pequeños complejos circulares o cadenas 
lineales con los anticuerpos, mientras que los antígenos con tres o más determinantes antigénicos 
idénticos pueden formar grandes redes tridimensionales que, en solución, precipitan rápidamente. 
(D) La mayoría de antígenos presentan diversos determinantes antigénicos (véase Figura 25-29A) 
y los distintos anticuerpos que reconocen cada uno de estos determinantes cooperan en el 
entrecruzamiento del antígeno y forman grandes entramados tridimensionales. 


dos) y dos cadenas pesadas (H) (heavy) idénticas (porlo general de unos 440 aminoácidos). 
Las cuatro cadenas se mantienen unidas entre sí gracias a una combinación de uniones no- 
covalentes y covalentes (enlaces disulfuro). La molécula está compuesta por dos mitades 
idénticas, cada 1na de ellas con el mismo lugar de unión al antígeno y, normalmente, tanto 
la cadena ligera como la cadena pesada cooperan entre sí formando la superficie de unión al 
antígeno (Figura 25-21). 


Existen cinco clases diferentes de cadenas pesadas de anticuerpo, 
cada una de las cuales tiene propiedades biológicas distintas 


En los mamiferos existen cinco clases diferentes de anticuerpos, IgA, IgD, IgE, lgG e IgM, cada 
una de las cuales tiene su propia clase de cadena pesada: (1, Ó, €, y y 4, respectivamente. Las 
moléculas de IgA tienen cadenas a, las moléculas de IgG tienen cadenas y, etc. Además, exis- 
tenvarias subclases de inemmoglobulinas IgG e Igá; por ejemplo: en humanos existen cuatro 
subclases de lgG (261, 1862, 18G3 e 1gG4) constituidas, respectivamente, por las cadenas 
pesadas Yi, Ye Ya. Y Ya. Las diferentes cadenas pesadas proporcionan una conformación dis- 
tintiva a las regiones de la bisagra y a la cola de los anticuerpos, confiriendo a cada clase (y 
subclase) unas propiedades características de cada una. 

La IgM, cuya cadena pesada es p, es la primera clase de anticuerpo que producen los 
linfocitos B en desarrollo, aunque posteriormente muchos linfocitos B pasan a producir 
Otras clases de antícuerpo (corao veremos más adelante). Los primeros linfocitos del linaje 
de linfocitos B que fabrica lg son los linfocitos pro-B, que sólo fabricas cadenas 1. Éstos dan 
lugar alos linfocitos pre-B, enlos que las cadenas y se asocian con las denorninadas cadenas 
ligeras sustitutas (que suplen a las cadenas ligeras genuinas) y se insertan en la membrana 
plasmática. La señalización a través de estos receptores de los linfocitos pre-B es necesaria 
para que la célula progrese en su desarrollo y legue a producir las cadenas ligeras definitivas, 
Las rmievas cadenas ligeras se combinan con las cadenas 1 y desplazan las cadenas ligeras 
sustititas, formando las moléculas de IgM de cuatro cadenas (dos cadenas y dos cadenas 
ligeras). A continuación estas moléculas se insertan en la membrana plasmática, lugar en el 
que actúan como receptores de antígenos; en este momento, la célula recibe el nombre de 
linfocito E virgen inmaduro. Una vez abandona la médula ósea coja, el linfocito comienza a 
producir también moléculas de iglD asociadas a la membrana que presentan al nismo lugar 


de tinión al antígeno que las 2moléculas de IgM. Ahora el lintocico se denornina Hinfociso B 
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Figura 25-20 Región bisagra de una 
molécula de anticuerpo, Debido a su 
flexibilidad, la región bisagra incrementa 
la eficiencia de la unión al antígeno 


y de su entrecruzamiento, 
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virgen maduro y es capaz de responder a antígenos extraños en los órganos linfoides perifé- 
ricos (Figura 25-22). 

La lgM no sólo es la primera clase de anticuerpo en aparecer en la superficie celular de 
los linfocitos B en desarrollo, sino que también es la principal clase de Ig secretada a la san- 
gre en las fases iniciales de la respuesta primaria de anticuerpos frente a la primera expo- 
sición al antígeno. (4 diferencia de las moléculas de IgM, las de 1gD sólo se secretan en 
pequeñas cantidades y fundamentalmente actúan como receptores de antígenos en la su- 
perficie celular.) La forma de IgM secretada es un pentámero compuesto por cinco unidades 
de cuatro cadenas, de forma que tiene un total de diez lugares de unión para el antígeno. 
Cada pentámero contiene una copia de otra cadena polipeptídica denominada cadena f 
(joining; unión). Los linfocitos secretores de IgM producen la cadena J, que se inserta cova- 
lentermente entre dos regiones adyacentes de la región Fc (Figura 25-23). 

Cuando un antígeno que presenta varios determinantes antigénicos idénticos (véase 
Figura 25-19) se une a una única molécula pentamérica de IgM secretada, cambia la estnuc- 
tura del pentámero, permitiéndole activar el sistema del complemento. Como se trató en el 
Capítulo 24, cuando el antígeno se localiza en la superficie de un microorganismo, la activa- 
ción resultante del sistema del complemento puede inarcar el microorganismo para ser 
fagocitado o matarlo directamente. Como se describirá más adelante, la activación del com- 
plemento puede incrementar en gran medida la respuesta inmunitaria contra un antígeno: 
por ejemplo, la unión de wn componente del complemento activado a un complejo antíge- 
no-anticuerpo, puede incrementar en más de mil veces la capacidad del antígeno para esti- 
mular la respuesta mediada por linfocitos B (véase la Figura 25-714). 

La clase principal de inmaunoglobwinas que se hallan en la sangre es la de las IgG, que 
son monómeros de cuatro cadenas (véase la Figura 25-21) producidas en grandes cantida- 


cadena Ho 
intracelular 


E 


¿y PT sustituta 
/ AT 


cla rre  Á| 0 ¿ 
A 
célula progenitora linfocito pro-B linfocita pre-B linfocito B virgen 
lintoide común inmaduro 


maduración en la médula ósea 


cadena 


o 


Co tadena ij 


Figura 25-21 Esquema de una molécula 
bivalente de anticuerpo. Está compuesta por 
cuatro cadenas polipeptídicas: dos cadenas 
pesadas idénticas y dos cadenas ligeras 
idénticas. Los dos lugares de unión al 
antígeno son idénticos entre sí. Cada una 
de ellos está formado por las regiones 
N-terminal de una cadena ligera y de una 
cadena pesada. Las dos cadenas pesadas 
forman también la cola y la región bisagra 
del anticuerpo. 


Figura 25-22 Principales etapas de la 
diferenciación de un linfocito B. Todas las 
etapas que se indican son independientes 
del antígeno. Los linfocitos pro-B fabrican 
cadenas 1, pero éstas permanecen en el 
retículo endoplasmático hasta que se 
fabrican las cadenas ligeras sustitutas. 
Aunque no se muestra en el esquema, 
todas las moléculas lg de la membrana 
plasmática se hallan asociadas a proteínas 
transmembrana que transmiten señales al 
interior de la célula (véase Figura 25-70). 
Tras la activación por su antígeno extraño 


especifico y por los linfocitos T colaboradores, 


los linfocitos 8 vírgenes maduros proliferan 
y se diferencian en células secretoras de 
anticuerpo o en células de mernnoría (no 
mostrado). 
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des durante las respuestas de anticuerpos secundarias. Además de activar el sisterna del 
complemento, la región Fc de una molécula de IgG se une a receptores específicos de ma- 
crófagos y de neutrófilos. Estas células fagocitarias, en gran parte mediante estos receptores 
Fc (lamados así porque las colas de los anticuerpos se denominan región Fc) unen, ingieren 
y destruyen a los microorganismos que han sido recubiertos por anticuerpos IgG produci- 
dos en respuesta a la infección (Figura 25-24). 

Algunos subtipos de lgG son los únicos anticuerpos que pueden pasar de la madre al fe- 
to a través de la placenta. Las células de la placenta que se hallan en contacto con la sangre 
materna tienen receptores Fc que unen estas moléculas de IgG de transmisión hemática y 
median su paso hacia el feto. En primer lugar, los anticuerpos son captados de la sangre ma- 
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Figura 25-23 Molécula pentamérica de lgM. 
Las cinco unidades de cuatro cadenas están 
unidas entre sí por enlaces disulfuro (en 

rajo). Una sola cadena J, que presenta una 
estructura similar a la de un único dorninio lg 
(se describirá más adelante), está unida de 
manera covalente por enlaces disulfuro entre 
dos cadenas pesadas yu. La cadena J es 
necesaria para la formación del pentámero. 
La adición de cada una de las cuatro cadenas 
de las sucesivas unidades lgM requiere una 
cadena J que se desprende, excepto la 

última que queda retenida, Obsérvese 

que las moléculas lgM no presentan 

región bisagra. 


Figura 25-24 Fagocitosis activada 
por anticuerpo. (A) Una bacteria 
recubierta por anticuerpos lgG es 
eficazmente fagocitada por un 
macrófago o un neutrófilo, los 
cuales tienen receptores de 
superficie capaces de unirse 

a la región Fc de las moléculas 

de 1gG. La unión de esta bacteria 
recublerta de anticuerpos a estas 
receptores Fc, activa el proceso 


pseudópodo de fagocitosís, La cola de una 


molécula de anticuerpo recibe 
el nombre de región Fc porque 
al digerir anticuespos con 


membrana papaina (enzima proteolítica) 
plasmática 


los fragmentos correspondientes 
a la región de la cola cristalizan 
fácilmente. (8) Electromicrografía 
de un neutvrófilo fagocitando una 
bacteria recubierta de lgG que se 
está dividiendo, £l proceso por 

el cual los anticuerpos (o el 
complemento) que recubren 

al patógeno incrementan la 
eficiencia coo la que dicho 
patágeno es fagocitado se 
denomina opsonización. 

(8, por cortesta de Dorothy E 
Bainton, de R.C Willlaras, Jr. 

y 4.4. Fudenberg, Phagocytia 
Mechanistos in Health 

and Disease. New York 
Intercontinental Medical 

Book Corporation, 1971.) 
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Figura 25-25 Esquema de una molécula dimérica de lgA presente en las 
secreciones. Además de los dos monómeros de IgA, existe una sola cadena J 

y una cadena polipeptídica adicional denominada componente secretor, el cual” 
deriva de los receptores Fc (véase Figura 25-26) y parece proteger a las moléculas 
de IgA de la digestión por las enzimas proteolíticas de las secreciones. 


terna mediante una endocitosis mediada por receptor; luego son transportados a través de 
la célula en el interior de vesículas y liberados por exocitosis a la sangre fetal (proceso deno- 
minado transcitosis; véase la Figura 25-26). Otras clases de anticuerpos no se unen a estos re- 
ceptores Fc por lo que no pueden atravesar la placenta. La IgG se secreta en la leche materna 
y asíes captada por el recién nacido desde el intestino hacia la sangre mediante transcitosis, 
proporcionándole protección contra las infecciones. 

La IgA es la principal clase de anticuerpo de las secreciones (saliva, lágrimas, leche y se- 
creciones respiratorias e intestinales). Las 1gA4 de la sangre son monómeros de cuatro cade- 
nas que se ensamblan en dímeros cuando se les añaden dos polipéptidos más antes de ser 
liberadas en las secreciones (Figura 25-25). Se transportan a través de las células de un epi- 
telio de secreción, desde el medio extracelular hasta el material de secreción a través de 
transcitosis mediada por otro tipo de receptor Fc que es exclusivo de los epitelios de secre- 
ción (Figura 25-26). Este tipo de receptor Fc también puede transportar, aunque de modo 
menos eficiente, moléculas de IgM hasta las secreciones. De este modo, individuos con una 
deficiencia selectiva en IgA, el principal tipo de deficiencia de anticuerpos, se hallan sólo 
parcialmente afectados por este defecto. 

La región Fc de las moléculas de IgE, que son monómeros de cuatro cadenas, se une 
con una afinidad extraordinariiamente elevada (Ka — 101% litros/mob) a otra clase de recepto- 
res Fc. Estos receptores se localizan en la superficie de los mastocitos de los tejidos y de los 
basófilos de la sangre; a su vez, las moléculas de IgE unidas a ellos actúan como receptores 
para el antígeno. La unión del antígeno desencadena la secreción por parte de las células de 
una serie de citoquinas y aminas activas en términos biológicos, sobre todo histamina 
(Figura 25-27). La histamina provoca una dilatación y un aumento de la permeabilidad de 
los vasos sanguíneos favoreciendo la penetración de leucocitos sanguíneos, anticuerpos y 
componentes del complemento en los lugares donue los mastocitos se han activado. Las 
aminas liberadas por mastocitos y basófilos son, en gran parte, las responsables de las ma- 
nifestaciones clínicas de reacciones alérgicas coma la fiebre del heno, el asma y la urticaria. 
Los mastocitos también secretan factores que atraen y activan a una clase especial de leuco- 
citos denominados eosinófilos. Estas células también poseen receptores Fc que unen molé- 
culas de IgE y pueden matar nematodos parásitos extracehulares, especialmente si dichos 
nematodos se hallan recubiertos de anticuerpos IgE. 

Además de las cinco clases de cadenas pesadas presentes en las moléculas de anticuer- 
po, los vertebrados superiores tienen dos tipos de cadenas ligeras, «y A que en apariencia 
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Figura 25-26 Mecanismo de transporte 

de una molécula dimérica de igA a través 
de una célula epitelial. La molécula de liga, 

a modo de dimero que contiene una 

cadena 4, se ne a una proteína receptora : 
transmembrana de la superficie no luminal 
de la célula epitelial secretora. (La cadena J 
no se ha incivido en el esquema para 
simplificado.) Los complejos receptor-IgA son 
ingeridos por endocitosis mediada por 
receptor, rensportados en vesículas a 

través del citoplasma de la célula epitelial y 
secretados por exocitosis en el lumen, en el 
lado opuesto de la célula. Cuando queda 
expuesto en el lumen, la parte del receptor Fc 
que está unido al dímero de IgA (el 
componente secretor), se escinde de 

su cola pansmenibrana y libera asi un 
anticuerpo, como el mostrado 

en la Figura 25-25. 
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son funcionalmente indistinguibles. Cualquier tipo de cadena ligera puede estar asociado 
con cualquiera de las cadenas pesadas. Sin embargo, una determinada molécula de anti- 
cuerpo siempre contiene cadenas ligeras idénticas y cadenas pesadas idénticas; de este ma- 
do, por ejemplo, una molécula de IgG puede tener cadenas ligeras k 0 A pero no ambas a la 
vez. Cormmo resultado de ello, los lugares de unión al antígeno de un determinado anticuerpo 
son siempre idénticos. Dicha simetría es crucial para la función de formación de enlaces 
cruzados de los anticuerpos secretados (véase la Figura 25-19). 

Todos los tipos de anticuerpo pueden ser fabricados en la forma unida a la membrana, 
así como en una forma soluble secretada. Las dos formas difieren solamente en el extremo 
C-terminal de la cadena pesada. Las cadenas pesadas de las moléculas de anticuerpo unidas 
ala membrana tienen un extremo C-terminal transmembrana hidrofóbico, que las ancla en 
la bicapa lipídica de la membrana plasmática de los linfocitos B. Por el contrario, las cadenas 
pesadas de las moléculas de anticuerpo secretadas poseen un extremo C-terminal hidrofíli- 
co, que les permite salir de la célula. El intercambio entre los tipos de anticuerpo fabricados 
tiene lugar porque la activación de los linfocitos B por antígeno (y delos linfocitos T colabo- 
radores) índuce un cambio en el modo en que los transcritos de RNA de las cadenas H son 
producidos y procesados en el núcleo (véase la Figura 7-99). 

La Tabla 25-1 resume las características de las distintas clases de anticuerpos humanos. 


La intensidad de las interacciones antígeno-anticuerpo 
depende tanto del número como de la afinidad de los lugares 
de unión al antígeno 


La unión de un antígeno a un anticuerpo, como la unión de un sustrato a una enzima, es 
reversible. La intensidad de la interacción viene determinada por la suma de numerosas 
fuerzas relativamente débiles no-covalentes como los enlaces de hidrógeno, fuerzas hidro- 
fóbicas y fuerzas de Van derWaals, e interacciones lónicas. Estas fuerzas débiles sólo son efi- 
caces cuando la molécula de antígeno está lo bastante cerca como para permitir que alguno 
de sus átomos encaje en los.huecos complementarios existentes en la superficie del anti- 
cuerpo. Las regiones complementarias de una unidad de anticuerpo de cuatro cadenas son 


Tabla 25-1 Propiedades de las principales clases de limi en el ser ano 
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HISTAMUINA POR 
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Figura 25-27 Función de las IgE en la 


«secreción de histamina por los mastocitos. 


Un mastocito (o un basófilo) une moléculas 
de IgE secretadas por las linfocitos B 
activados. Los anticuerpos IgE solubles 

se unen a las proteínas receptoras Fc de la 
membrana plasmática del mastocito que 
reconoce especificamente la región Fc de 
estos anticuerpos. Las moléculas IgE unidas 
de este modo actúan corno receptores 

de superficie celular para el antígeno. 

Así, a diferencia de los linfocitos B, cada 
mastocito (y basófilo) presenta un conjunto 
de anticuerpos en su membrana plasmática 
con una gran variedad de centros de unión 
al antígeno. Cuando una molécula de 
antígeno se une a estos anticuerpos igE 

y los entrecruza, activa en el mastocito la 
liberación por exocitosis de histamina 

y de otros mediadores locales, 
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sus dos lugares idénticos de unión al antígeno; la región correspondiente del antígeno es un 
determinante antigénico (Bigura 25-28). La mayoría de las macromoléculas antigénicas pre- 
sentan muchos determinantes antigénicos diferentes por lo que se denominan multivalen- 
tes; sí dos o más de los determinantes son idénticos (como sucede en un polímero con 
estructura repetitiva), se habla de un antígeno polivalente (Figura 25-29). 

La reacción reversible de unión entre un antígeno con un solo determinante antigénico 
(indicado como Ag) y un anticuerpo con un solo lugar de unión al antígeno (indicado como 
£b: antibody; anticuerpo) se puede expresar de la siguiente manera: 


Ag+Ab +5 Agób 


El punto de equilibrio depende tanto de las concentraciones de Ag y de Ab como de la in- 
tensidad de su interacción. Evidentemente, a medida que aumente la concentración de Ag 
inayor será la fracción de Ab que se asociará con él. Por lo general, la fuerza de la interacción 
se expresa corno la constante de afinidad (K,) (véase Figura 3-43), donde : 


K =[Agab]/(Agi[Ab] 


(los corchetes indican la concentración de cada componente en el equilibrio). 

La constante de afinidad, también denominada constante de asociación, se puede de- 
terminar midiendo la concentración de Ag libre necesaria para ocupar la mitad de los luga- 
res de unión al antígeno que posee el anticuerpo. Cuando la mitad de estos lugares están 
ocupados, [Ag4b] = [Ab] y K¿= 1/[4g]. Por lo tanto, el valor inverso de la concentración de an- 
tígeno que da lugar a la mitad de la unión máxima es igual a la constante de afinidad del 
anticuerpo por el antígeno. El rango de valores oscila entre 5 x 10% y 10% Htros/mol. 

La afinidad de un anticuerpo por un determinante antigénico refleja la fuerza de la 
unión de una sola copia del determinante antigénico a un solo lugar de unión del antígeno 
y es independiente del número de lugares de unión del antígeno. Sin embargo, cuando un 
antígeno polivalente, que transporta varias copias de un mismo determinante antigénico, 
se combina con un anticuerpo polivalente del tipo IgM (véase Figura 25-23), la fuerza de 
dicha unión se incrementa notablemente, ya que para que el antígeno y el anticuerpo pue- 
dan disociarse, se tienen que romper de forma simultánea todas las uniones antígeno-anti- 
cuerpo. Una molécula de IgG bivalente puede unirse a un antígeno polivalente con una 
fuerza por lo menos 100 veces mayor si en lugar de participar un solo lugar de unión partici- 
pan ambos lugares de unión al antígeno. La fuerza total de la unión de un anticuerpo biva- 
lente o polivalente a un antígeno polivalente se designa como la avidez de la interacción. 

Sila afinidad de los lugares de unión de una molécula de IgG y de IgM es la misma, la 
molécula de IgM (con 10 lugares de unión) tendrá una avidez muy superior por un antígeno 
polivalente que una molécula de IgG (que tiene dos lugares de unión). Esta diferencia de avi- 
dez, a menudo de 10% veces o más, es importante debido a que generalmente los anticuerpos 
producidos en las primeras fases de una respuesta inmunitaria tienen afinidades muy imfe- 
riores a las que muestran los producidos más tarde. Debido a su elevada avidez total, las IgM 
—la principal clase de lg producida en las primeras fases de las respuestas inomunitanias pri- 
marias— actúan de forma eficaz a pesar de que cada uno de sus lugares de unión presente 


. Una afinidad baja, 


Hasta aquí se han tratado aspectos generales de la estructura y función de los anticuer- 
pos. Acontinuación se describirán detalles de su estructura, elucidados mediante el análisis 
de su secuencia de aminoácidos y de su estructura tridimensional. 


Tanto las cadenas ligeras como las pesadas de los anticuerpos 
presentan regiones constantes y regiones variables 


La comparación de las secuencias de aminoácidos de distintas moléculas de anticuerpo re- 
veló una notable característica con importantes implicaciones genéticas. Tanto las cadenas 
pesadas como las cadenas ligeras tienen una secuencia variable en su extremo animo ter- 
minal y una secuencia constante en su extremo carboxilo terminal. Por consiguiente, al 
comparar las secuencias de aminoácidos de muchas cadenas xk diferentes se observa que las 
zmitades carboxilo terminal o son iguales o sólo muestran pegueñas diferencias, mientras 
que las mitades amino terminal son diferentes. Las cadenas ligeras tienen una región cons- 
tante de aproximadamente 110 aminoácidos de largo y una región variable de este rnismo 
tamaño. La región variable de las cadenas pesadas (en su extremo amino terminal) también 
tiene wnos 110 aminoácidos de lergo pero la región constante es tres o cuatro veces mayor 


UNIÓN DE ALTA UNIÓN DE BAJA 


AFINIDAD AFINIDAD 


determinante 
antigénico 


al antígeno : 
de la molécula cadena cadena 
de anticuerpo ligera pesada 


Figura 25-28 Unión del antígeno al 
anticuerpo. Este esquema muestra la 
interacción del determinante antigénico de 
una macromolécula con uno de los lugares 
de unión al antígeno de dos moléculas 
distintas de anticuerpo, una de alta y otra de 
baja afinidad. El determinante antigénico se 
mantiene en el lugar de unión gracias a la 
acción de fuerzas débiles no-covalentes; el 
lugar de mejor adaptación al antígeno es el 
que presenta mayor afinidad. Obsérvese que, 
normalmente, tanto las cadenas pesadas 
corno las ligeras de la molécula de anticuerpo 
participan en la formación del lugar de unión 
al antígeno, 
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Figura 25-29 Moléculas con varios 
determinantes antigénicos. lA) Proteína 
globular que presenta varios determinantes 
antigénicos diferentes. Porlo general, 
distintas regiones de una cadena 
polipeptídica guedan juntas en la estructura 
plegada y forman cada uno de los 
determinantes antigénicos de la superficie 
de la proteína, como se indica 

para tres de los cuatro determinantes. 

(8) Una estructura pollmérica con muchos 
desrenninantes antigénicos idénticos. 
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(de 330 o 440 aminoácidos) dependiendo de la clase de imaunoglobulina de que se trate 
Cigura 25-30). 

Los extremos amino terminales de las cadenas ligeras y de las cadenas pesadas son los 
que se unen entre sí formando el lugar de unión al antígeno (véase Figura 25-21); la variabi- 
lidad de sus secuencias de aminoácidos constituye la base estructural de la diversidad de es- 
tos lugares de unión. La mayor diversidad de las regiones variables de las cadenas ligeras y 
pesadas tiene lugar en tres pequeñas regiones hipervariables en cada cadena; las zonas res- 
tantes de la región variable, conocidas como regiones de sostén, son relativamente constan- 
tes, 

El lugar de unión al antígeno está formado por tan sólo los 5 a 10 aminoácidos de cada 
región hipervariable (Figura 25-31). En consecuencia, el tamaño del determinante antigé- 
nico reconocido por un anticuerpo es en comparación pequeño y puede ser tan sólo de unos 
10 residuos de arninoácido localizados en la superficie de una proteína globular. 


Las cadenas ligeras y las cadenas pesadas están formadas 
por dominios lg repetitivos 


Tanto las cadenas ligeras como las cadenas pesadas están formadas por segmentos repeliti- 
vos, cada uno de los cuales tiene una longitud de unos 110 aminoácidos y un enlace disulfu- 
ro intracatenario. Cada uno de estos segmentos repetitivos se pliega independientemente 
formando unidades funcionales compactas denominadas dominios de inmunoglobulina 
(Ig). Corno muestra la Rigura 25-32, una cadena ligera consta de un dominio variable (V]) y 
otro constante (C1), equivalentes a las regiones variables y constantes indicadas en la parte 
superior de la Figura 25-30. Estos dominios V; se emparejan con el dominio variable (Vi) y 
el primer dominio constante (Ch1) de la cadena pesada, formando la región de unión al an- 
tígeno. Los dominios Cí se emparejan con el primer dominio constante de la cadena pesada 
(Cul), y los restantes dominios constantes de la cadena pesada forman la región Fc, que de- 
terminará las propiedades biológicas del anticuerpo. La mayoría de las cadenas pesadas pre- 
sentan tres dorminios constantes (Cy, Cp2 y Cy43) aunque las de las moléculas de IgM e IgE 
presentan cuatro. . 

La similitud existente entre los diferentes dominios sugiere que, probablemente, las 
cadenas de anticuerpo surgieron durante la evolución gracias a una serie de duplicaciones 
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Figura 25-30 Regiones constantes 

y variables que tienen las cadenas de 
inmunoglobulina. Las regiones variables 
de las cadenas ligeras y las pesadas forman 
los lugares de unión al antígeno, mientras 
que las regiones constantes de las cadenas 
pesadas determinan el resto de las 
propiedades biológicas del anticuerpo. 


Figura 25-31 Regiones hipervariables 
de los anticuerpos. Esquerna que ilustra 
cómo las tres regiones hipensariables 

de cada cadena ligesa y pesada forman, 
en conjunto, elfugar de nal 
antígeno de una molécula de anticuerpo. 
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Figura 25-32 Dominios de inmunoglobulina. 
Las cadenas ligeras y las pesadas de una 
molécula de anticuerpo están plegadas en 
dominios repetitivos similares. Las zonas 
variables (sombreadas en azul) de las cadenas 
ligeras y pesadas (V, y Vy respectivamente) 
forman los lugares de unién al antígeno, 
mientras que los dominios constantes 

de las cadenas pesadas (principalmente Cy2 
y Cu43) determinan el resto de las propiedades 
biológicas de la molécula. Las cadenas 
pesadas de los anticuerpos igM e IgE no 
presentan región bisagra y ienen un domino 
constante adicional (C144). Las interacciones 
hidrofóbicas entre los dominios de cadenas 
adyacentes ayudan a mantener juntas las" 
cadenas en la molécula de anticuerpo: 

por ejemplo, Y, se une a Vw, €, a Cul, eta 
ivéase Figura 25-34). Todos los anticuerpos 
presentan los dominios Cy2 glicosilados (no 
se muestra) y las cadenas de oligosacáridos 
varían de un anticuerpo a otro, y modifican 
sus propiedades biológicas. 


génicas, empezando por un gen primordial que codificaba un único dominio de 110 axni- 
noácidos de función desconocida. Esta hipótesis se ve reforzada por el hecho de que cada 
dominio de la región constante de una cadena pesada está codificado por una secuencia 
codificante aislada (exón) (Figura 25-33). 


El lugar de unión al antígeno se halla formado por bucles 
hipervariables 


La cristalografía con rayos X ha permitido estudiar tanto fragmentos de anticuerpo como al- 
gunas moléculas intactas. Estos estudios han revelado que la forma en la que están cons- 
truidos los millones de lugares difererues de unión al autígeno sigue un patrón estructural 
común. 

Como se ¡lustra en la Figura 25-234, los dominios de las lg tienen estructuras tridimen- 
sionales muy similares que consisten en dos láminas f unidas mediante un enlace disulíuro, 
Como describireraos más adelante otras muchas proteínas de la superficie de los linfocitos 
y de otras células, muchas de les cuales actúan como moléculas de adhesión intercelular 
(tratadas en el Capítulo 19), contienen dominios similares y, por tanto, son 3 miembros de la 
superfamilia de las inmunoglobulinas (2), que es muy grande. : 

Los dominios variables de las moléculas de Ig presentan la característica propia de tener 
su conjunto particular de tres regiones hipervariables, que se disponen en tres bucles hiper- 
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LA AN A ] secuencias de DAA que codifican la región 
a isagra Cu2 Ca3 DNA constante de las cadenas pesadas de los 
> anticuerpos, como es el caso de la lgG, 
: Las secuencias codificantes lexones) de 
cada dominio y de la región bisagra están 
separadas por secuencias no-codificantes 
(intrones). Los intrones se eliminan mediante 
larmaduración de los transcritos primarios 
de RNA, que da lugar al mANA, Se cree 
que la presencia de intrones en el DNA 
puede haber facilitado las duplicaciones 
accidentales de segrmentos de DNA que, 
enel transcurso de la evolución, han dado 
lugar alos genes de los anticuerpos 
(se trata en el Capítulo 4). Las secuencias 
de DNA y de RNA que codiícan la región 
EL te de la cadena pesada no se 
ión constente de la cadena pesada inuestran en la figura. 
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variables (véase la Figura 25-34). Los bucles hipervariables de los dominios variables ligero 
y pesado se agrupan formando los lugares de unión al antígeno. El dominio variable de una 
molécula de anticuerpo consta de una estructura rígida altamente conservada, con unos bu- 
cles hipervariables unidos entre sí en uno de los extremos. Por lo tanto, es posible generar 
una enorae diversidad de lugares de unión al antígeno cambiando sólo la longitud y la se- 
cuencia de aminoácidos de los bucles hipervariables, sin que ello altere la estructura tridi- 
mensional global que es necesaria para la función del anticuerpo. 

El análisis por rayos X de cristales de fragrnentos de anticuerpo unidos a un determi- 
nante antigénico ha revelado con exactitud de qué forma cooperan, en determinados casos, 
los bucles hipervariables de los dominios variables ligero y pesado entre sí formando la 
región de unión al antígeno. Las dimensiones y la forma de cada lugar varían según la con- 
formación de la cadena polipeptídica de los bucles hipervariables la cual, a su vez, viene de- 
terminada por la secuencia de aminoácidos de las cadenas laterales de los bucles. La forma 
de los lugares de unión depende del tipo de anticuerpo: invaginaciones, hendiduras, ondu- 
laciones o incluso protuberancias (Figura 25-35). Los ligandos más pequeños tienden a 
unirse a profundas invaginaciones, mientras que los más grandes tienden a unirse a super- 
ficies más planas. Además, una vez unido el antígeno, los lugares de unión pueden alterar su 
forma de manera que el ligando queda mejor encajado. 

Después de tratar la estructura y la función de los anticuerpos, podemos pasar a consi- 
derar la cuestión crucial que ha preocupado a los inmunólogos durante años: ¿cuáles son 
los mecanismos genéticos que permiten producir millones de moléculas de anticuerpo di- 
ferentes? 


Resumen 


Los anticuerpos defienden a los vertebrados de las infecciones, inactivanido virus y toxinas bacteria- 
nas así como reclutando al sistema del complemento y a varios tipos de leucocitos que eliminan los 
patógenos invasores. Una molécula de anticuerpo característica tiene forma de Y con dos lugares de 
unión al antígeno idénticos en sus extremos y con lugares de unión al complemento y a diversos re- 
ceptores de la superficie celular en el pie de la Y 

Cada clon de linfocitos B produce moléculas de anticuerpo con un lugar de unión al antígeno 
específico. En un principio, durante el desarrollo de los linfocitos B en la médula ósea, las moléculas 
de anticuerzo son insertadas en la membrane plasmática, donde actiian como receptores para los 
antígenos. En los órganos linfoides periféricos, la unión del antígeno a estos receptores junto con las 
señales coestimuladoras producidas por los linfocitos Y colaboradores activa la proliferación de los 
linfocitos B y su diferenciación a linfocitos de memoria o a linfocitos efeciores productores de anti- 
cuerpos. Los linfocitos efectores secretan, grandes cantidades de anticuerpos que tienen el mismo lu- 
gar de unión al ancigeno que el de los anticuerpos unidos a la membrana. . z , ze 

Una molécula de anticuerpo típica está compuesta por cuatro cadenas polipeptídicas, dos ca4- 
denas pesadas idénticas entre sí y dos cadenas ligeras también idénticas entre sí Los lugares de 
unión al antígeno están formados por los dos tipos de cadenas, pesadas y ligeras. Existen cinco cla- 
ses de anticuerpos (134, 12D, IgE, 186 e Ig M4), cada una de la cuales tiene tina cadena E caracteristica 
(a, €, E, y y y, respectivamente). Las cadenas pesadas también forman la cola de la molécula e 
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Figura 25-34 Estructura plegada de una 
molécula de anticuerpo lgS, basada en 
estudios de cristalografía mediante rayos X. 
<GCCG> En el centro se muestra la estructura 
dela proteína completa. A la izquierda, la 
estructura de un dominio constante y, a la 
derecha, la de uno variable. Ambos dominios 
están formados por dos láminas $ unidas 

por un enlace disulfuro Íno se muestra). 
Obsérvese que todas las regiones 
hipervariables fen rojo) forman bucles en 

el extremo más distal del dominio variable 
donde forman el lugar de unión al antígeno 
(véase también Figura 3-41). 


superficie 


Figura 25-35 Variedad de lugares de unión 
al antígeno en los anticuerpos. Los bucles 


hipervariables de diferentes dominios Y, y Va 


pueden combinarse entre sí y formar 

una gran varledad de superficies de unión, 
Los determinantes antigénicos y los lugares 
de unión al andgeno de los anticuerpos 
aparecen en rojo. Sólo se muestra un lugar 
de unión al antígeno por < 


a anticuerpo. 
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tícuerpo (región Fc), la cual determina a qué proteínas se unirá el anticuerpo y, por consiguiente, 
cuáles serán las propiedades biológicas de cada una de las clases de anticuerpo. Cualquiera de los 
dos tipos de cadena ligera (o A) puede asociarse con cualquier clase de cadena pesada, Sin ersbar- 
go, parece que el tipo de cadena ligera no tiene influencia sobre las propiedades del anticuerpo, ex- 
cepto sobre la especificidad por el antígeno, 

Tanto las cadenas ligeras como las pesadas constan de diferentes dorninios Ig: estructuras B 
de unos 110 arninoácidos con plegamientos. Una cadena ligera tienen un dominio variable (Vy) y 
uno constante (C1), mientras que na cadena pesada tiene una región variable (Vi) y tres o cua- 
tro regiones constantes (Cy). La variación de la secuencia de arninoácidos en las regiones variables 
de las cadenas ligeras y pesadas está concentrada en pequeñas regiones hipervariables. Éstas 
sobresalen en un extremo de estos dominios formando kucles que constituyen el lugar de unión al 
antígeno, 


GENERACIÓN DE LA DIVERSIDAD 
DE LOS ANTICUERPOS 


El organismo humano puede producir probablemente más de 10% moléculas diferentes 
de anticuerpos, que constituyen el repertorio primario de anticuerpos, preiomune, inclu- 
so en ausencia de estimulación por antígenos. El repertorio primario está formado por anti- 
cuerpos de la clase IgM e IgD y es, según parece, lo bastante amplio como para asegurar que 
siempre haya un lugar de unión que encaje con cualquier determinante antigénico poten- 
cial, aunque esta unión sea de baja afinidad. (Los lugares de unión al antígeno de muchos 
anticuerpos pueden reaccionar de manera cruzada con otros determinantes antigénicos 
relacionados aunque diferentes, lo que hace que la fuerza defensiva del anticuerpo prima- 
rio sea aún mayor) 

Los linfocitos B (y los linfocitos T colaboradores) tras ser estimulados por el antígeno, 
pueden cambiar su producción de fabricar 1gM e lgD a fabricar otra clase de anticuerpos; es- 
te proceso se denomina cambio de clase. Además, la afinidad de estos anticuerpos por su 
antígeno incrementa progresivamente con el tiempo durante un proceso denominado ma- 
duración de la afinidad. Así, la esurmalación por el antígeno genera un repertorio secunda- 
río de anticuerpos, con una diversidad enormemente incrementada de ambas clases de lg y 
de lugares de unión al antígeno. ! 

Los anticuerpos son proteínas y las proteínas están codificadas por genes. Por consi- 
guiente, la diversidad de los anticuerpos plantea un problema genético particular: ¿cómo 
puede un animal producir más anticuerpos que genes hay en su genoma? (El genoma hu- 
mano, por ejemplo, contiene sólo alrededor de 25.000 genes.) Este problema no es tan alar- 
mante como podría parecer a primera vista. Debido a que las regiones variables de las 
cadenas ligeras y pesadas de los anticuerpos se combinan formando el lugar de unión al 
antígeno, un animal con 1000 genes que codifiquen cadenas ligeras y 1000 genes que codifi- 
quen cadenas pesadas podría combinar sus productos de 1000 x 1000 maneras diferentes 
formando 10% lugares de unión al autígeno distintos (a pesar de que en la realidad no todos 
los tipos de cadena ligera puede combinarse con cualquier cadena pesada formando 1n lu- 
gar de unión al antígeno). Sin embargo, existen mecanisinos genéticos únicos que capacitan 
al sistensa inmunitario adquirido para generar ua mínaero casi limitado tanto de cadenas 
ligeras corno de cadenas pesadas diferentes de una forma muy económica. 

No todos los vertebrados utilizan los mismos mecanismos genéticos para generar di- 
versidad de anticuerpos e incluso existen diferencias importantes entre los mecanismos uli- 
lizados por diferentes mamiferos. Á continuación se revisan los mecanismos ublizados por 
los ratones y los humanos, en los que la diversidad de ardiicuerpos se genera en dos etapas, 
En primer lugar, antes de la estimulación por el antígenao, los linfocitos B en desarrollo unen 
segmentos géricos separados de DNA generando los genes que codifican el repertorio pri- 
mario de anticuerpos IgM e ID de baja afinidad. En segundo lugar, tras la estimulación por 
el antígeno, dichos genes pueden subir dos cambios adicionales: reutaciones, que pueden 
aumentar la afinidad del lugar de wión al antígeno, y reordenaciones del DINA, que cambian. 
la clase de anticuerpo fabricada. El corgunto de estos cambios genera el repertorio seciunda- 

do de anticuerpos IgG, IgA e lgE de alta afinidad, 

Esta sección se inicia con el estudio de los mecaniscoos que utilizan los linfocitos B para 
armado de anticuerpos y después se describirán los mecanismos que 
epertorío secundario, : 


generar 
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regiones del DNA que tienen que unirse 
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Durante el desarrollo de los linfocitos 8, los genes de los 
anticuerpos se ensamblan a partir de segmentos génicos diferentes 


Los ratones y los humanos generan su repertorio de anticuerpos ensamblando segamentos 
génicos separados durante el desarrollo de los linfocitos B. Cada tipo de cadena de anti- 
cuerpo -las cadenas x ligeras, las cadenas A ligeras y las cadenas pesadas- está codificado 
por undocus diferente situado en un cromosoma diferente. Cada locus contiene un gran nú- 
mero de segmentos génicos codificantes de la región V de la cadena de anticuerpo y umo o 
más segmentos génicos codificantes de la región C. Durante el desarrollo de un linfocito B 
en la médula ósea (o en el hígado fetal) se ensambla, mediante recombinación genética 
específica de lugar (estudiada eu el Capítulo 5), una secuencia codificante completa para ca- 
da una de las dos cadenas de anticuerpo que tenen que sintetizarse. Además de reunir los 
segmenios génicos individuales del gen que codifica un anticuerpo, estas reordenaciones 
también activan la transcripción a partir del promotor del gen mediante cambios en las posi- 
ciones relativas de las secuencias activadoras y silenciadoras que actúan sobre el gen. Así, una 
cadena completa de anticuerpo sólo se puede sintetizar después de que se produzca una 
reordenación del DNA. 

Cada una de las regiones Y de una cadena ligera está codificada por una secuencia de 
DNA. eosambiada a partir de dos fragmentos génicos: un seganento génico Y largo y un seg- 
mento de unión corto, o segmento génico J (foíning; no debe confundirse con la proteína 
cadena J éase la Figura 25-23, codificada en otro higar del genoma). La Figura 25-35 ilus- 
tra la secuencia de procesos implicados en la producción de una cadena polipeptídica lige- 
ra « a partir de sus segmentos génicos distintos. Cada región V de una cadena pesada se 
fabrica de modo similar, combinando segmentos génicos, incorporando, además, un seg- 
mento de diversidad o segmento génico D (Figura 25-37). 


“OMA de la nea germinal 
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Figura 25-36 Proceso de unión V-4 que 
participa en la producción de una cadena 
ligera «humana. En el DMA de la “línea 
germinal" (en la que los genes de las 
inmunoglobulinas no se han reordenado 

y, en consecuencia, no se expresan), el 
grupo de los cinco segmentos génicos .] está 
separado de la secuencia codificante de la 
región C por un corto intrón, y separado de 
los 40 genes Y, por miles de pares de 
nucleótidos. Durante el desarrollo de un 
linfocito B, el segrmento génico Y elegido al 
azar (V3 en este caso) se desplaza quedando 
exactamente junto a uno de los segmentos 
génicos J (13 en este caso). Las secuencias 
génicas ) “sobrantes” (14 y 15) junto con 

el intrón se transcriben (junto con los 
segmentos génicos unidos V3 y 43 y el 
segmento codificante de la región C) y luego 
son eliminados durante la maduración del 
RNA, generando moléculas de mRNA en las 
que las secuencias V3, 43 y Cson contiguas, 
Entonces, estos mRNA se traducen a cadenas 
ligeras tc. Un segmento génico ) codifica los 
aproximadamente 15 aminoácidos del 
extremo C-terminal de la región Y, y una 
corta secuencia que contiene la unión de los 
segmentos V-J codifica la tercera región 
hipervariable de la cadena ligera, que es la 
zona más variable de la región V. 


Figura 25-37 Locus de la cadena pesada 

en humanos. Hay 40 segrnentos Y, 25 D, 

6 4yin grupo ordenado de secuencias 
codificantes de la región €. Cada uno 

de los conjuntos codifica uma clase diferente 
de cadenas pesadas. El segmento D ty parte 
del segmento 4) codifica los aminoácidos de 
la tercera región hipervariable, que es la parte 
saás variable de la región Y de la cadena 
pesada. Los mecanismos genéticos 
implicados en la producción de una cadena 
pesada son los mismos que los que se 
muestran en la Figura 25-36 para las cadenas 
ligeras, con la excepción de que en este caso 
se necesitan dos etapas de reardenación del 
DNA en lugar de una: primero, un segrnento 
Dse une a un segmento .£, y luego un 
segmento Y se une a los segmentos Ds 
reordenados. La figura no ha sido dibujada a 
escala: por ejemplo, la longitud total dellocus 


de la cadena pesada supera las 2 megabases. 
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El elevado número de segmentos génicos V, J y D heredados, disponibles para codificar 
cadenas de anticuerpo, contibuye de manera sustancial, por sí mismo, a la diversidad de 


* los anticuerpos y la combinación de estos segmentos (denominada diversificación combina- 


toria) incrementa ampliamente esa contribución. En humanos, por ejemplo, cualquiera de 
los 40 segmentos Y del locus de la cadena ligera x puede unirse a cualquiera de los 5 seg- 
raentos J (véase Figura 25-386), de forma que dicho locus puede codificar al menos 200 (40 x 5) 
regiones Y diferentes de cadena k. De forma similar, cualquiera de los 40 segmentos V del 
locus de la cadena pesada puede unirse a cualquiera de los 25 segmentos D y a cualquiera 
de los 6 segmentos /, pudiendo codificar como mínimo 8000 (40 x 25 x 6) regiones V diferen- 
tes de cadena pesada. 

La diversificación combinatoria resultante del ensamblaje, en diferentes combina- 
ciones, de los seganentos génicos Y, J y D heredados, que acabamos de describir, constituye 
un importante mecanismo de diversificación de los lugares de unión al antígeno de los an- 
ticuerpos. Se estima que únicamente mediante este mecanismo, denominado recombina- 
ción V(DJÍ, un humano podría producir 320 regiones V] diferentes (200 x y 120 A) y 6000 
regiones Vy diferentes. En principio, estas regiones podrían luego combinarse entre sí pro- 
duciendo 1,9 x 105 (320 x 6000) lugares diferentes de unión al antígeno, Además, como tra- 
taremos a continuación, el propio mecanismo de unión también incrementa de forma 
notable este número de posibilidades (probablemente en más de 10% veces) y, por tanto, el 
repertorio primario de anticuerpos es mayor que el número total de linfocitos B (alrededor 
de 1012) de cualquier individuo de la especie humana. 


La unión imprecisa de los segmentos génicos aumenta 
la diversidad de las regiones Y 


Durante el proceso de la recombinación V(D)JJ, la recombinación específica de lugar une 
segmentos génicos de anticuerpo para las secuencias codíficantes funcionales de las re- 
giones V, y Vh. Cada segrnento génico está flanqueado por secuencias de DNA conservadas 
que actúan como secuencias señales de recombinación en el proceso de unión, de forma que 
se asegura que sólo se recombinen los segmentos génicos adecuados. Así, por ejemplo, un 
segmento V de cadena ligera siempre se unirá a un segmento J y no a otro segmento V. Esta 
unión está mediada por un complejo enzimático, denominado recombinasa V(D)J, del que 
forman parte dos proteínas específicas de los linfocitos en desarrollo, así como por enzimas 
reparadoras del DNA dañado presentes en cualquiera de nuestras células. 

Las proteínas linfocitarias específicas de la recombinasa V(D)J, RAG1 y RAG2, están co- 
dificadas por dos genes estrechamente ligados denominados Rag-1 y Rag-2 (recombination 
activating genes; genes promotores de la recombinación). Para levar a cabo la unión VID)J, 
las dos proteínas se asocian entre sí formando un complejo (denominado RAG), que actúa 
como una endonucleasa introduciendo discontinuidades en la doble cadena entre los seg- 
mentos génicos que deben unirse y sus secuencias señal de recombinación flanqueantes. 
Entonces, RAG inicia el proceso de unión y recluta enzimas implicadas en la reparación del 
DNA. de doble cadena que tiene lugar en todas las células (Figura 25-38). Los ratones o los 
humanos deficientes en alguno de los dos genes Rag o en la combinación de extremos no 
homólogos son muy susceptibles a las infecciones, ya que son incapaces de llevar a cabo la 
recombinación VOD) y, en consecuencia, no disponen de linfocitos B o T funcionales, situa- 
ción denoroinada inmunodeficiencia combinada grave (SCID: severe combined immunode- 
ficiency). (Como se describirá más adelante, los linfocitos T utilizan la misma recombinasa 
V(DY para ensamblar los fragmentos génicos que codifican sus receptores específicos de an- 
tígeno.) 

Axmenudo, durante la combinación de los segmentos génicos del anticuerpo (y del recep- 
tor del linfocito TD), al igual que ocurre en la combinación de extremos no homólogos (véase 
Figura 5-514), se pierde un número variable de nucleótidos de los exiremos de los segmentos 
arecormbinar, pudiéndose insertar de manera aleatoria uno o más nucieótidos. Esta pérdida y 
ganancia aleatorias de nucleótidos en los lugares de unión, denominada diversificación de la 
unión, aumenta en gran medida la diversidad de las secuencias codificantes de la región V ge- 
neradas por recombinación V(D)J, especialmente en la tercera región hipervariable. Este incre- 
mento en la diversificación ene un precio, ya que en muchas ocasiones producirá un cambio 
de pauta de lectura originando un gen no funcional Alrededor de dos de cada tres reordena- 
ciones resultan “improductivas”, de modo que muchos de los linfocitos B en desarrallo nunca 
llegan a producir moléculas funcionales de anticuerpo y mueren en la médula ósea. 
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Los linfocitos B que generan moléculas funcionales de anticuerpo que se unen con fuer- 
za a antígenos propios en la médula ósea roja son peligrosos. Dichos linfocitos B mantienen 
la expresión de proteínas RAG y pueden llevar a cabo una segunda ronda de reordenaciones 
V(DY en el locus de la cadena ligera (normalmente el locus x) que conllevará un cambio en 
la especificidad del anticuerpo de superficie celular que producen; se trata del proceso co- 
nocido corno edición de receptores. Para incrementar aún más la protección, los linfocitos 
B autorreactivos que tras este proceso no hayan cambiado su especificidad son eliminados 
mediante el proceso de eliminación clonal (véase Figura 25-13). 


El control de la recombinación V(D)J asegura la monoespecificidad 
de los linfocitos B 


Los linfocitos B son monoespecíficos. Es decir, todos los anticuerpos generados por un mis- 
mo linfocito B tienen idénticos lugares de unión al antígeno. Este hecho permite a los anti- 
cuerpos establecer uniones cruzadas con los antígenos y generar grandes agregados que 
facilitan la eliminación de dichos antígenos fvéase Figura 25-19), Además, un linfocito B 
activado secreta anticuerpos, cuya especificidad es la misma que la de los anticuerpos 
receptores unidos a la membrana, garantizando así la especificidad de las respuestas de an- 
ticuerpo (véase Figura 25-17). 

Para conseguir esta monoespecificidad, cada linfocito B tiene que fabricar un sólo tipo 
de región Y; y un sólo tipo de región Vy. Puesto que los linfocitos B, al igual que otras células 
somáticas, son diploides, cada célula tiene seis loci codificantes de cadenas de anticuerpo: 

dos loci para las cadenas pesadas (uno de cada progeniter) y cuatro loci para las cadenas li- 
geras (un x y un 4 de cada progenitor). Si las reordenaciones de DNA tienen lugar de modo 
independiente en cada locus de cadena pesada y en cada locus de cadena ligera, un único 
linfocito podría fabricar hasta ocho antícuerpos diferentes, cada uno de ellos con un lugar 
diferente de unión al antígeno. 

Sin embargo, cada linfocito B sólo utiliza des de los seis loci de anticuerpo: uno de los 
dos loci de cadena pesada y umo de los cuatro de cadena ligera. Así, cada linfacito B tiene que 
escoger no sólo entre sus loci y A de cadena Bsera, sino termbién entre los loci maternos 
y patermos de las cadenas ligeras y pesadas. Esta segunda elección se denormina sxclesión 
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Figura 25-38 £l papel de las 
secuencias señal de recombinación 
en la agrupación de segmentos 
génicos mediada por RAG. 

En el ejemplo, Vi se une a 31 en 

un locus de cadena ligera. En la 
recombinación VID)) se hallan 
implicadas dos tipos de secuencias 
señal de DNA: ambas tienen la misma 
secuencia de 7 pares de bases (pb) en 
un extremo y la misma secuencia de 
9 pb en el oro extremo, pero en uno 
de los tipos los extremos se hallan 
separados por 12 pb mientras que en 
el otro tipo el espaciador es de 23 pb, 
Cuando una proteína RAG se une al 
espaciador de 12 pb y otra al de 

23 pb y ambas proteínas RAG se unen 
entre sí, fas dos secuencias señal 
quedan yuxtapuestas. El complejo 
RAG escinde las dos secuencias señal 
por sus extremos de 7 pb y las 
enzimas de reparación del DNA 

unen entre sí los segmentos Y1 y J1 
escindidos. Las secuencias señal 
también se unen entre sí y se 
eliminan como una pequeña 
secuencia de DNA circular que 
contiene el DNA localizado 
inicialrnente entre Y1 y 31. 

El mismo proceso y las mismas 
secuencias señal se utilizan para unir 
los segmentos V, D y J de las cadenas 
pesadas. La reordenación de las 
secuencias señal descrita asegura la 
recombinación de los segmentos 
génicos adecuados. 


1566 — Capítulo 25: El sistema de inmunidad adquirida 


Figura 25-39 Selección de los loci de anticuerpos en el desarrollo de un linfocito B en la 
médula ósea. Para producir anticuerpos con un solo tipo de lugar de unión al antígeno, un 
linfocito 8 en desarrollo utiliza un solo locus de cadena L y uno solo de cadena H.Se cree 
que la selección entre los loci materno y paterno es al azar. Sin embargo, en el linfocito B en 
desarrollo, el ensamblaje de las secuencias codificantes de región V sigue un orden preciso, 
un segmento cada vez, empezando habitualmente con el locus de la cadena H. En este 
locus, los segmentos O se unen primero a los segmentos /Jy en ambos cromosomas, 
paterno y matemo; a continuación, se produce la unión Va D/y en uno de estos 
cromosomas (no se muestra). Si esta reordenación da lugar a un gen funcional, se 
producen cadenas 1 cornpletas (que siempre son el primer tipo de cadena H producido) 
que se expresarán en la superficie celular en asociación con las cadenas ligeras sustitutas 
(véase Figura 25-22). Entonces el linfocíto bloquea cualquier otra posible reordenación de 
los segmentos génicos de la región V;y e inicia la reordenación de V,. La reordenación Ve 
suele producirse en primer lugar en et locus x, y si ésta falla, tendrá lugar en otros laciw 
oenios 1 Sila unión V, a /¿ produce una cadena ligera, ésta se combina con las cadenas 1 
ya existentes y forman una molécula de anticuerpo IgM, que se insertará en la membrana 
plasmática. Los receptores de superficie celutar del tipo IgM capacitan al linfocito B recién 
formado a que reciba señales extracelulares que impidan posteriores recombinaciones 
V(DJ, inhibiendo la expresión de los genes Rag-1 y Rag-2, 

Si un linfocito B en desarrollo produce un receptor con elevada afinidad por un antígeno 
propio, la expresión del gen Rag se mantiene y el linfocito sufre nuevas recombinaciones 
V(D)J en el locus de la cadena ligera (proceso denominado edición de receptores; véase 
Figura 25-13), cambiando, así, la especificidad del receptor (no se muestra). Si una célula 
no puede ensamblar una región Vy funcional y una región V, también funcional será 
incapaz de producir anticuerpos y morirá por apoptosis (no se muestra). 


alélica. Esta exclusión alélica también ocuxre en la expresión de algunos genes que codifican 
los receptores de linfocito T y en genes que codifican los receptores del olfato en la mucosa 
nasal (estudiados en el Capítulo 15). Sin embargo, en la mayoría de los casos de proteínas co- 
dificadas por genes autosómicos, en cada célula las copias maternas y pateras de los genes 
se expresan aproximadamente igual. 

Durante el desarrollo de los linfocitos B, la exclusión alélica y la elección entre las cade- 
nas ligeras x y A dependen de una autorregulación negativa del proceso de la recombina- 
ción V(D)J. La reordenación funcional de un locus de anticuerpo suprime las reordenaciones 
en los demás loci que codifican el mismo tipo de cadena de anticuerpo (Figura 25-39). Así 
por ejemplo, en los clones de linfocitos B obtenidos de ratones transgénicos que expresan un 
gen de cadena y reordenado, normalmente la reordenación de todos los genes endógenos 
de cadena pesada queda suprimida. Resultados similares a éstos se han obtenido también 
para las cadenas ligeras. Sin embargo, la supresión no se produce sí el producto de la reor- 
denación génica no genera al final un receptor que se inserte en la membrana plasmática. 
Así, se ha propuesto que la supresión de posteriores reordenaciones tiene lugar como con- 
secuencia del proceso de ensamblaje del receptor en sí mismo o por señales extracelulares 
que actúan sobre dicho receptor, : 

Aunque no se conocen diferencias biológicas entre las regiones constantes de las cade- 
nas ligeras « y A, la presencia de dos loci diferentes de las regiones variables de las cadenas 
ligeras representa una ventaja. Esto incrementa la probabilidad de que un linfocito pre-B 
que haya ensamblado con éxito una secuencia codificante de la región Va, también ensam- 
ble con éxito una secuencia codificante de la región V] y se convierta en linfocito B. Esta pro- 
babilidad es aún mayor ya que antes de que un linfocito pre-B en desarrollo fabrique 
cadenas ligeras normales, ya fabrica cadenas ligeras sustitutas (véase Figura 25-22), que se 
ensamblan con cadenas pesadas y, Los receptores resultantes se expresan en la superficie 
celular y permiten la proliferación celular, generando grandes cantidades de células proge- 
nitoras algunas de las cuales producirán con éxito cadenas ligeras funcionales genuinas. 

La formación de un linfocito B funcional es un proceso complejo y nuy selectivo: final- 
mente todos los linfocitos B que no son capaces de producir moléculas de anticuerpo co- 
rrectas, mueren por apoptosis. 

Ahora el centro de atención se trasladará de los mecanismos responsables de la forma- 
ción del repertorio primario de anticuerpos, antes de la estimulación por el antígeno, a los 
inecanismos responsables de generar el repertorio secundario de anticuerpos, tras la activa- 
ción por el antígeno. Enmpezareraos por describir el mecanismo de tipo darwiniano por el 
que se incrementa la afinidad de los lugares de unión al antígeno por su antígeno específico, 


CÉLULA PROGENITORA 
LINFOIDE COMUN 


cadena ligera 
: sustituta 
LINFOCITO PRE-B 


¿añ z 
Ga 

materno paterno 
2 E 


locus $ materna 


seleccionado ; 
de la cadena locus seleccionado 
pesada de la cadena ligera 


LINFOCITO B 


ada 
AA 


OTIS 


molécula igM 


GENERACIÓN DE LA DIVERSIDAD DE LOS ANTICUERPOS 


La hipermutación somática dirigida por el antígeno 
acaba de afinar las respuestas de los anticuerpos 


Tal como se describió, a medida que va transcurriendo el tiempo tras la inmunización, se 
produce un aumento progresivo de la afinidad de los anticuerpos producidos contra el antí- 
geno inmunizante. Este fenómeno, que se conoce como maduración de la afinidad, se de- 
be a la acumulación de mutaciones puntuales en las secuencias codificantes de la región Y, 
tanto de las cadenas pesadas como de las ligeras. Dichas mutaciones tienen lugar después 
de ensamblarse las regiones codificantes. Cuando los linfocitos B ya han sido estimulados 
por el antígeno y por los linfocitos T colaboradores en un órgano línfoide periférico, algunos 
de los linfocitos B activados proliferan con mucha rapidez en los folículos linfoides (véase 
Figura 25-16) y forman estructuras denominadas centros germinales. En esta zona, los linfo- 
citos B mutan a la velocidad aproximada de una mutación por secuencia codificante de re- 
gión V en cada generación celular. Puesto que esto representa, aproximadamente, un millón 
de veces más que la velocidad de mutación espontánea en otros genes, y tiene lugar en cé- 
lulas sornáticas y no en células germinales (tratado en el Capítulo 21), el proceso se denomi- 
na hipermutación somática. 

Tan sólo una pequeña parte de estos anticuerpos modificados generados por el proce- 
so de hipermutación presentarán un incremento en la afinidad por el antígeno. Puesto que 
los mismos genes de anticuerpo generan los receptores para el antígeno de la superficie de 
los linfocitos B, los antígenos estimularán sobre todo los escasos linfocitos B que expresen 
estos receptores con afinidad incrementada por el antígeno. Los clones de estos linfocitos B 
inodificados serán los que con más probabilidad sobrevivirán y proliferarán, especialmente 
cuando la cantidad de antígeno disminuya a niveles muy bajos hacia el final de la respuesta. 
La mayoría de los linfocitos B que quedan en el centro germinal morirán por apoptosis. 
Como resultado de ciclos repetidos de bipermutación somática seguidos de la proliferación 
inducida por antígenos de algunos clones de linfocitos B de memoria y efectores, a lo largo 
de la respuesta inmunitaria se generan abundantes anticuerpos de afinidad creciente, lo 
cual proporciona una protección contra los patógenos cada vez más eficiente. (En algunos 
mamiferos, incluidas las ovejas y las vacas, tiene lugar una hipermutación somática similar 
que diversifica el repertorio primario de anticuerpos antes de que los linfocitos B encuentren 
su antígeno.) 

La identificación de una enzima implicada en la hipermutación somática constituyó un 
gran avance en la comprensión del mecanismo molecular de dicho proceso. Se denomina 
desaminasa inducida por activación (AID: activation-induced deaminase) porque se expre- 
sa especificamente en los linfocitos B activados y desamina la citosina (C) a uracilo (U) en el 
DNA transcrito codificante de la región V. La desaminación da lugar a desapareamientos U:G 
en. la doble hélice de DNA y la reparación de dichos desapareamientos genera diversos tipos 
de mutaciones, según cuál sea la vía de reparación seguida (Figura 25-40). La hipermutación 
somática sólo afecta a las secuencias codificantes de la región V que se están transcribiendo, 
seguramente porque la enzima AID se une de forma específica a los transcritos de RINA (tra- 
tado en el Capítulo 7). ADD también interviene cuando los linfocitos B activados cambian la 
producción de IgM a otras clases de anticuerpo, como ya se ha visto. 


DINA, de la región Y 


Aa 


uN 


ne REPLICACIÓN 
de E Se DEL DNA 


: ¿ URACILO-DNA 
a GLUCOSILASA 


DESAMINACIÓN 
DECPOR AD 


Ñ 1567 


Figura 25-40 Algunas vías por las que AID 
puede dar lugar a mutaciones durante la 
hipermutación sormática. AD desarnina 
algunas citosinas que dan lugar a uracilo, en 
el DMA de la región Y, y provoca errores 

de apareamiento U:G que dan lugar a 
mutaciones por varias vías. Algunas de estas 
mutaciones se originan cuando se replica el 
DNA que contiene un apareamiento UG no 
reparado (véase Figura 5-49A), Otras se 
producen cuando la uracilo DINA glucosilasa 
elimina el uracilo antes de la replicación del 
DNA, generando una cadena de DMA molde, 
copiada por la DNA polimerasa, a la cual le 
falca una base. Finalmente atras (no 
mostradas) ocurren cuando el área próxima 
al error de apareamiento 1U:G se escinde, 
mediante el sistema de reparación de errores 
de apareamiento descrito en el Capítulo S), 
y genera una discontinuidad que puede ser 
reparada por DNA polimerasas que 
originarán mutaciones tanto en los pares 
AT como en los 043. 
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Los linfocitos B pueden cambiar la clase del anticuerpo 
que producen 


Como ya se ha tratado anteriormente, todos los linfocitos B empiezan la síntesis de anti- 
cuerpos produciendo moléculas IgM, que insertan en la membrana plasmática donde ac- 
tuarán como receptores para el antígeno. Tras abandonar la médula ósea roja, y antes de 
interaccionar con el antígeno, los linfocitos B empiezan produciendo tanta moléculas IgM 
como 1gD, que actúan corno receptores de antígeno ligados a membrana y presentan el mismo 
lugar de unión al antígeno (véase Figura 25-22). Tras la estimulación por el antígeno y por los 
linfocitos T colaboradores, muchos de estos linfocitos se convierten en linfocitos efectores 
que secretan IgM; estos anticuerpos IgM serán los predominantes en le respuesta primaria 
humoral. Sin embargo, en las etapas finales de la respuesta inmunitaria, cuando en los lin- 
focitos B tiene lugar la hipermutación sormática, la combinación del antígeno y de las cito- 
quinas derivadas de los linfocitos T colaboradores activa a muchos linfocitos B a cambiar, 
pasando de producir anticuerpos 1gM e IgD unidos a la membrana, a generar anticuerpos 
1gG, IgE o IgA; este proceso se denomina cambio de clase. Algumos de estos linfocitos se con- 
vierten en células de memoria, que en su superficie expresan la correspondiente clase de 
molécula de anticuerpo, y otros se convierten en linfocitos efectores, secretares de anticuer- 
pos. Las moléculas de IgG, IgA e IgE reciben colectivamente el nombre de clases secundarias 
de anticuerpo debido a que sólo se producen después de la estimulación por el antígeno y 
porque dominan en las respuestas de anticuerpos secundarias y generan el repertorio se- 
cundario de anticuerpos. Como se ha descrito, cada una de las diferentes clases de anticuer- 
pos se especializa en el ataque contra patógenos utilizando diferentes procesos en lugares 
distintos. 

La clase de un anticuerpo viene determinada por la región constante de su cadena pe- 
sada. Por lo tanto, el hecho de que los linfocitos B puedan cambiar la clase de anticuerpo 
que producen sin alterar el lugar de unión al antígeno implica que una misma secuencia co- 
dificante de la región Vu (que determina la zona de unión al antígeno de la cadena pesada) 
puede asociarse de manera secuencial con diferentes segmentos codificantes Cy. Este hecho 
supone importantes implicaciones funcionales. Significa que en un animal determinado, un 
Jugar de unión al antígeno en concreto, que ha sido seleccionado por antígenos ambientales, 
puede distribuirse entre las diferentes clases de inmunoglobulinas y adquirir de esta mane- 
ralas propiedades biológicas propias de cada clase. 

El cambio de un línfocito B que pasa de producir 1gM e IgD a producir alguna de las cla- 
ses secundarias de anticuerpos viene acompañado de un cambio irreversible en el DNA. Se 
trata del proceso denominado recombinación de cambio de clase, que supone la elimina- 
ción de todos los segmentos génicos Ch que se hallan entre la secuencia codificante VD] y el 
segmento génico Cy específico que la célula está destinada a expresar. La recombinación de 
cambio de clase difiere del proceso de reordenación V(D)] en varios aspectos. (1) Tiene lugar 
tras la estimulación por el antígeno, principalrmente en los centros germinales, y depende 
de los linfocitos T colaboradores. (2) Utiliza secuencias señal de recombinación distintas, 
denorninadas secuencias de cambio, que están formadas por cortas secuencias repetidas en 
tándem alo largo de varias lilobases. (3) implica cortar y empalrnar las secuencias de cam- 
bío, que son secuencias mo codificantes, quedando la secuencia codificante inalterada 
(Figura 25-41). (4) Y lo que es más importante, el mecanismo molecular es diferente. 
Depende de ADD, también implicada en la hipermutación somática, y no de RAG, responsa- 
ble de la recombinación VOD). 

Las citoquinas que prormueven el cambio de clase ioducen la producción de factores de 
transcripción que activan la transcripción de las secuencias de cambio necesarias en cada 
mornento y permiten que AID se na a dichas secuencias, Una vez producida la mión, AID 
inicia la recombinación cambio de clase desarninando algunas citosinas a uracilos en la pro- 
ximídad de las secuencias de caxabio. Probablemente, la escisión de estos uracilos por la 
uraciio-DNA ghacosilasa (véase la Figura 25-40) genera discontinuidades en la doble cadena 
que serán de nuevo unidas por un tipo de combinación de extremos no homólogos (descri- 
ta en el Capítulo 9), 

Asi, mientras que el repertorio primario de anticuerpos en ratones y humanos se genera 
por recombinación V(DJ] mediante RAG, el repertorio secundario de anticuerpos se gene- 
ra por hipermutación somática y por recombinación de cambio de clase, ambas mediadas 
por AXD. La Figura 25-42 resume los principales mecanismos estudiados en este capítulo 
implicados enla diversificación de los anticuerpos. 
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Resumen 


Los anticuerpos están codificados por tres loci situados en cromosomas diferentes, cuda uno de los 
cuales produce una cadena polipeptídica diferente. Uno codifica les cadenas ligeras x, otro codifica 
las cadenas ligeras A y el otro codifica las cadenas pesadas. Cada locus de anticuerpo contiene seg- 
mentos génicos separados que codifican las distintas zonas de las regiones variables de cada una de 
las cadenas de anticuerpo, Cada locus de cadena ligera contiene tina o más secuencias codificantes 
de la región constante (C) así como grupos de segmentos génicos variables (V) y de nión ()). El locus de 
las cadenas pesadas contiene grupos de secuencias codificantes de la región Cy grupos de EOS 
génicos de la región Y, D (de diversidad) y J. 

Durante el desarrollo de los linfocitos B en la médula ósea (o en el higado fetal), antes de la es- 
timulación por el antígeno, la recombinación específica de lugar dependiente del complejo RAG 
reúne segmentos génicos separados, Un segmento génico Vi se recombina con un segmento gérico J, 
produciendo una secuencia de DINA codificante de la región V de la cadena ligera; un segmento gé- 
nico Vy se recombina con un segmento D y uno Jy produciendo una secuencia de DNA codificante de 
la región V de la cadena pesada. Cada uno de los segraentos génicos ensamblados se cotranscribe 
con la secuencia apropiada de la región C, dando lugar a una molécula de RNA que codifica la ca- 
dena polipepridica completa, Cuando un linfacito B fabrica cadenas pesadas y ligeras fiencionales, 
que forman lugares de unión al antígeno (y no unen antígenos propios con elevada afinidad), des- 
conecta el proceso de reordenación V(D)), asegurando así que el linfocito fabrique un único tipo de 
lugar de unión al antígeno, 

Combinando de diversas maneras los segmentos génicos heredados que codifican las regiones 
V, y Vi, durante el desarrollo de los linfacitos E, los humanos podemos producir centenares de code- 
nas ligeras diferentes y miles de cadenas pesadas diferentes. Debido a que el lugor de unión al an- 
tigeno se forma donde se encuentran las zonas hipervariables de Vi y de Vi, las cadenas ligeras y 
pesadas pueden asociarse potencialmente formando anticuerpos con millones de lugares de unión 
al antígeno diferentes. Esta cifra se ve incrementada en gran medida por la pérdida y la ganancia de 
nucleóridos en el lugar de unión de los segmentos génicos. Estos anticuerpos, generados por recam- 
binación V(D)] dependiente de RAG, antes de ser estimulados por el antígeno, son anticuerpos IgM e 
TgD de baja afinidad, y constituyen el repertorio primario de anticuerpos. 

Los anticuerpos se diversifican aún más cuando son estimulados por el antígeno en Los órgarios 
linfoides periféricos, a través de procesos de hipermutación somática y recombinación de cambio de 
clase, que dependen de ALD y de los linfocitos T colaboradores, y que generan anticuerpos IgG, IgA e 
IgE de alta afinidad, que constituyen el repertorio secundario de anticuerpos. El caribio de clase per- 
mite que el mismo lugar de unión al antígeno sea incorporado por anticuerpos con funciones bío- 
lógicas diferenzes. 
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Figura 25-41 Ejemplo de la reordenación 
del DNA que tiene lugar en la recombinación 
de cambio de clase. Cuando un linfocito B 
que produce anticuerpos lgM a partir de 

na secuencia de DMA VDJ ensamblada es 
estimulado, pasa a producir anticuerpos 

igA. En este proceso, elimina el DNA entre la 
secuencia VOY y la secuencia codificante Cy. 
Las secuencias de DNA espedíficas (secuencias 
de cambio), localizadas en el lado 5' de cada 
secuencia codificante Cy fexcepto Cg), se 
recombinan entre sí, eliminándose así el 
DNA intermedio. Como se trata en el texto, 

la recombinación depende de AID y de la 
uracilo DNA glucosilesa (UDG), las mismas 
enzimas implicadas en la hipermutación 
somática (véase Figura 25-40). 
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Figura 25-42 Principales mecanisrnos 
implicados en la diversificación de los 
anticuerpos en ratones y en bumarnos. 

Los mecanismos sombreados en verde tienen 
lugar durante el desarrollo de los linfodtos B 
en la médula ósea [o en el hígado feral); los 
coloreados en rojo se producen cuando los 
linfocitos B son esumulados por antígenos 
extraños y pos linfodros T colaboradores en 
los órganos iinfcides periféricos, al final de la 
respuesta primaría o durante la eSDUESsta 
secunda 
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LINFOCITOS T Y PROTEÍNAS MHC 


Corno ocurre con las respuestas mediadas por anticuerpos, las reacciones inmunitarias me- 
diadas por células son altamente específicas para el antígeno y son por lo menos tan impor- 
tantes como los anticuerpos en la defensa contra las infecciones que pueden presentar los 
vertebrados. De hecho, para iniciar muchas de las respuestas inmunitarias adquiridas, 
incluidas la mayoría de las respuestas humorales, son necesarios los linfocitos Y colabora- 
dores. Además, a diferencia de los linfocitos B, los linfocitos TY pueden colaborar en la elimi- 
nación de los patógenos que, en caso contrario, permanecerían invisibles en el interior de las 
células huésped. El resto del capítulo se dedicará a a tratar de resolver de qué forma los lin- 
focitos Y consiguen este objetivo. 

Las respuestas mediadas por linfocitos T se diferencian de las de linfocitos B al menos 
en dos aspectos fundamentales. En primer lugar, los linfocitos T son inducidos a proliferar y 
diferenciarse en células efectoras por un antígeno extraño, sólo si éste se muestra en la su- 
perficie de células presentadoras de antígeno, normalmente células dendríticas en órganos 
linfoides periféricos. Los linfocitos T necesitan para su activación la participación de células 
presentadoras de antígeno, ya que la forma del antígeno que reconocen es diferente de la 
que reconocen los linfocitos B. Así, mientras que los linfocitos B reconocen, por ejemplo, an- 
tígenos proteicos intactos, los linfocitos T reconocen fragmentos de antígenos proteicos par- 
cialmente degradados en el interior de células presentadoras de antígeno. Unas proteínas 
especiales denominadas proteínas MEC (comentadas en el Capítulo 24) unen dichos frag- 
mentos peptídicos y los transportan hasta la superficie de la célula presentadora de antíge- 
no, exponiendo, así, el antígeno a los linfocitos T. 

La segunda diferencia es que, una vez activados, los linfocitos T efectores actúan úni- 
camente en un radio limitado en un órgano linfoide periférico o después de haber migra- 
do al lugar de la infección. Por el contrario, los linfocitos B efectores secretan anticuerpos 
que pueden actuar en lugares alejados. Los linfocitos T efectores interactían de forma di- 
recta con otras células del huésped, a las que destruyen (camo p. ej. en el caso de células 
huésped infectadas) o marcan de algún modo (conao p. ej. en el caso de un linfocito B o un 
macrófago). Nos referiremos a estas células huésped como células diana. Sin embargo, 
como estas células diana para ser reconocidas por linfocitos T también presentan antíge- 
nos unidos a proteínas MIHC en su superficie, también se consideran células presentado- 
ras de antígeno. 

Existen tres clases principales de linfocitos T: linfocitos T citotóxicos, linfocitos T cola- 
boradores y linfocitos T reguladores (supresores). Los linfocitos T citotóxicos efectores elirmi- 
nan directamente las células que han sido infectadas por un virus o por algún otro patógeno 
intracelular. Los linfocitos T colaboradores contribuyen a estimular las respuestas de otras 
células, principalmente macrófagos, células dendríticas, linfocitos B, y linfocitos T citotóxi- 
cos. Los linfocitos Y reguladores suprimen la actividad de otras células, en especial deloslin- 
focitos T efectores autorreacivos. 

En esta sección se describirán estas tres clases de linfocitos T y sus funciones respecti- 
vas. Veremos cómo reconocen antígenos extraños en la superficie de células presentadoras 
de antígeno y células diana, teniendo en cuenta el papel clave de las proteínas MHC en este 
proceso de reconocimiento. Por último, se analizará cómo se seleccionan los linfocitos T 
durante su desarrollo en el timo asegurando la supervivencia y la maduración de aquellos 
linfocitos cuyos receptores sean potencialmente útiles, En primer lugar, se describirá la na- 
turaleza de los receptores de la superficie celular que utilizan los linfocitos T para reconocer 
los antígenos. 


Los receptores de los linfocitos T (TCR) son heterodímeros 
similares a los anticuerpos 


Debido a que las respuestas de los linfocitos T dependen del contacto directo con una célu- 
la presentadora de antígeno o una célula diana, los receptores de los linfocitos T (1CR: T cell 
receptor), a diferencia de lo que ocurre con los anticuerpos producidos por los linfocitos B, 
únicamente existen en la forma integral de membrana y ne son secretados. Por este motivo, 
resultó difícil aislar los TCR y hasta la década de 1980 no se identificó su estructura moleru- 
lar. Los TCR son similares a los anticuerpos, Están cormpuestos por dos cadenas polipeptidi- 
la una de las cuales contiene dos dominios similares a lg, uno variable y uno 
434). Además, la esteucura bidimensional de la región extracelular 
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del TCR se ha determinado mediante difracción de rayos X, y ha resultado ser muy similar a 
uno de los brazos de la molécula de anticuerpo en forma de Y (Figura 25-43B), 

En la mayoría de linfocitos T, los TCR tienen una cadena a y una cadena f. Los loci que 
codifican las cadenas « y f se localizan en cromosomas diferentes. Como en el caso del locus 
de la cadena pesada de un anticuerpo, los loci TCR contienen segmentos génicos Y, Dy J se- 
parados (o sólo segmentos génicos V y J en el caso del locus de la cadena a), que se juntan 
por recombinación específica de lugar durante el desarrollo de los linfocitos T en el timo. 
Con una sola excepción, todos los mecanismos utilizados por los linfocitos B para generar 
diversidad en los anticuerpos también son utilizados por los linfocitos T para generar diver- 
sidad en sus TCR. De hecho, utilizan la misma recombinasa V(D)] y también son necesarias 
las proteínas RAG estudiadas anteriormente. El mecanismo que no es funcional en la géne- 
sis de diversidad de los TCR es el de la hipermutación somática estimulada por el antígeno. 
Por tanto, la afinidad de los receptores permanece baja (Ka - 10%-107 litros/moD, a pesar de 
que los linfocitos T con afinidades más altas son seleccionados preferentemente por el antí- 
geno para persistir como células de memoria. Los linfocitos T compensan en parte esta baja 
afinidad incrementando su avidez como resultado de la unión simultánea de varios TCR a va- 
rios Hgandos unidos a la menbrana (os complejos MHC-péptido que se tratarán más ade- 
lante). Además, varios correceptores así como proteinas de adhesión intercelular estrechan 
fuertemente la unión de un linfocito Y ala célula presentadora de antígeno o a la célula diana, 

Un número reducido de linfocitos T, en lugar de producir cadenas a y B, producen un t- 
po de receptor heterodimérico distinto —aunque relacionado con TCR af) cormpuesto por 
cadenas y y 5. Enlos humanos, dichos linfocitos representan el 5-10% de los linfocitos T san- 
guíneos pero puede ser la población de linfocitos T dominante en los epitelios (en la piel y en 
el intestino, p. ej). Las funciones de estos linfocitos son menos conocidas que las de los lin- 
focitos que expresan los TCR 2/3, porlo que no se analizarán, 

Como ocuwre en el caso de los receptores de antígeno en los linfocitos B, los TOR se ha- 
lan estrechamente asociados a diversas proteínas unidas a la membrana que se hallan in- 
plicadas en la transmisión de la señal desde el receptor que ha sido activado por el antígeno 
al interior de la célula (véase Figura 25-66). Más adelante trataremos con detalle de estas 
proteínas pero primero describiremos los mecanismos especiales por los que los linfocitos T 
reconocen antígenos extraños en la superficie de las células presentadoras de antígeno. 


Los linfocitos Y son activados o inducidos a la tolerancia 
por las células dendríticas a través de la presentación de antígeno 


Para que los linfocitos T citotóxicos o los linfocitos Ttolaboradores vírgenes puedan, res- 
pectivamente, destmuir o ayudar a las células diana, tienen gue ser activados a proliferar y 
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Figura 25-43 Receptor heterodimérico 

de linfocitos T (TCR). (A) Esquema en el que 
se muestra que el receptor está compuesto 
por una cadena polipeptídica a y una PB. 
Cada cadena tiene una longitud de 
aproximadamente 280 arnincácidos y tiene 
una gran porción extracelular que está 
plegada en dos dominios lg: uno variable 
1) y el otro constante (C). El lugar de unión 
al antígeno está formado por un dorninia Y q 
y otro Ya (sombreados en azul). A diferencia 
de los anticuerpos, que presentan dos 
lugares de unión al antígeno, los TCR 
presentan uno sólo. El heterodímero af 
está asociado de forma no covalente a un 
gran conjunto de proteínas de membrana 
invariables (no se muestran), que colaboran 


en la activación de los linfocitos Y cuando 


los TCR se unen al antígeno, Un linfocito T 
normal tiene alrededor de 30.000 complejos 
receptores de este tipo en su superficie, 

(8) Estructura tridimensional de la porción 
extracelular de tun TCR, El lugar de unión 

al antígeno está formado por bucles 
hipervariables de los dominios Va y Va 

ten rojo) y es similar en cuanto a sus 
dirnensiones y geometría al lugar de unión 
del antígeno de las moléculas de anticuerpo. 
(B, basado en K.C, Garcia et al, Science 
274:209-219, 1996.Con la autorización 

de AAAS.) 
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diferenciarse en células efectores. Esta activación tiene lugar en órganos linfoides periféricos 
sobre la superficie de células deadríticas activadas (Figura 25-44) que exponen los antíge- 
nos extraños unidos a proteínas MHC en su superácie, junto con proteínas coestimuladoras. 
Por el contrario, los linfocitos T de mermnoriía pueden ser activados por otros tipos de células 
presentadoras de antígeno, como son los macrófagos y los linfocitos B, así como las propias 
células dendríticas. 

Existen diversos tipos de célula dendrítica que interaccionan con los linfocitos T, aun- 
que presentan una sola función conocida, la de presentarlos antígenos que tienen que acti- 
var o suprimir a los linfocitos T. Las células dendríticas inmaduras se localizan por todo el 
organismo, incluyendo los órganos linfoides centrales y periféricos. En el lugar en el que 
encuentran microorganismos invasores, endocitan los patógenos o sus productos. Si el en- 
cuentro no tiene lugar en un órgano linfoide, las células dendríticas transportan los antíge- 
nos extraños a través de la linfa hasta ganglios linfáticos locales o hasta los órganos linfoides 
asociados al intestino. Su encuentro con el patógeno activa los receptores de reconocimien- 
to de patrón de las células dendríticas, que entonces son inducidas a madurar pasando de 
ser células que caprmiran antígenos a células activadas que presentan antígenos, con capaci- 
dad para activar a los linfocitos T (véase Figura 25-5). Para activar alos linfocitos T virgenes, 
las células dendríticas también pueden ser activadas por daño tisular o por linfocitos T cola- 
boradores efectores. En las lesiones tisulares, las células que mueren por necrosis liberarían 
proteínas de choque térmico y cristales de ácido úrico que activarían a las células dendríticas 
(descrito en el Capítulo 18). 

Las células dendríticas activadas muestran en su membrana tres tipos moleculares de 
proteínas implicadas en la activación de los linfocitos T que los convertirá en linfocitos efec- 
tores o en linfocitos de memoria (Figura 25-45): (1) proteínas MHC, que presentan el antíge- 
no extraño al TOR; (2) proteínas coestimuladoras, que se unen a receptores complementarios 
de la superficie del linfocito T, y (3) moléculas de adhesión intercelular, que permiten al lin- 
focito T permanecer unido a la célula presentadora de antígeno el tiempo necesario para 
poder ser activada, que por lo general es de horas. Además, las células dendríticas activadas 
secretan diversas citoquinas que influyen en el tipo de linfocito T efector que se desarrolla 
(se tratará más adelante), así como el lugar al que el linfocito T migra tras ser estimulado. 
Así, por ejeraplo, los linfocitos T actívados por células dendríticas aisladas de las placas de 
Peyer, asociadas al intestino (véase Figura 25-3), migran al intestino delgado, donde se su- 
pone que encontrarán sus antígenos, pero no lo harán así los linfocitos activados por células 
dendríticas aisladas de los ganglios linfáticos. 

Las células dendríticas no activadas también desempeñan funciones importantes. 
Colaboran en la inducción de la tolerancia de los linfocitos T autorreactivos, tanto en el úmo 
como en otros órganos; dichas células presentan antígenos propios en ausencia de las mo- 
léculas coestimuladoras necesarias para activar los linfocitos T vírgenes. lnducen la autoto- 
lerancia al menos por dos vías: estimulando respuestas abortivas que inactivan o inducen a 
la apoptosis a los linfocitos T, y activando linfocitos T reguladores que suprimen la actividad 
de atros linfocitos T. 

Antes de tratar el papel de las proteínas MHC en la presentación de antígeno a los linfo- 
citos T, vamos a analizar las funciones de los tres tipos principales de linfocito T. 
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Figura 25-44 Micrografía de fluorescencia 
de una célula dendrítica en cultivo. Este tipo 
de céluta presentadora de antígeno recibe 

su nombre por las largas prolongaciones O 
*“dendritas” gue presenta. La célula ha sido 
marcada con un anticuerpo monoclonal que 
reconoce un antígeno de superílcie en este 
tipo celular. (Por cortesía de David Katz) 


Figura 25-45 Los tres tipos de proteínas 
de la membrana plasmática de las Células 
dendríticas activadas implicadas en la 
activación de los linfocitos T, En el esquera 
no aparecen las cadenas polipeptídicas 
invariabies que se hallan siempre asociadas 
de manera estable al receptor de 

linfocitos T (CRL 


UNFOCITOS T Y PROTEÍNAS MHC 


Los linfocitos T citotáxicos efectores inducen la autoeliminación 
de las células diana infectadas 


Las linfocitos Y citotóxicos protegen a los vertebrados contra patógenos intracelulares como 
virus y algunas bacterias o parásitos que se multiplican en el citoplasma de la célula huésped 
donde permanecen indernnes al ataque por anticuerpos. Estos linfocitos proporcionan esta 
protección destruyendo la célula infectada antes de que los microorganismos puedan pro- 
liferar y salir de ella e infectar otras células próximas. Como se describirá más adelante, los 
microorganismos intracelulares pueden ser reconocidos par los linfocitos T parque las céhu- 
las de los vertebrados tienen mecanismos que les permiten mostrar en su superficie frag- 
mentos de sus proteínas intracelulares mientras están unidas a proteínas MAC. 

Cuando un linfocito Y citotóxico es activado por una céhida presentadora de antígeno a 
convertirse en linfocito efector, podrá eliminar cualquier célula diana que contenga el mis- 
mo patógeno. Mediante su TCR, el linfocito T efector reconoce a un antígeno microbiano 
unido a una proteína MHC en la superficie de una célula diana infectada. Entonces, el lin- 
focito Y reorganiza su cltoesqueleto y enfoca su maquinaría eliminadora hacia esta diana 
Figura 25-46). Este enfoque se consigue cuando los TCR se agrupan junto con diversos 
correceptores, moléculas de adhesión y proteínas señalizadoras—en la interfase entre el lin- 
focito T y la célula diana, formando una sinapsis inmunológica, Algo similar sucede cuando 
un liufocito T colaborador efector interacciona con su célula diana. De este modo, las célu- 
las vecinas no se ven afectadas por las señales liberadas por los linfocitos T efectores. 

El linfocito T citotóxico efector, una vez adherido a su célula diana, para eliminarla 
puede utilizar una de las dos estrategias, anmbas divigidas a inducir la autodestrucción dela 
célula diana a través de apoptosis (estudiada en el Capízalo 18). Diente la eliminación 
de una célula diana, el linfocito T citotóxico suele liberar una proteína formadora de 
poros, denominada perforina, homóloga al componente C9 del complemento (véase 
Figura 24-49). La perforina se almacena en vesículas de secreción de los linfocitos T citotó- 
xicos y se libera mediante exocitosis en el punto de contacto con la célula diana. La perto- 
rina polimeriza entonces en la membrana plasmática de la célula chiana formando canales 
transmembrana. Las vesículas de secreción también contienen serína proteasas, las cuales 
se supone que entran en el citosol de la célula diana a través de los canales de perforina. 
Una de las proteasas, denominada granzima B, activa una proteína prospoptótica Bcl2 de- 
nominada Bid generando Bid, una lorraa tiumcada de la proteína; tBid líbera citocromo £ 
de las mitocondiias e induce una cascada proteolítica de caspasas que destruye la célula 
por apoptosis (descrito en el Capítulo 18) (Figura 
inactivado el gen de la perforina, no pueden genera 


Figura 25-46 Linfocitos T citotóxicos 
durante el proceso de destrucción de a 
células diana en cultivo. <GTCA> 

(A) Electrornicrografía en la que aparece 

un linfocito T citotóxico uniéndose a una 
célula diana. Los linfocitos Y citotóxicos se 
cbtuvieron de ratones inmunizados con las 
celulas diana, que son células tumorales 
extrañas. (8) Electromicrografía enla que 
aparece un linfocito Y citotóxico y na célula 
tumoral que ha sido destruida porel linfocito, 
A4 contrario de lo que ocurre en una placa de 
cultivo, en el animal la cálula diana destruida 
sería fagocitada por las células vecinas en 
lugar de desorganizarse de la forma en 

que aparece aquí. (() Micrografía de 
inmunofluorescencia de un linfocito Y y de 
una célula tumoral tras 5er incubados con 
anticuerpos antitubulina. Obsérvese que en 
al linfocito T, el centrosoma se localiza en el 
punto de contacto con la célula diana -una 
sinapsis inmunológica. Los gránulos de 
secreción Ino aparecen) del infodito Y son 
transportados inicialmente a lo largo de 

los microtúbulos hacia el centrosoma, que 
entonces se desplaza hasta la sinapsis, 
liberando allí el contenido de sus gránulos, 
Véase tarnbién la Figura 16-103..(A y B, 

de D. Zagury et al, Eu) imanol 5:318-822, 
1975, Con la autorización de John Miley E 
Sons, inc. €, reproducido de B, Gelger, 

D. Rosen y G. Berka, J, Cell. Biol. 

95:137-143, 1982. Con la autorización 

de Rockefeller Unbversity Press.) 
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patógenos y muestran una mayor susceptibilidad a determinadas infecciones intracelula- 
res virales y bacterianas. 

En la segunda estrategia de dió el linfocito T citotóxico induce la muerte de la 
célula diana a través de la cascada de caspasas pero no de un modo tan directo. Una protef- 


na hormotrimérica de la superficie del linfocito T citotóxico denominada ligando de Fas se: 


une a proteínas receptoras transmembrana de la célula diana denominadas Pas. La unión al- 
tera las proteínas Fas y sus extremos citosólicos provocan el reclutamiento, a través de pro- 
teínas adaptadoras, de la procaspasa-8. Las moléculas de procaspasa-8 reclutadas se activan 
e inician una cascada de caspasas que conduce a la apoptosis (Figura 25-47B), 


Los linfocitos T colaboradores efectores colaboran en la activación 
de otras células de los sistemas inmunitarios innato y adquirido 


Al contrario de lo que ocurre con los linfocitos T citotóxicos, los linfocitos TY colaboradores 
son clave en la defensa contra patógenos tanto extracelulares como intracelulares. 
Colaboran en la estiondación de los linfocitos B en la generación de anticuerpos que ayu- 
den e inactivar o eliminer patógenos extracelulares y sus toxinas. También activan a los 
macrófagos para que destruyan los patógenos intracelulares que se multiplican en los fa- 
sgosomas de los propios macrófagos y ayudan a activar a los linfocitos T citotóxicos para 
que elíminen las células diana infectadas. También pueden estimular a las células dendrl- 
ticas a mantener su activación. 
Cuando un linfocito T colaborador es activado por una cábala presentadora de axtígeno 
y se convierte en celula efectora, dicho linfocito colaborador ya puede participar en la activa- 
ción de otras células y lo hace secretando diversas citoquinas coestrouladoras y presentando 
en su superficie proteínas coestimuladoras, Un linfocito T colaborador virgen, al ser activado 
poruna célula dendrítica mediante la unión al antígeno, se diferencia en dos posibles tipos de 
célula efectoras, denominados Tal y Ta2. Los linfocitos Tyl participan principalmente en la 
inmunidad contra los microorganismos intracelulares y coleboran en la activación de ma- 
crófegos, linfocitos T citotóxicos y linfocitos B, Los linfocitos Ty2 estén implicados principal- 
rente en la inmunidad contra patógenos exbracelulares, en especial parásitos pluricelulares, 
y colaboran en la activación de linfocitos B en la producción de anticuerpos contra el patóge- 
uo (Figura 25 A Como se d 
tipo de respues E 


ibirá más adelante, la n a del patógeno invasor y el 
sucadena de 


anel tipo de célula Y cola- 


Figura 25-47 Dos estrategias utilizadas por 
los linfocitos Y citotóxicas efectores para 
eliminar sus células diaria, En ambos casos, 
los linfocitos TY deben contactar con la célula 
diana para eliminarla; un único linfocito Y 
citotóxico puede eliminar de fonma 
secuencial multitud de células diana. (A) El 
linfocito Y citotóxico (To) libera perforina y 
enzimas proteolíticas sobre una célula diana 
infectada, mediante un proceso de exocitosis 
local. La elevada concentración de Ca?* en ej 
medio extracelular provoca que la perforina 
se inserte en la membrana plasmática de la 
célula diana y forme canales transmembrana. 
A través de estos canales, las enzimas 
proteoliticas entran en el citosol de la célula 
diana. Una de estas enzimas, la granzima 8, 
corta la proteína Bid, generando la forma 
truncada tBid, que libera citocrorno c de las 
mitocondrias iniciando así la cascada de 
caspasas que conduce a la apoptosis, 

(8) La proteína homotrimérica ligando Fas, 
de la membrana de los linfocitos Y 
citotóxicos, se une y activa el receptor Fas, 
proteína localizada en la membrana de las 
células diana. La cola citoplasmática de Fas 
tíene un dominio de muerte que, al activarse, 
5e une a una proteína adaptadora, la cual 
recluta procaspasa-8, Las moléculas de 
procaspasa-8 agrupadas se activan e inician 
una cascada proteolítica de caspasas que 
conduce a la apoptosis (véase Figura 18-68). 
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boradora que se desarrolla. Este hecho, a su vez, determina la naturaleza de las respuestas in- 
raunitarias adquiridas movilizadas para combatirlos patógenos. 

En ocasiones, un linfocito T colaborador virgen que encuentra su antígeno en un órgano 
linfoide periférico, se diferencia en linfocito efector y en lugar de favorecer la respuesta in- 
munitaria, la suprime. Tal como veremos más adelante, este tipo de linfocito T regulador se 
desarrolla sobre todo en el timo como un tipo diferente de linfocito T. 


Los linfocitos Y reguladores suprimen la actividad 
de otros linfocitos Y 


El estudio y la caracterización de los linfocitos T reguladores no han resultado sencillos, a 
causa fundamentalmente de la falta de marcadores apropiados para identificar dichas célu- 
las. De hecho, durante años los inmunólogos cuestionaban su existencia. Se identificaron 
inicialmente por su capacidad para suprimir la actividad de otros linfocitos, por lo que seles 
denominó linfocitos T supresores. Cuando se dispuso de marcadores apropiados para su 
identificación, fueron rebautizados como linfocitos T reguladores, capaces de suprimir la 
actividad de linfocitos T colaboradores y citotóxicos y de las células dendríticas. Aunque re- 
presentan menos del 10% de los linfocitos T sanguíneos y de los presentes en las órganos 
linfoides periféricos, los linfocitos T reguladores desempeñan un papel clave en la autotole- 
rancia inmunológica, suprimiendo la actividad de los linfocitos T efectores colaboradores y 
citotóxicos autorreactivos. Además ayudan a evitar una respuesta excesiva de los linfocitos T 
contra los antígenos microbianos en las infecciones crónicas. En ambos casos, contibuyen 
a evitar que las respuestas inmunitarias adquiridas dañen los tejidos del huésped. 

Un importante avance en el conocimiento de los linfocitos Y reguladores fue la identifi- 
cación de un factor de transcripción, Foxp3, expresado de modo exclusivo por estas células. 
Además de convertirse en un marcador incontrovertible de linfocitos T reguladores, se trata 
de un elemento clave en su desarrollo. Así, los individuos —tanto ratones como humanos 
cuyo gen para esta proteína esté inactivado, no generan linfocitos T reguladores y desarro- 
llan de manera temprana enfermedades autoinmunitarias mortales gue afectan diversos 
órganos. No se conoce el mecanismo por el cual los linfocitos T reguladores suprimen la ac- 
ción de los linfocitos T efectores o de las células dendríticas, pero se ha propuesto la impli- 
cación de las citoquinas inhibitorias secretadas TGFB e interleuguina 10 IL1ID. 

A continuación se incide de nuevo en el papel di de las proteínas MHC en la presen- 
tación del antígeno alos linfocitos T. 


Los linfocitos T reconocen péptidos extraños unidos 
alas proteínas MHC 


Tanto los linfocitos T citotóxicos como los colaboradores son activados inicialmente en los 
órganos linfoides periféricos a través del reconocimiento de un antígeno extraño en la su- 
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Figura 25-48 Diferenciación de linfocitos T 
colaboradores vírgenes en linfocitos 
efectores colaboradores Ty1 0 Ta2 

en un órgano linfoide periférico. 

La naturaleza de la célula dendrítica activada 
y las características del patógeno que la ha 
activado determinan el tipo de linfocito 
colaborador que se desarrolla. 
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perficie de una célula presentadora de antígeno, una célula dendrítica en el caso de los lin- 
focitos T vírgenes. Por lo general, el antígeno se encuenta en forma de fragmentos peptídi- 
cos generados por la degradación de antígenos proteicos llevada a cabo en el interior de la 
célula presentadora de antígenos. El proceso de reconocimiento es dependiente de la pre- 
sencia de proteínas MHC en las células presentadoras de antígenos, las cuales captan esos 
fragmentos, los transportan a la membrana plasmática y allí los presentan junto con seña- 
les coestimuladoras- alos linfocitos T. Una vez activados, los linfocitos Y reconocen los mis- 
mos complejos MHC-péptido en la superficie de la célula diana que están regulando, las 
cuales pueden ser linfocitos B, linfocitos T citotóxicos, macrófagos infectados en el caso de 
los linfocitos T colaboradores o cualquier célula infectada en el caso de linfocitos T citotóxi- 
cos; en el caso de los linfocitos T colaboradores también pueden ser las propias células den- 
dríticas. 

Las proteínas MEC están codificadas por un gran coraplejo génico acenominado com- 
plejo principal de histocompatbilidad (MAC: major hístocompatibility complex). Desde 
un punto de vista estructural y funcional se distinguen dos clases principales de proteínas 
MAC: las proteínas MEC de clase I, que presentan péptidos extraños a los linfocitos T cito- 
tóxicos, y las proteínas MHC de clase 'l, que presentan los péptidos extraños a los linfocitos 
T colaboradores (Figura 25-49). 

Antes de examinar los diversos mecanismos mediante los que son procesados los ant- 
genos proteicos para ser presentados a los linfocitos T, nos detendremos a estudiar las pro- 
pias proteínas MHC, cuyo papel es tan importante en el funcionariento de los linfocitos T. 


Las proteínas MHC fueron identificadas en las reacciones 
de trasplante antes de conocer sus funciones 


Las proteínas MHC fueron identificadas inicialmente como los principales antígenos reco- 
nocidos en las reacciones de trasplante. Después de trasplantar órganos entre individuos 
adultos de la misma especie (alotrasplantes) o de especies diferentes (xenoirasplantes), es 
Frecuente que se produzca un rechazo del órgano trasplantado. En la década de 1950, ex- 
perimentos en los que se realizaron trasplantes de piel entre diferentes cepas de ratón de- 
mostraron que el rechazo del trasplante es una respuesta inmunitaria adquirida frente a 
antígenos extraños de la membrana de las células trasplantadas. El rechazo se produce sobre 
toda por los linfocitos T que reaccionan frente a versiones genéticamente extrañas de pro- 
teínas de superficie celular denominadas moléculas de histocomparbilidad ídel griego his- 
ios, que signibica tejido). Entre ellas, las más importantes son las proteínas MHC, codificadas 
por el grupo de genes del complejo principal de histocompatñbilidad (04HC). Las proteínas 
del MHC se expresan en las células de todos los vertebrados superiores. Su existencia se de- 
mostró por primera vez en ratones, recibiendo el nombre de antígenos H-2 (antígenos de 
histocompañbilidad-2). En humanos, estas moléculas se denominan antígenos HLA (hu- 
man-leucocyte-associated; antígenos asociados a lencocitos humanos) debido a que se des- 
cribieron por primera vez en leucocitos. 

Tres propiedades singulares de las moléculas MAC confundieron a los inrmunálogos 
durante muchos años. En primer higar, las moléculas MHC son, con mucha diferencia, los 
antígenos diana reconocidos en las reacciones de trasplante mediadas por linfocitos T En 
segundó lugar, una fracción exbaordinariamente grande de liniocios Y son capaces de re- 


+ 


conocerlas moléculas de MIBC extrañas: por ejerapílo, mientras que menos de un 0,001% de 


Figura 25-49 Reconocimiento por parte de 
los linfocitos T de péptidos extraños unidos 
a proteínas MHC. Los linfocitos T citotóxicos 
reconocen péptidos extraños asociados a 
proteínas MHC de clase l, mientras que los 
linfocitos T coleboradores y los T reguladores 
reconocen péptidos extraños asociados 

a proteínas MHC de clase Hi. En ambos casos, 
los linfocitos T reconocen los complejos MHC- 
péptido en la superficie de células dendríticas 
o de células diana. 
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los linfocitos T vírgenes de un individuo responden frente a un antígeno vírico típico, más 
del 10% de ellos responden frente a una proteína MHC de otro individuo. En tercer lugar, al- 
gunos delos genes que codifican las proteínas MAC son los más polimórficos que se cono- 
cen en vertebrados superiores. Es decir, dentro de una misma especie existe un número 
extraordinariamente grande de alelos (formas alternativas de un mismo gen), en ocasiones 
más de 400, sin que predomine ninguno de ellos. Puesto que cada individuo tiene por lo me- 
nos 12 genes que codifican proteínas MHC (véase más adelante), es poco probable que dos 
individuos presenten conjuntos idénticos de proteínas MHC. Estas diferencias hacen muy 


difícil el emparejamiento de un donante y un receptor pera el trasplante de órganos, excep- ' 


to en el caso de que se hallen próximos genéticamente. 

Por supuesto, un vertebrado no tiene que protegerse de la invasión de células ajenas de 
otros vertebrados. Esta aparente obsesión de los linfocitos T por las moléculas MAC extrañas 
y el acusado polimorfismo de estas moléculas constituía un gran rompecabezas que fue re- 
suelto al menos en parte tras el descubrinmiento de que (1) las proteínas MHC unen frag- 
mentos de proteínas extrañas y los muestran en la membrana de las células huésped 
presentándolos alos linfocitos T, y (2) los linfocitos T responden a las proteínas MHC extra- 
ñas de la misma mauera en que responden a proteínas MHSC propias que han unido antíge- 
nos extraños. 


Las proteínas MIHC de clase | y de clase li son heterodímeros 
similares estructuralmente 


Las proteínas MHC de clase 1 y de clase HU presentan estructuras muy similares. Ámbas son 
heterodímeros transmembrana cuyos dominios extracelulares amino-terminales se unen al 
antígeno para su presentación a los linfocitos T. 

Las proteínas MHC de clase l tienen una cadena a transmembrana codificada por un 
gen MAC de clase 1 y una pequeña proteína extracelular denominada P2-microglobulina 
(Figura 25-504). La B2-microglobulina no se inserta en la membrana y está codificada por 
un gen que no pertenece al grupo de genes MEC. La cadena a se pliega en tres dominios 
globulares extracelulares (01, 0to y 03). El dominio a y la B2-microglobulina son los más pró- 
ximos a la membrana y son similares a un dominio Ig. Los dos dominios amino-terminales 
de la cadena a, que son los más alejados de la membrana, contienen los aminoácidos poli- 
mórficos (variables) que son reconocidos por los linfocitos T en las reacciones de trasplante. 
Estos dorainios son los que unen al péptido y lo presentan a los linfocitos T citotóxicos. 
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Figura 25-50 Proteínas MHC de clase ] 

y de clase 1. (A) La cadena a de la 

molécula de clase | presenta tres dominios * 
extracelulares Q4, O y 13, codificados por 
exones diferentes. Está asociada de forma nao 
covalente a una cadena polipeptídica menor, 
Bzmicroglobulina, que no está codificada 
por el MHC, El dornirio cs y la propia 
Boamicroglobulina son dorninios homólogos 
alg. Mientras que la By-microglobulina es 
invariable, la cadena a es rauy polimiórfica, 
principalmente en sus dorninios 0y y dto. 

18) En las proteínas MEC de clase ll, arnbas 
cadenas son polimórficas, sobre todo en los 
dominios ca y By; los dominios a y Ba son 
homélogos a ig. Por lo tanto, existen notables 
similitudes entre las proteínas MHC de clase | 
y las de clase li. En ambas, los dos dominios 
irás externos isombreados en azul) son 
polimórficos e interaccionan entre sí 
formando tn surco que une fragmentos 
pepúdicos de proteínas exuañas y los 
presenta a dos linfocitos T 
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Coro en el caso de las proteínas MHC de clase 1, las proteímas MHC de clase li son he- 
terodímeros con dos dominios homólogos a lg conservados, situados cerca de la membrana, 
y dos dominios araino-terminales polimórticos (variables) alejados de la membrana. Sin 
embargo, en estas proteínas ambas cadenas (a y fB) están codificadas por genes MHC y son 
integrales de membrana (Figura 25-50B). Los dos dominios polimórficos se unen al péptido 
y lo presentan a los linfocitos T colaboradores o a los linfocitos T reguladores. 

La presencia de dominios lg en las proteínas de clase 1 y clase Il sugiere que las proteí- 
nas MHC y los anticuerpos tienen una historia evolutiva común. La Figura 25-51 muestra la 
localización de los genes que codifican las clases 1 y E de proteínas MHC en humanos. La ñ- 
gura ihastra además de qué forma un individuo puede producir seis tipos de proteínas MHC 
de clase ly un número incluso superior de proteínas MHC de clase HL. 

Junto con las proteínas MHC de clase I clásicas, existen numerosas proteínas similares a 
las proteínas MEC de clase I, las cuales también forman dímeros con B2-microglobulina. 
Aunque estas proteínas están codificadas por genes que no pertenecen a MHC y son menos 
polimórficas, algunas de ellas son capaces de presentar a los linfocitos T antígenos micro- 
bianos específicos, incluyendo lípidos y glucolípidos. Las funciones de la mayor parte de 
ellas son desconocidas aunque de algunas se sabe que desempeñan algún papel en el desa- 
rrollo cerebral. 


Las proteínas MHC unen péptidos e interaccionan 
con receptores de linfocitos T 


Cada individuo sólo genera un reducido número proteínas MEC clásicas diferentes que, en 
conjunto, deben ser capaces de presentar a los linfocitos Y fragmentos de péptidos de casi 
cualquier proteína extraña. Así, a diferencia de una molécula de anticuerpo, cada proteína 
MHC debe tener la capacidad de unirse a un gran número de pépúdos diferentes. La base es- 
tructural de dicha versatilidad surgió del análisis de proteínas MEC realizados mediante 
cristalografía de rayos X. 

Como se muestra en la Figuera 25-524, una proteína MEC de clase | presenta un solo lu- 
gar de unión al péptido, localizado en un extremo de la molécula, que es distal con respecto 
a la membrana plasmática. Este lugar consiste en un profundo surco localizado entre dos 
largas hélices ax; el surco se estrecha en los extremos de modo que sólo resulta suficiente- 
mente grande como pera alojar un péptido de 8 a 10 aminoácidos de longitud. De hecho, 
cuando se analizó por primera vez una proteína MIC de clase i mediante cristalografía por 
rayos X se encontró que este surco contenía pépudos que habían cocristalizado con la pro- 
teína MIHC (Figura 25-528), sugiriendo que el péptido, una vez unido, no suele disociarse. 

Un pépúdo típico se une al surco de las proteinas MHC de clase l en una conformación 
extendida, con su grupo amino unido a aminoácidos invariables de la proteína MHC en un 
extremo del surco y con su grupo carboxilo terminal unido a aminoácidos invariables en el 
otro extremo de la depresión (Figura 25-53]. Algunas cadenas laterales de aminoácidos se 
unen a aminoácidos variables ipolimoórficos) de la proteína MC distribuidos por toda la 
depresión, mientras que otras se dirigen al exterior en una posición que será reconocida por 
los receptores de los linfocitos T citotóxicos. Puesto que los aminoácidos invariables de los 
exrernos del surco de la proteína MHC reconocen características del esqueleto peptídico 
que son comunes a todos los péptidos, cada forma alélica de proteína MHC de clase 1 puede 
unir una gran variedad de péptidos de secuencias distintas. Á su vez, la presencia de amino- 
ácidos polimóráicos a lo largo del surco de MHC, que unen cadenas laterales concretas de 
aminoácidos del péptido, asegura que cada forma alélica una y presente un grupo caracte- 
rístico y distinto de péptidos. Asi, los seis tipos de proteínas MHC de clase 1 de un individuo 

pueden presentar 1 200p de péptidos extraños a los linfocitos T citotóxcos, pero 
rama Bgeramente diferente, 


Figura 25-51 Genes MHC humanos. 

Este esquema muestra la localización 

de los genes que codifican las subunidades 
transmembrana de las proteínas MHC de 
clase i len verde claro) y de clase ll (en verde 
oscuro). Los genes que se muestran codifican 
tres tipos de proteínas MHC de dase | 
(HLA-A, HLA-B y HLA-C) y tres tipos de 
proteínas MHC de clase HHLA-DB HLA-DQ 

y HLA-DR). Un individuo puede producir seis 
tipos diferentes de proteinas MHC de clase | 
(tres codificados por genes maternos y tres 
por genes paternos) y más de seis tipos de 
proteínas MHC de clase ll. El número 

de proteínas MHC de clase ll que puede 
generarse es superior a seis porque 

hay dos genes DR fl y porque tanto las 
cadenas polipeptídicas codificadas por genes 
maternos y como las codificadas por genes 
paternos pueden, en ocasiones, emparejarse, 
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Figura 25-52 Estructura tridimensional de una proteína MAC de clase 1 
humana determinada según el análisis de difracción de rayos X de cristales 
de la parte extracelular de la molécula. Antes de la cristalización, la porción 
extracelular de la proteína fue separada del segmento transmembrana 

por medio de una enzima protealítica (papaína). (A) Los dos dominios más 
próximos a la membrana plasmática (03 y By mmicroglobutina) son similares 
atun dominio lg típico (véase Figura 25-34), mientras que los dos dominios 
más alejados de la membrana (04 y 03) son muy similares entre sí, y juntos 
forman un surco de unión al péptido en la parte superior de la molécula. 

(3) Surco de unión al péptido visto desde arriba. En el esquema también 

se muestran los pequeños péptidos que se obtuvieron junto con las 
proteínas MHC en el proceso de purificación, (De PJ. Bjorkman et al, 

(A) VISTA DE PERFIL Nature 329:506-512, 1987, Con autorización de Macoúíllan Publishers Ltd.) 
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Figura 25-53 Péptido unido al surco de una proteína MHC de clase L. 
<BAGT> Esquerna del surco visto desde arriba. El surco MHC se rnuestra 
en gris, está tomado pordos dominios a y 0 de la proteína (véanse 
Figuras 25-304 y 23-324), El esqueleto del péptido unido se muestra en 
amarillo, con dos árornos de carhono en negro, los de oxígene en rojo y los 
de nirágeno en azul el extrerno amino del péptido se sitúa a la izquierda. 
Obsérvese que los grupos amino y carboxilo terminales del esquelero 
peptídico se unen a través de enfaces de hidrógeno e lónicos Úndicados por 
líneas de puntos azules) a las cadenas laterales de arnincácidos invarlables de 
la proteína MHC hada los extrernos del surco, Aunque no se muestra en el 
esquema, las cadenas laterales de alguoos aminoácidos del pépudo se unen 
aaminocádcidos variables (polimórficos) del surco, mientras que otros se 
“onenten baca Tuera pudiendo ser recon 
dtoréónicos, (Cortesía de Paul Travers.) 


idos porlos TOR de los infocitos Y 
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Las proteínas MHC de clase l presentan una estructura tridimensional muy similar a la 
exhibida por las proteínas de clase 1, pero el surco de unión al antígeno no es tan estrecho en 
los extremos, de forma que pueden acomodar péptidos más largos, de entre 12 y 20 amino- 
ácidos. Aunque el péptido no está unido por los extremos, es inmovilizado en el surco nie- 
diante interacciones con aminoácidos invariables de la proteína MAC distribuidos alo largo 
del surco (Figura 25-54). Como en el caso de las proteínas MHC de clase 1, ciertas cadenas 
laterales de aminoácidos del péptido se unen a aminoácidos polimórficos de MHC a lo lar- 
go del surco o se dirigen hacía arriba siendo reconocidos por los TCR de los linfocitos T 
colaboradores o de los linfocitos T reguladores. Cualquier surco de las proteínas MHC de 
clase li permite acornodar un conjunto de péptidos más heterogéneo que cualquiera de los 
surcos de las proteínas MHC de clase L. Así, aunque un individuo sólo produce unos cuantos 
tipos de proteínas de clase HL, cada una de ellas con su surco característico de unión al pép- 
tido, el conjunto de estas proteínas puede unir y presentar a los linfocitos T colaboradores 
una ingente variedad de péptidos extraños, los cuales desempeñan un papel crucial en la 
mayoría de las respuestas lornunitarias de tipo adquirido. 

Análisis cristalográficos mediante rayos X de complejos formados por un receptor de 
linfocito T soluble y una proteína MHC, también soluble, que contiene en su surco uno 
de aquellos fragrnentos de péptido, muestran la manera en que el YTCR reconoce el comple- 
jo MHC-péptido. Las proteínas solubles utilizadas para estos experimentos se generan me- 
diante técnicas de DNA recombinante. En todos los casos estudiados, el TCR cruza en diagonal 
el surco de unión al péptido, umiéndose mediante las asas hiper variables V, y Ve a las paredes 
del surco y del péptido (Figura 25-55). Actualmente los coraplejos solubles MHC-péptida 
se utilizan mucho en la detección de linfocitos T que presenten especificidades concretas, 
oligomerizándolos incluso en tetrámeros con objeto de incrementar su avidez por los re- 
ceptores de los linfocitos T al poderse unir a cuatro TRC. 


proteína 
MHC de 
clase l-+ 
péptido 


receptor de 
linfocito Y 


cadena a de la proteína 


15) (8) MHC de dese 1 


Figura 25-54 Péptido unido al surco de una 
proteína MHC de clase ll <GAAA> Esquema 
similar al de la Figura 25-53. El surco está 
formado por los dominios amino-terminales 
delas cadenas ol y B (0.1 y Py; véase Figura 
25-508). Obsérvese que el péptido se 
extiende más allá de los límites del surco 

y que su esqueleto se une mediante enlaces 
de hidrógeno distribuidos a lo largo de toda 
la longitud del péptido a cadenas laterales de 
aminoácidos invariables del surco. (Cortesía 
de Paul Travers,) 


Figura 25-55 Interacción de un receptor de 
linfacito Y con un péptido vírico unido a una 
proteína MHC de clase ]. (A) Esquerna de los 
bucles hipervariables de los dominios Va y Vg 
del receptor del linfocito T interaccionando 
con el péptido y las paredes del surco de 
unión al péptido de la proteína MHC. 
Obsérvese que el tercer bucde hipervariable, 
que es el más variable, inicialmente 
interacciona con el péptido, mientras que 

los otros bucles hiperyariables se unen a las 
paredes del surco de unión al péptido. (B) 
Esquema de la silueta de los dominios Y (en 
azul claro) y de los budes hipervariables (en 
azul oscuro) del receptor sobre el surco de 
unión al péptido, determinado por difracción 


de rayos X. El dominio Yo cubre la mitad 
«amino del péptido, mientras que el dorninio 


Va cubre la mitad carboxilo. Obsérvese que 
el receptor está oientado en diagonal, 
cruzando el surco de unión al péptido. 

(8, adaptado de DN, Garbocd et al, Nature 
384134141, 1996, Con la autorización 

de Macmillan Publishers Lid) 
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Las proteínas MHC ayudan a dirigir a los linfocitos T 
hacia las dianas adecuadas 


En principio, las proteínas MHC de clase ] se expresan en casi todas las células nucleadas, 
Probablemente se debe a que los linfocitos T citotóxicos efectores deben. ser capaces de re- 
conocer y eliminar cualquier célula del organismo que sea infectada por un microorganismo 
intracelular, como podría ser un virus. Por el contrario, las proteínas de clase ll solamente se 
expresan en células que captan antígenos extraños del medio extracelular e interaccionan 
con los linfocitos T colaboradores. Estas células también expresan proteínas MHC de clase l. 
Se incluyen las células dendríticas, las cuales en un primer momento activan tanto alos lin- 
focitos Y colaboradores vírgenes como a las dianas de los mismos, es decir, a los macrófagos 
y alos linfocitos B. 

Es importante que los linfocitos T citotóxicos centren su ataque principalmente sobre 
las células que producen los antígenos extraños (corno pueden ser proteínas víricas), mien- 
tras que los linfocitos T colaboradores centren su ayuda sobre todo en las células que captan 
antígenos extraños del medio extracelular. El primer tipo de célula diana siempre constituye 
una amenaza y el segundo es esencial para la defensa inmunitaria adquirida del organismo, 
por lo que es de vital importancia que los linfocitos Y nunca confundan ambos tipos de cé- 
lulas y dirijan incorrectamente sus funciones citotóxica y colaboradora. En consecuencia, 
junto con el receptor del antígeno, que reconoce un complejo MHC-péptido, cada una de las 
tres clases principales de linfocitos T expresa un correceptor que reconoce de forma separa- 
da una parte invariante de la clase apropiada de proteína MAC. Estos dos correceptores, de- 
nominados CD4 y CDS, ayudan a dirigir a los linfocitos T colaboradores (y reguladores) y a 
los citotóxicos, respectivamente, a sus dianas adecuadas. En la Tabla 23-2 se revisan las pro- 
piedades de las proteínas MHC de clase 1 y de clase H. 


Los correceptores CD4 y CD8 se unen a regiones invariables 
de las proteínas MHC 


Generalmente, la afinidad de los TCR par los complejos MHAC-péptido de la cébuida diana es 
demasiado baja para inducir por sí misma una interacción famcional entre las dos células. 
Así, los linfocitos T requieren receptores accesorios para estabilizar la interacción, ya que 
éstos aumentan la fuerza total de la adhesión intercelular. A diferencia de los TCR o de las 
proteínas MÁHC, los receptores accesorios no unen antígenos extraños y son invariables. 
Cuando los receptores accesorios adquieren un papel esencial en la activación de los 
linfocitos Y, al generar sus propias señales intracelulares, se denominan correceptores. Los 
más importantes y mejor conocidos son las moléculas CD4 y CDS, que son proteínas trans- 
membrana de paso único con dominios extracelulares homólogos a lg. Coro los TAC, los 
correceptores reconocen a las proteínas MHC, pero se diferencian de ellos en que se unen a 


Tegiones invariables de la proteína, lejos del surco de unión al péptido. El correceptor CDA se 


expresa tanto en los linfocitos T colaboradores como enlos reguladores y reconoce a las 1o- 
léculas MHC de clase IL, mientras que el correceptor CD8 se expresa en los linfocitos T 
citotóxicos e interacciona con las moléculas MAC de clase 1 (Figura 25-56), CO4 y CDB con- 
bibuyen al reconocimiento que realizan los linfocitos T y facilitan que dichas células se cen- 
tenen una po concreto de proteínas MHC y, por tanto, en ua po concreto ae cétula diana: 


el reconocimiento de las proteínas MIC de clase 1 permite alos linfocitos T citotóxicos cen- 
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Figura 25-56 Correceptores CD4 y CDS 
dela merbrana plasmática de linfocitos T. 
Los linfocitos Y citotóxicos (Tr) expresan 
CO8, que reconocen proteínas MAC de clase 1, 
mientras que los linfocitos Y colaboradores 
Ma y dos infocitos T reguladores (no 
mostrados) expresan CD4, que reconocen 
proteínas MHC de clase 1. Obsérvese que 
estos correceptores se unen a la misma 
proteína MMC a la cual ya estaba unido 
elTCR, de modo que se mantienen adosados 
a estos receptores durante el proceso de 
reconocimiento del antígeno. Mientras 

aue el TCR se une a las regiones variables 
(polimórficas) de la proteína MHC que 
conforman el surco de unión al péptido, el 
cormeceptor se une a na región invariable 
fuera del surco. 
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tarse en cualquier célula huésped, mientras que el reconocimiento de las proteínas MHC de 
clase ll permite a los linfocitos T colaboradores centrarse en un pequeño grupo de células, 
principalmente células dendríticas, macrófagos y linfocitos B. La cola citoplasmática de las 
proteínas CD4 y CD8 se halla asociada a un miembro de la familia Src de proteínas quinasa 
citoplasmáticas específicas de tirosina. Dicha proteína, denominada Lck, fosforila diversas 
proteínas intracelulares en los residuos de tirosina, participando así en la activación de los 
linfocitos T (descrito en el Capítulo 15). Los anticuerpos que reconocen CD4 y CD8 son he- 
rramientas útiles para poder diferenciarlos tipos principales de linfocitos T, tanto en huma- 
nos como en animales de experimentación: sólo los linfocitos T citotóxicos expresan CDB, 
mientras que los linfocitos T colaboradores y los reguladores expresan CDA. 

El virus del sida (HIV) utiliza las moléculas CD4 (así como receptores de quimioquinas) 
para infectar los linfocitos T colaboradores. Puesto que el sida reduce los linfocitos T cola- 
boradores, los pacientes de sida son susceptibles a ser infectados por microorganismos que, 
en condiciones normales, no son patógenos. En consecuencia, muchos pacientes de sida 
mueren. por infecciones a los pocos años del inicio de los síntoxnas, si no son tratados con 
una combinación de fármacos muy potentes contra el virus, EL HIV también utiliza CD4 y re- 
ceptores de quimioquinas para infectar macrófagos, los cuales tenen en su membrana am- 
bos tipos de receptores, 

Antes de que un linfocito T citotóxico o un linfocito T colaborador reconozcan una pro- 
teína extraña, ésta tiene que haber sido procesada en el interior de una célula presentadora 
de antígeno o de una célula diana, y mostrada en la superácie de dichas células corno com- 
plejos MHC-pépuúdo. A continuación, se describirá cómo las células presentadoras de 
antígenos o las células diana infectadas por un virus procesan las proteínas virales presen- 
tándolas a los linfocitos T citotóxicos. Más adelante se examinará cómo se procesan las pro- 
teínas ajenas para ser presentadas a los linfocitos T colaboradores, 


Los linfocitos T citotóxicos responden a fragmentos de proteínas 
citosólicas extrañas asociadas a proteínas MHC de clase 1 


Un experimento realizado ex la década de 1970 demostró de modo contundente la implica- 
ción de las proteínas MMC de clase l en el reconocimiento de los antígenos virales por parte 
de los linfocitos T citotóxicos. Los investigadores observaron que en ratones infectados por 
virus, los linfocitos T citotáxicos efectores destruían células cultivadas infectadas con el mis- 
mo virus sólo si dichas céhulas expresaban alguna de las moléculas de la misma clase MACI 
del ratón infectado. Este experimento demostró que los liniocitos Y citotóxicos de cualquier 
individuo sólo reconocerán un antígeno determinado en una célula diana si dicha célula 
diana expresa alguna de las forenas alélicas de las proteínas MHC de clase l expresadas por 
ese mismo individuo, un fenómeno conocido como restricción MEC (Piguxra 23-57). 

Experimentos posteriores sugirieron que para eleninar una célula infectada por virus, 
los linfocitos T citotóxicos reconocen fragmentos degradados de las proteínas internas del 
virus que se hallaban unidos a proteínas MAC de clase Len la superfície de la céhula infec- 
tada. Debido a que los liufocitos T pueden reconocer minúsculas cantidades del antígeno 
extraño (tan sólo de 1 a 10 complejos MEC-pépudo en el caso de los linfocitos T con recep- 
tores de mayor afinidad), para inducir el ataque de los linfocitos Y citotóxicos sólo es nece- 
sario que una pequeña fracción de los fragmentos generados a partír de las proteinas víricas 
se una a proteínas MAC de clase Ey alcance la mernbrana plesmática, 


Figura 25-57 Un experimento clásico que 
demuestra que los linfocitos Y citotóxicos 
efectores reconocen, además del antígeno 
wirico, algún elemento de la superficie 

de la célula diana. Ratones de la estirpe X 
son infectados con el virus A. Al cabo de siete 
días, los bazos de estos ratones contienen 
linfocitos Y citotóxicos capaces de eliminar 
fibroblastos de la estirpe X en cultivo 
infectados por el virus. Tal como se esperaba, 
estos linfocitas únicamente destruyen las 
fibroblastos infectados por el virus A, pero 
no los infectados por otro virus B, Así pues, 
los linfocitos T citotóxicos san específicos del 
virus. Sin embargo estos mismos linfocitos 
son incapaces de eliminar Abroblastos de 
ratones de la estirpe Y infectados con el 
mismo virus A, lo cual indica que los linfocitos 
Teitotóxicos no sálo reconocen los virus sino 
también alguna diferencia genética entre 
ambos tipos de fibroblastos, Se utilizaron 
estirpes especiales de ratones (conocidas 
coma cepas congénitas) que eran 
genéticamente idénticas, excepto para los 
alelos de sus loci MHC de clasel o eran 
genéticamente diferentes excepto para 
dichos alelos. De este mado, se encontró que 
la destrucción de células diana infectadas 
requiere que dichas células expresen, al 
menos, uno de los alelos MHC de clase | que 
los expresados por el ratón infectado al inicio. 
Este resultado indica que las proteínas MHC 
de clase ison de algún modo necesarias para 
presentar los antígenos víricos tinidos a la 
superficie a los linfocitos T citotóxicos y 
además lo hacen de modo muy específico. 
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Las proteínas víricas interiores se sintetizan en el citoplasma de la célula infectada. Como ini 

se señaló en el Capítulo 3, en el citosol la degradación proteolítica se lleva a cabo principal- fragmento peptídico  endoplasmático 
mente por un mecanismo dependiente de ATP y de ubiquitina que actúa en los proteosomas 
-grandes complejos de enzimas proteolíticas construidas a partir de muchas subunidades 
proteicas distintas. Puesto que probablemente todos los proteosomas pueden generar frag- 
mentos peptídicos de longitud adecuada para encajar en el surco de las proteínas MHC de 
clase l, incluso los proteosomas bacterianos, se sugiere que este surco se desarrolló para en- 
cajar péptidos de dicha longitud. No obstante, parece que algunos proteosomas se han espe- 
cializado en producir péptidos para las proteínas MHC de clase l, ya que contienen dos 
subunidades codificadas por genes localizados en la misma región MHC del cromosoma. 

: ¿Cuál es el mecanismo por el que los péptidos generados en el citosol interaccionan con 
: los surcos de unión a péptidos de las proteínas MHC de clase 1 en el lurnen del retículo endo- 
plasmático (ER) (Figura 25-58)? La respuesta se obtuvo inicialmente a través de observacio- 
nes realizadas en células mutantes en las que las moléculas MHC de clase 1 no se expresan en 
la membrana plasmática sino que se degradan en el interior de la célula. Los genes mutantes 


proteína MHC de clase 1 


Figura 25-58 El problema del transporte 
del péptido. ¿Cómo pasan los fragmentos 


de dichas células resultaron codificar las subunidades de una proteína perteneciente a la fa- peptídicos desde el citoplasma, donde son 

milía de los transportadores ABC, que se describió en el Capítulo 11. Este transportador se lo- producidos, hasta la luz del ER, donde se 
caliza en la membrana del ER y utiliza la energía de hidrólisis del ATP para bombear péptidos localizan las proteínas MHC de clase 1? 
desde el citosol hacia el lumen del ER. Los genes que codifican estas dos subunidades están Es necesario un mecanismo específico 


. $ E , : á ans z 
localizados en la región cromosómica MAC; si algunos de estos genes resulta inactivado por Aerapolta 


una mutación, las células son incapaces de suministrar péptidos a las moléculas MHC de cla- 
se L En estas células mutantes, las proteínas MHC de clase l son degradadas en el interior de 
la célula, sin alcanzar la superficie celular, debido a que, normalmente, para que estas pro- 
teínas se plieguen de modo correcto es necesaria la unión de los péptidos: hasta que se une al 
péptido, una proteína MHC de clase 1 permanece en el ER, unida a un transportador ABC a 
través de una proteína chaperona; en las células mutantes, si el péptido no está unido, la pro- 
teína MHC queda atrapada y finalmente sufrirá proteolisis (Figura 25-59). 

En todas las células, los fragmentos peptídicos proceden de las propias proteínas cito- 
sólicas y nucleares que son degradadas en el proceso de reciclaje normal de proteínas y pro- 
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Figura 25-59 Procesamiento de una proteina vírica para 5u presentación a los linfocitos Y citotóxicos. Un linfocito Y citotóxico eliminará una célula 
infectada por virus cuando reconozca en su superficie fragmentos de una proteína interna vírica unida a moléculas MHC clase L Aunque no todos los virus 
entran en la célula por la vía que utiliza este vinss de RNA, los fragmentos de las proteínas internas del virus siermpre siguen la vía representada. Únicamente 
es degradada y transportada a la membrana plasmática una pequeña proporción de proteínas víricas sintetizadas en el citosol, pero es suficiente para 
desencadenar el ataque de un linfocito T citotóxico. Diversas proteínas chaperonas (sólo se muestra una de ellas) en la luz del retículo endoplasmático 
colaboran en el plegamiento y la oligomerización de las proteínas MHC de clase l Las chaperonas se unen a la cadena a de la proteína MHC de clase | 

an de raanera secuencial. La última, tal como muestra la figura, facilita la interacción entre la proteina MHC y el transportador ABC. La aligomerzación 

s proteinas MHC de clase l y su transpane hasta la membrana plasmática requiere la unión al péptido. 


1534 — Capítulo 25: El sistema de inmunidad adquirida 


replicación vírica 
bloqueada 


receptor 
para el IFNy a 


incremento en 
4 proteínas MHC e la susceptibilidad 
4 subunidades proteosómicas —> 2 ser eliminada 


- 9 transportador de péptidos por linfocitos Y 


cesos de control de calidad. (Sorprendentemente, más del 30% de las proteínas fabricadas 
por las células de mamífero son en apariencia defecmosas y después de ser sintetizadas son 
degradadas en proteosomas.) Dichos pépridos son bombeados de forma constante al inte- 
rior del ER y transportados a la superficie celular por proteínas MHC de clase 1. Sin embargo, 
no son antigénicos debido a que los linfocitos T citotóxicos que podrían recoriocerlos han si- 
do eliminados o inactivados, e suprimidos por linfocitos T reguladores, durante el proceso 
de la autotolerancia (véase Figura 25-13). 

Cuando un antígeno activa a los linfocitos T citotóxicos o a los T colaboradores Tp11, dli- 
chas células efectoras secretan interferón-—y (LEN), citoquina que intensifica en gran medi- 
da las respuestas antivíricas. El DFNy actúa de dos maneras sobre las células infectadas por 
virus: bloquea la replicación del virus e incrementa la expresión de muchos genes de la re- 
gión cromosómica MEC, incluyendo los que codifican las proteínas MHC de clase l, las dos 
subunidades especializadas de los proteosomas y las dos subunidades del transportador de 
péptidos localizado en el ER (Figura 25-69). Así, la maquinaria de la célula huésped que se 
requiere para la presentación del anúgeno vírico a los linfocitos T citotóxicos entra en ac- 
ción de forma coordinada mediante el IFN-y y genera una retroalimentación positiva que 
amplifica la respuesta inmunitaria y culmina con la muerte de la célula infectada. 


Los linfocitos Y colaboradores responden a fragimentos 
de proteínas antigénicas extrañas endociiadas y asociadas 
con proteínas MHC de clase li 


A diferencia de los linfocitos T citotóxicos, los linfocitos TY colaboradores no actúan directa- 
mente destuyendo células infectadas, sino que estimulan a los macrófagos a que resulten 
ruás efectivos en la destrucción de microorganismos intracelulares y colaboran con linfoci- 
tos B y linfocitos T cirotóxicos en su respuesta frente al antígeno. 

Como en el caso de los antígenos víricos presentados a los linfocitos T citotóxicos, los * 
antígenos presentados a los linfocitos T colaboradores por las células dendríticas o por las 
células diana son fragmentos de degradación de la proteína extraña, que se unen a las pro- 
teímas MAC de clase ll de manera similar a como los péptidos derivados de virus se unen a 
las proteínas MC de clase L Pero por lo general, tanto el origen delos fragmentos pepuídicos 
presentados como la vía que siguen para encontrar las proteínas MHC son diferentes. 

En lugar de obtenerse a partir de proteínas extrañas sintetizadas en el citoplasma de la 
célula diana, los péptidos presentados a los linfocitos T colaboradores se generan en endo- 
somas. Algunos proceden de microorganismos extracelulares o de sus productos, que han 
sido endocitados por las células presentadoras de antígeno y degradados en el entorno áci- 
do de los endosomas. Otros proceden de microorganismos que se desarrollan en el interior 
del compartimiento endosomal de las células presentadoras de antígeno. En ningún caso 
estos pépúdos tienen que ser bombeados a través de la membrana porque se han generado 
en un compartimiento que es topológicamente equivalente al espacio extracelular. En lugar 
de penetrar en el lumen del ER, donde se sintetizan y ensemblan las proteínas MHC de cla- 
se E, se unen en un compartimiento endosómico a los heterodímeros de clase E ya ensarn- 
blados. Cuando se ha unido al péptido, la proteína MIC de clase U altera su conformación 
atrapando al péptido en el serco de unión y transkriéndolo a la superficie celular para su 
presentación alos linfocitos T colaboradores. 

Las moléculas MHC de clase li recién sintetizadas deben evitar colapsar su surco de 
unción de modo prematuro en el lumen del ER con pépudos bombeados desde el citosol Par 


Figura 25-50 Algunos efectos del 
interierón-Y UPN Y sobre células infectadas 
por virus. Los receptores de lENy, cuando 
son activados, estimulan vías de señalización 
hada el núdeo y alteran la transcripción 
génica, lo que conduce a los efectos 
indicados. Los efectos sombreados 

en amarillo tienden a hacer de las células 
infectadas tina mejor diana para los linfocitos 
T citoróxicos, estimulando así su eliminación. 
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Figura 25-61 Procesamiento de un antígeno proteico extracelular por una célula dendrítica 
para su presentación a un linfocito T colaborador. Esquema simplificado de cómo se forman, 
en el endosoma, los complejos proteína MHC de clase l-péptido para, posteriormente, 
localizarse en la superficie celular. Obsérvese que la retirada, en el endosoma, del fragmento de 
la cadena invariable del surco de unión de la proteína MHC de clase ll está catalizada por una 
proteína semejante a ésta denominada HLA-DM. Las glucoproteínas víricas también pueden ser 
procesadas por este mecanismo para su presentación a los linfocitos T colaboradores. Estas 
proteínas de la cubierta vírica son sintetizadas en el ER y después se insertan en la membrana 
plasmática. Pese a que la mayoría de estas glucoproteínas víricas se incorporarán a la cubierta 
de las nuevas partículas víricas, algunas se incorporan a endosomas tras ser endocitadlas y 


es 


entran así en la ruta MHC de clase il 


evitar esta unión prematura, un polipéptido especial denominado cadena invariable se aso- 
cia a los heterodímeros MHC de clase Il recién sintetizados en el ER. Este polipéptido ocupa 
parcialmente el surco de unión al péptido de las proteínas MHC e impide de este modo la 
unión de péptidos en el lumen del ER. La cadena invariable también dirige a las molécuias 
MAC de clase II desde la red trans dei Golgi al compartimiento endosomal tardío, donde se 
proteoliza quedando sólo un pequeño fragrnento unido al surco de unión al péptido de la 
proteína MHC. A continuación, el péptido se libera permitiendo a las proteínas MHC unirse 
a los péptidos derivados de las proteínas endocitadas (Figura 25-61). De este modo se man- 
tienen las diferencias funcionales existentes entre las proteínas MHC de clase 1 y de clase II. 
En efecto, las primeras presentan fundamentalmente moléculas que proceden del citosol 
mientras que las segundas presentan sobre todo moléculas generadas en el compartimiento 
endocítico. 

Sin embargo, esta diferencia en la presentación del antígeno a los linfocitos T citotóxicos 
y alos linfocitos T colaboradores no es absoluta. Por ejemplo, las células dendríticas tienen 
que ser capaces de activar a los linfocitos T citotóxicos para que eliminen las células 
infectadas por virus incluso cuando las propias células dendríticas no han sido infectadas 
por el virus. Para ello, las células dendríticas utilizan un mecanismo denominado presenta- 
ción cruzada, que comienza cuando fagocitan fragmentos de células infectadas por virus. A 
continuación transportan las proteínas víricas desde el interior del fagosorna hasta el citosol, 
donde son degradadas en los proteosomas; los fragmentos de proteínas víricas resultantes 
son transportados entonces hasta el lumen del ER, donde se incorporan a las proteínas MHC 
de clase 1 que allíse enseriblan. La presentación cruzada en las células dendríticas también 
actúa enla activación de los linfocitos Y citotóxicos conta los antígenos tumorales de las cé- 
lulas cancerosas y contra las proteínas MHC de los órganos ajenos trasplantados. 

Muchas de las moléculas MHC de clase l y de clase 1 de la superficie de una célula dia- 
na presentan, en el surco de unión, péptidos derivados de las propias proteínas celulares. 
En el caso de las proteínas de clase 1, se trata fundamentalmente de fragmentos de proteí- 
nas citosólicas y mucleares y, en el caso de las moléculas de clase E, son sobre todo frag- 
mentos de proteínas de membrana y de proteínas extracelulares que son endocitadas. Sólo 
una pequeña fracción de las cerca de 10% proteínas MHC de clase 1 de la superficie de una 
célula presentadora de antígeno tendrán péptidos extraños unidos a ellas. Sin embargo, 
una sola copia del complejo MIHC-péptido en una célula dendrítica es suficiente para esúl- 
taular aun liníocito Y colaborador cuyo TCR sea capaz de reconocer dicho complejo con 


tidad, 


suficiente añir 
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Los linfocitos T útiles en potencia son seleccionados 
positivamente en el timo 


Los linfocitos T reconocen antígenos asociados a las proteínas MHC propias, pero no aso- 
ciados a proteínas MEC extrañas (véase Figura 25-57): es decix los linfocitos Y muestran res- 
tricción MEC. Dicha restricción refleja un proceso de selección positiva durante el 
desarrollo de los linfocitos T en el timo. En este proceso, los linfocitos T inmaduros (rimoci- 
tos), capaces de reconocer péptidos extraños presentados por proteínas MHC propias, son 
seleccionados y sobreviven y maduran, mientras que la mayoría de los restantes, que posi- 
blernente no serían útiles para el animal, entran en apoptosis. Así, la restricción MHC es una 
propiedad del sistema inmunitario que se manifiesta durante el desarrollo de los linfocitos T 
en el timo. 

La manera más directa de estudiar el proceso de selección es hacer un seguimiento del 
destino de un conjunto de linfocitos T de especificidad conocida. Esto se puede realizar uti- 
lizando ratones transgénicos para los genes de un par específico de cadenas a: y fi del TCR, 
genes que proceden de un clon de linfocitos T de especificidades MEC y antigénica conoci- 
das. Tales experimentos muestran que los linfocitos Y transgénicos sólo maduran en el timo 
y colonizan los órganos linfoides periféricos si el ratón transgénico expresa la misma forma 
alélica de proteína MEC que es reconocida por el TCR transgénico. Si el ratón no expresa 
la proteína MAC apropiada, los linfocitos T transgénicos mueren en el timo. De este modo, la 
supervivencia y maduración de un linfocito T en desarrollo dependen del emparejamiento 
entre su TRC y las proteínas MHC expresadas en el timo (que tienen unidos péptidos propios 
derivados de las propias proteínas del organismo). Experimentos similares utilizando rato- 
nes transgénicos cuya expresión de proteínas MHC está confinada a determinados tipos ce- 
lulares del timo indican que las responsables de este proceso de selección positiva son las 
proteínas MHC expresadas por las células epiteliales del cortex (Figura 25-62). 

La estimulación continuada por los complejos MHC-péptido propio (y de la citoquina 
1L7) es necesaría para que los linfocitos T seleccionados positivarnente sobrevivan como ln- 
focitos T vírgenes una vez abandonan el timo; esta estimulación basta para estimular la su- 
pervivencia de los linfocitos T pero no para activarlos y convertirlos en linfocitos efectores O 
de mernorla. 

Como parte del proceso de selección positiva en el timo, se seleccionan los linfocitos T 
que expresan TCR que reconocen proteínas MHC de clase L dando lugar a linfocitos T cito- 
tóxicos, mientras que la selección de los que expresan TCR que reconocen proteínas MHC 
de clase l tiene corno resultado a los linfocitos T colaboradores o a los hinfocitos T regulado- 
res. De esta manera, los ratones genéticamente deficientes en proteínas MEC de clase l tar- 
bién lo son en linfocitos T citotóxicos, mientras que los que son deficientes en proteínas 
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Figura 25-62 Organización celular del timo 
humano. (A) Micrografía obtenida con el 
microscopio óptico de un corte histológico 
de timo en el que se indica la corteza 

y la médula de un lóbulo, (B) Dibujo de un 
lóbulo que muestra la composición cetular, 
La corteza contiene timocitos inmaduros 

y la médula timocitos maduros. Los timaocitos, 
los macrófagos y las células dendríticas se 
desarrollan a partir de células que migran 
desde la médula ósea. Las funciones de 

las diferentes regiones y tipos celulares se 
tratarán más adelante, cuando se estudie 

el mecanismo de selección para la 
supervivencia de los timocitos en desarrollo, 
Debido a este proceso de selección, más del 
95% de las timecitos producidos en el timo 
mueren por apoptosis. Las células muertas 
son rápidamente fagocitadas y digeridas por 
los macrófagos. (Adaptado de K. Murphy 

et al, laneway's immunobiology, 7.4 ed. 
New York Garland Science, 2008.) 
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LINFOCITOS T Y PROTEÍNAS MHC 


MHC de clase ll carecen tanto de linfocitos T colaboradores como de linfocitos T regulado- 
res. El desarrollo de los linfocitos T reguladores depende de grupos especiales de células epi- 
teliales que se encuentran en la médula del timo denominados corpúsculos de Hassall. 

Los linfocitos que se encuentran inmersos en un proceso de selección positiva, inicial- 
mente expresan tanto correceptores CD4 como correceptores CD8, siendo ambos necesa- 
rios para el proceso de selección. En efecto, sin CD4 los linfocitos T colabaradores y los 
linfocitos T reguladores no se desarrollan y sin CD8 son los linfocitos T citotóxicos los afee- 
tados. Una vez desarrollados, los linfocitos T citotóxicos pierden CDa; los linfocitos T cola- 
boradores y los reguladores pierden CD8. 

Además, la selección positiva deja todavía por resolver un gran problema. Silos linfoci- 
tosT citotóxicos y los linfocitos T colaboradores en desarrollo can receptores, que reconocen 
péptidos propios asociados a proteínas MHC propias, maduraran en el timo y migraran ha- 
cia los tejidos linfoides periféricos, causarían estragos. Para evitar este potencial desastre se 
requiere un segundo proceso de selección negativa en el timo. 


La mayoría de los linfocitos Y citotóxicos y colaboradores 
en desarrollo que podrían ser activados por los complejos 
MHC-péptido propio son eliminados en el timo 


Cormno se ha indicado, una característica fundamental del sistema inmunitario adquirido es 
que puede aprender a distinguir lo propio de lo no prapio (extraño) y habitualmente no 
reacciona contra moléculas propias. Un mecanismo importante para conseguir este estado 
de autotolerancia inmunológica es la eliminación en el timo de los linfocitos T citotóxicos y 
colaboradores autorreactivos. Es decir, aquellos linfocitos T cuyos TCR se unen con sufi- 
ciente intensidad a un complejo de proteína MHC-péptido propio como para ser activados. 
Tal como se describirá más adelante, debido a que la mayoría de linfocitos B requieren de 
linfocitos T colaboradores para responder frente al antígeno, la eliminación de los linfocitos 
T colaboradores autorreactivos también asegura que cualquier linfocito B autorreactivo que 
escape alos mecanismos de inducción de tolerancia sea inocuo (véase Figura 25-13). 

Antes de estudiar el proceso de selección negativa por el cual los linfocitos T autorreac- 
tivos son eliminados del timo, es conveniente analizar la lógica de este sistema en dos etapas 
que finaliza con la selección de una pequeña fracción de linfocitos T en desarrollo que ex- 
presan TCR que se unen débilmente a una proteína MHC propia portadora de un péptido 
propio. Como ilustra la Figura 25-63, se supone que la producción de un extenso repertorio 
de este tipo de linfocitos garantiza que al menos algunos de ellos puedan unirse con fuerza 
al complejo formado por un péptido extraño con la misma proteína MHC e inducir así una 
respuesta inmunitaria adquirida. Por supuesto no es suficiente con que en el timo se selec- 
cionen positivamente los linfocitos T que reconocen proteínas MBC propias; también se 
tienen que seleccionar negativamente aquellos linfocitos T citotóxicos y linfocitos T colabo- 
radores que pudieran reconocer complejos de proteínas MHC-péptidos propios en los Ór- 
ganos linfoides periféricos. Así, se alcanzará el objetivo principal si (1) mueren los linfocitos 
T citotóxicos y linfocitos T colaboradores que se unen fuertemente a los complejos MHC- 
péptidos propios en el timo, mientras (2) se estimula la supervivencia de los que se unen dé- 
bilmente y (3) se induce la muerte de aquellos linfocitos T que no se unen, El proceso 2 
representa la mayor parte de la selección positiva ya descrita. El proceso 1 se denomina se- 
lección negativa o eliminación clonal en el timo (véase Figura 25-13). En los procesos 1 y 3 
la muerte de los linfocitos se produce por apoptosis (Figura 25-54). 

De nuevo, la prueba más convincente de la selección negativa en el timo procede de ex- 
perimentos realizados con ratones transgénicos. Si se introducen transgenes de TCR que 
codífican un receptor que reconoce un antígeno peptídico específico de los machos; las 
hembras, que no expresan dicho péptido, presentan tanto en el mo como en los órganos 
linfoides periféricos numerosos linfocitos TY maduros que expresan el receptor transgénico, 
Sin embargo, son pocos los linfocitos de ese tipo que se encuentran en los ratones macho, ya 
que la mayoría de ellos mueren en el timo antes de madurar. Al igual que la selección positi- 
va, la selección negativa requiere de la interacción entre un TOR, asociado a un correceptor 
CD4 o CDS, y una proteína MHC apropiada. Sin embargo, a diferencia de la selección posi- 
tiva de los linfocitos T colaboradores y citotóicos, que tiene higar principalmente en la su- 
perficie de las células epiteliales de la corteza del timo, la selección negativa de estos 
Lbafocitos se produce en la médula del tizna, sobre todo en la superíic 


ie de células dencdrílicas 
que proceden de células que han migrado al tono desde la médula ósea, 
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Figura 25-63 Esquema que muestra cómo 
un TCR seleccionado en el timo, al 
reconocer débilmente a ún complejo 
proteína MHC y péptido propios, reconoce 
en cambio fuertemente la misma proteína 
MAHC unida a un péptido extraño. Puesto 
que la unión al complejo con péptido propio 
es débil, y el péptido extraño no está 
presente en el timo, el timocito que expresa 
dicho TCR será seleccionado positivamente 
en el timo, evitando la selección negativa. 
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DIVERSIFICACIÓN DE LOS RECEPTORES DE LINFOCITO T (TCR) 


no hay TCR que no reconocen TCR que reconocen TCR que reconocen 
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migración hacia los órganos linfoides periféricos 


Aigunas de las proteínas específicas de órgano se expresan 
de modo ectópico en la médula del timo 


Tras descubrirla selección negativa de los linfocitos Y que se desarrollan en el timo, la cuestión 
que se planteó fue de qué forma los linfocitos T evitan reaccionar contra las proteínas pro- 
pias no presentes en el timo. Una explicación es que los linfocitos T potencialmente auto- 
rreactivos se eliminan o inactivan tras abandonar el timo. Este hecho ocuxre cuando los 
linfocitos reconocen péptidos propios unidos a proteínas MHC en la superficie de células 
dendríticas que no han sido activadas por patógenos y que, por tanto, no presentan las se- 
ñales activadoras adecuadas. Otra opción es que algunos linfocitos T efectores autorreacti- 
vos sean suprimidos por linfocitos T reguladores. Ambos mecanismos constituyen ejemplos 
de tolerancia periférica ya que, a diferencia de la eliminación de los linfocitos Y que ocurre en 
el timo (tolerancia central), dichos mecanismos se producen fuera de él (véase Figura 25-13). 

Se ha propuesto una tercera explicación. Un tipo especial de célula epitelial de la médu- 
la del timo expresa de modo ectópico proteínas cuya expresión se creía que está restringida a 
otros Órganos; la insulina, por ejemplo, sintetizada por las células f en el páncreas, también es 
producida porun pequeño grupo de células epiteliales de la médula del timo. La expresión 
ectópica de muchas de estas proteínas, incluida la insulina, depende de una proteína nu- 
clear denominada regulador autoinmune (AIRE: autobminune regulator), que se expresa de 
forma específica en las mismas células epiteliales del timo. La inactivación del gen que codi- 
fica AIRE en ratones y también en humanos ocasiona una grave enfermedad autolnraune 
raultiorgénica; este hecho pone de maniliesto la importancia de ATRE en la tolerancia central 
enlo que concierne a las proteínas propias “específicas de órgano”. $e desconoce el mecanis- 
mo por el cual AIRE induce la expresión ectópica de genes en la médula del timo. 


La función de las proteínas MHC ayuda a explicar su polimorfismo 


El papel de las proteínas MAC en la unión y presentación de antígenos extraños a los iinfo- 
citos T ayuda a explicar el gran polimorfismo de estas proteínas, En la batalla evohativa entre 
patógenos y el sistema inmunitario adquirido, los patógenos enden a modificar sus anil- 
genos con objeta de evitar su asociac 


ión a proteinas MHC, Cuando un patógeno tlene éxito 
es capaz de arcasar una población a modo de epidernia, En tales cionnstancias, los pocos la- 
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Figura 25-64 Selecciones positiva 

y negativa en el timo. Sólo podrán 
sobrevivir, madurar y migrar hacia los 
órganos linfoides penféricos, es dedir, 
seleccionarse de manera positiva (véase 
Figura 25-63), aquellos linfocitos cuyos TCR 
los capaciten para responder a los complejos 
formados por las proteinas MHC propias 

y péptidos extraños, El resto de linfocitos 
experimentará apoptosis al no expresar TOR 
que reconozcan los complejos formados por 
las proteinas MHC propias y péptidos 
extraños O porque reconocen dichos 
complejos con demasiada intensidad y 
sufren, por ello, selección negativa, 

Aunque no se indique, los linfocitos 
inmersos en la selección positiva expresan 
incialmente tanto correceptores CD4 como 
CDE. En el transcurso de la selección positiva, 
los linfocitos T colaboradores (Ty), los 
T citotóxicos (To, y los T reguladores (Treg) 
divergen mediante un mecanismo poco 
conocida. Aldo largo de este proceso, 
los linfocitos T colaboradores y los 
Treguiadores maduran expresando CD4 
pero no CD8, reconociendo péptidos 
asociados a moléculas MHC de clase $, 
mientras que los linfocitos Y citotóxicos 
expresan 0103 pero no CD4 y reconocen 
péptidos asociados a moléculas MHC de clase L 
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LINFOCITOS T Y PROTEÍNAS MHC 


geno modificado presentan una gran ventaja selectiva. Además, los individuos que tienen 
dos alelos diferentes (heterozigotos) para un determinado locus MEC tienen una mayor 
probabilidad de resistir la infección que los que tienen alelos idénticos para ese locus, ya que 
úenen una mayor capacidad para presentar péptidos procedentes de un amplio abanico de 
patógenos. Así, este tipo de selección tiende a prornover y mantener una gran diversidad po- 
blacional de proteínas MHC., Estudios realizados en África occidental refuerzan la idea de 
que las enfermedades infecciosas han sido la fuerza motora del polimorfismo de las proteí- 
nas MHC. En estos territorios viven individuos poco susceptibles a formas graves de malaria 
y que tienen unos determinados alelos MHC. Aunque estos alelos son, en conjunto, poco 
frecuentes, los presenta hasta un 25% de la población que vive en África occidental, donde 
esta forma de malaria es común. 

Si una mayor diversidad de MEC significa una mayor resistencia a la infección, ¿por qué 
tan pocos loci codifican estas moléculas?, y ¿por qué no hemos desarrollado estrategias pa- 
ra incrementar su diversidad, por ejemplo mediante maduración alternativa de RNA o me- 
diante mecanismos de recombinación genética encaminados a diversificar los anticuerpos 
y los TCR? Una posible explicación para esta diversidad restringida de las proteínas MHC es 
que cada vez que una nueva proteína MIC se añade al repertorio, se deben eliminar los lin- 
focitos T cuyos TCR se unen fuertemente a los péptidos propios asociados a esa nueva pro- 
teína MHÁC, para mantener la autotolerancia. La eliminación de dichos linfocitos T debería 
contrarrestar la ventaja de añadir la nueva proteína MEC. Así, el número de proteínas MAC 
que expresamos representaría un equilibrio entre las ventajas de presentar una gran varie- 
dad de péptidos extraños a los linfocitos T y las desventajas de restringir el repertorio de lin- 
focitos TY mediante la selección negativa en el timo. Esta explicación es apoyada por el 
estudia de modelos asistidos por ordenador. 


Resumen 


Desde tin punto de vista funcional existen tres clases principales de linfocitos T. Los linfocitos T cito- 
tóxicos eliminan directamente células infectadas induciéndolas e sufrir apoptosis. Los linfocitos T 
colaboradores activan la producción de anticuerpos en linfocitos B, activan los linfocitos T citotóxi- 
cos a que eliminen sus células diana, a las células dendríticas a que estimulen las respuestas media- 
das por linfocitos T y a los macrófagos a que destruyan los 1nicroorgenismos que los hayan invadido 
o que hayan sido fagocítados por ellos. Por último, los linfocitos T reguladores suprimen la actividad 
de los linfocitos T efectores y de las células dendríticas y son clave en la auzotolerancia. 

Todas las clases de linfocitos T expresan en la membrana plasmática receptores similares a los 
anticuerpos (CR), que son codificados por genes que, a su vez, son organizados a partir de nurmne- 
rosos segmentos génicos durante el desarrollo de los linfocitos Ten el timo. Los TCR reconocen frag- 
mentos de proteínas ajenas cuando son expuestos en asociación con proteínas MAC en la superficie 
de las células huésped. Los linfocitos T son activados en los órganos linfoides periféricos por células 
presentadoras de antígeno, las cuales exponen en su membrana complejos MHC-péptido, proteínas 
coestimuladoras y diversas moléculas de adhesión intercelular. Las células presentadoras de antígeno 
más potentes son. las células dendríticas, especializadas en la presentación de antígeno y necesarias 
para la activación de los linfocitos T vírgenes. : 

Las proteínas MAC de clase 1 y de clase li desempeñan un papel esencial en la presentación de 
antígenos extraños e los linfocitos T: las proteínas MEC de clase 1 presentan antígenos a los linfoci- 
tos T citotóxicos y las proteínas MIC de ciase HU presentan antígenos a los linfocitos T colaboradores 
y alos linfocitos T reguladores. Mieniras quee la expresión de las proteínas de clase i se da en casi to- 
das las células de vertebrados, por lo general la expresión de las proteínas de close Il está restringida 
a aquellos tipos celulares que interaccionan con los linfocitos Y colaboradores, tales como células 
dendríticas, macrófagos y linfocitos B. 

Ambas clases de proteínas MHC tienen un solo surco de unión al péprido al cual se unen pe- 
queños fragmentos peptídicos derivados de proteínas. Cada proteína MAC une un amplio conjunto 
de pépiidos prodhucidos de forma constante mediante los procesos de degradación intracelular ha- 
biruales. Sin embargo, habitualmente las proteínas MÉC de ciase [se unen a fragmentos producidos 
en el citosol mientras que las de clase 1 lo hacen a los fragrnentos generados en los compartimientos 
endocíticos. Una vez formados en el interior de la célula diana, los complejos MHC-péprido son 
transportados a la qnembrana plasmática. Los complejos que contienen in péptido derivado de una 
proteína ajena son reconocidos por los TCR, los cuales interaccionan al mismo tienpo con el pépti- 
do y con las paredes del surco de la proteína MAC. Los linfocitos T también expresan correcepiores 
CD2 y CDB que reconocen sirmilidneamente, en las células presentadoras de antígeno e en las celu- 
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las diana, regiones no polimórficas de las proteínas MEC. Así, los linfocitos colaboradores y los re- 
guladores expresan CD4 y reconocen proteínas MC de clase If, mientras que los linfocitos T citotó- 
xicos expresan CD8 y reconocen proteínas MHC de clase I. 

Durante la maduración de los linfocitos T en el timo actúa una combinación de procesos de 
selección positiva y negativa generando el repertorio de TCR. Estos procesos aseguran que sólo so- 
brevivan y maduren los linfocitos T que presenten receptores útiles en potencia mientras que el res- 
to muera por apoptosis. Los linfocitos T que sean capaces de responder a péptidos acomplejados con 
las propias proteínas MHC serán seleccionados positivamente; a continuación, los linfocitos Y de es- 
te grupo que puedan reaccionar fuertemente con péptidos propios acomplejados con las proteínas 
MEC serán eliminados. Los linfocitos T colaboradores y citotóxicos que presenten receptores que te- 
accíonen con antígenos propios se eliminarán, inactivarán funcionalmente o suprimirán activa- 
mente cuando reconozcan antígenos propios en células dendríticas no activadas, 


LINFOCITOS T COLABORADORES 
Y ACTIVACIÓN LINFOCITARIA 


Por diversas razones, los linfocitos Y colaboradores son las células más importantes en la 
inmunidad adquirida, ya que son necesarios para casi todas las respuestas de este tipo de in- 
munidad. Son necesarios para estimular la secreción de anticuerpos por parte de los linfoci- 
tos B y ayudan a los macrófagos a destruirlos patógenos fagocitados. Además, colaboran en 
la activación de los linfocitos T citotóxicos con objeto de eliminar las células diana infectadas 
y lo hacen, al menos en parte, estimulando las células dendríticas a activar de un modo más 
eficiente los linfocitos T citotóxicos virgenes. Tal como se ha podido demostrar de manera 
dramática en los pacientes afectados de sida, sin el concurso de los linfocitos Y colaborado- 
res no podemos defendemos contra la mayoría de los microorganismos, incluso de los que 
habitualmente no son nocivos. 

Sin embargo, los propios linfocitos T colaboradores sólo son funcionales cuando son 
activados a transformarse en células efectoras. Los linfocitos colaboradores vírgenes se acti- 
van porel contacto con la membrana de células dendríticas, las cuales se activan a través de 
respuestas de la inmunidad innata generadas tras una infección. Las respuestas innatas, 
fundamentalmente mediante células dendríticas activadas, también determinan hacia qué 
tipo de célula efectora madurará un lintocito T colaborador, definiendo así la naturaleza de 
las respuestas inmunitarias adquiridas inducidas. 

Al final de esta sección describiremos las múltiples señales activadoras de los linfocitos 
T y cómo un linfocito T colaborador, una vez activado a célula efectora, induce la activación 
de otras células. También se considerará cómo las respuestas inmunitarias innatas deterini- 
nan la naturaleza de las respuestas adquiridas mediante la inducción de la diferenciación 
de los linfocitos T colaboradores hacia los diferentes fenotipos efectores. Por último, anali- 
zaxemos el posible origen evolutivo de las proteínas de la superfamilia lg, que incluye las 
proteínas MHC, los anticuerpos y los TCR, 


Las células dendríticas activadas utilizan varios mecanismos 
para activar a los linfocitos T 


Cuando en el curso de una infección, una célula dendrítica se activa, cambia su aspecto y su 
conducta migratoria, aumenta la cantidad de proteínas MAC en su superficie, activa sus 
vías para procesar antígenos y comienza a fabricar tanto proteinas coestirmuiladoras expre- 
sadas en la membrana plasmática como citoquinas secretadas (incluidas las quimioquinas). 
Estos importantes cambios capacitan a las células dendríticas pasa migrar a los órganos lin- 
foides periféricos y activar linfocitos T virgenes en infocitos efectores. 

Las células dendríticas toman contacto con los linfocitos T a través de los receptores de 
los linfocitos T (TCR), que reconocen un péptido extraño acomplejado con una proteína 
MHC de clase Y expresada en la membrana plasmática de la célula dendrítica. Pero los PCR 
no acmían solos enla transmisión de la señal al linfocito T: también colabora un coraplejo de 
proteínas transmembrana invariables asociado al TOR denominado CDS (Figura 25-65), 
Adernás, el car tor CDA de los linfocitos T colaboradores o de los linfocitos T reguladores 
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Figura 25-65 EITCR y su complejo CD3 
asociado. Todos los polipéptidos que 
forman el complejo CD3 (señalados en 
verde) excepto las cadenas £ (zeta) presentan 
dominios lg extracelulares y, por tanto, 

son miembros de la superfamilia la. Los 
cuatro tipos de polipáptidos CD3 forman 
heterodímeros u hornodimeros imostrado 
en el esquema) y tras la activación del TOR 
son fosforlados rápidamente en residuos 

de tirosina del dominio intracelular ino 
mostrado). Camo aparece en la Figura 25-66, 
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Figura 25-66 Vía de señalización iniciada tras la unión de los complejos MHC-péptido a los TCR. Tras la unión de los TCR (y CD3) a los complejos 
MHC-péptido que se encuentran en la superficie de una célula dendrítica, se produce la formación del complejo entre los TCR con las moléculas CD4, 
cuando se trata de linfocitos colaboradores, o con las moléculas CD8, cuando son citotóxicos, las cuales interaccionan con las regiones invariables de las 
propias proteínas de clase Il o clase |, respectivamente, de la superficie de las células dendríticas, Este hecho estimula la captación de Lek, una tirosina 
quinasa citoplasmática de la familia Src, por parte del complejo señalizador, lo que produce la activación de esta tirosina quinasa. La activación de Lck 


también depende de una proteína transmembrana tirosina fosfatasa, llamada CD45, expresada por los linfocitos T, que elimina los fosfatos inhibidores 
de Lck (nao mostrado). 


Una vez activada, Lck inicia una cascada de fosforilación de tirosinas y fosforila estos residuos de las cadenas del complejo CD3. A partir de este momento 
las fosfotirosinas de la cadena CD3 £, actúan como lugares de acoplamiento para otra tirosina quinasa citoplasmática denominada ZAP70. Después, 
Lck fosforila a ZAP7O, activándola. Aunque no se muestra en la figura, entonces ZAP7O fosforila tirosinas de la cola citoplasmática de otra proteína 
transmembrana (denominada LAT), las cuales, a su vez, actúan corno lugares de acoplamiento para diversas proteínas adaptadoras y enzimas, Estas proteínas 
colaboran en la transmisión de la señal hasta el núcleo y otras regiones celulares al activar las vías señalizadoras fosfatidil inositol y MAP-quinasa (descritas en 
el Capítulo 15), así coma la de la familia de GTPasas Rho, que regulan el citoesqueleto de actina (descrita en el Capítulo 16). 


Para que un linfocito T se active, además de esta señalización a través de los TCR y de sus 
proteínas asociadas y correceptores, se requieren otras señales que proceden de la unión de 
proteínas expresadas en la membrana de las células dendríticas a otros receptores de los linfo- 
citos T. Las proteínas B7 son un ejemplo de proteínas coestimuladoras expresadas por las célu- 
las dendríticas activadas que sonreconocidas por la proteína correceptora CD28 presente en la 
membrana de los linfocitos T. El linfocito T colaborador activado expresa una proteína coes- 
timuladora denominada ligando CD40 que actúa sobre receptores de CD40 presentes en la 
célula dendrítica con el in de incrementar y mantener la activación de la célula dendrítica, 
generando un circuito de retroalimentación positiva que amplifica la respuesta del linfocito T, 

Cuando un linfocito T se une a una célula dendrítica, el linfocito T activa una integrina 
(proteína de adhesión) que se unirá a su ligando (similar a lg) presente en la membrana plas- 
mática de la célula dendrítica. Este incrermento de la unión entre las dos células permite que 
el linfocito T permanezca unido a la célula presentadora de antígeno el tiempo necesario 
para ser activado. 

Esta señalización inicial a través de los TCR y sus proteínas asociadas induce la activa- 
ción de una sinapsis inoaunológica en la interfase entre el linfocito T y la célula dendrítica. 
Los TCR y sus subunidades CD3 asociadas, los correceptores y las proteínas de señaliza- 
ción iotracelular se hallan agrupados en el centro de estas estructuras, que rodea un anillo 
de proteínas de adhesión. En la interacción de un linfocito efectoxr, colaborador o citotóxi- 
co con su célula diana se forman estructuras similares. No todos los TCR de una sinapsis se 
hallan unidos a pépúdos extraños acomplejados con una proteína MHC sino que algunos 
de ellos se hallan unidos a antígenos propios contenidos en proteínas MHC y estos TOR 
también activan dos linfocitos T (inicialmente todos los linfocitos T que recon 
nera débil este tipo de comp 
enelimo). 


MHC-péptido propio son seleccionados positivamente 
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Las acciones combinadas de diversas señales ya comentadas estimulan la proliferación 
delos linfocitos T e inducen su diferenciación en células efectoras a través de un curioso me- 
canismo indirecto. Estas señales ayudan a estimular la propia proliferación y diferenciación 
de los linfocitos T, al inducir la secreción por parte de estas células de una citoquina deno- 
minada interleuquina-2 (112) y, simultáneamente, la síntesis de receptores de alta afinidad 
para ella. La unión de IL.2 a su receptor estimula vías de señalización intracelular que activan 
genes inductores de la proliferación de los linfocitos T y de su diferenciación en células efec- 
toras (Figura 25-67). Aunque no todos los linfocitos T secretan IL2 al ser activados por su 
antígeno, expresan receptores de IL2, por lo que pueden ser ayudados a proliferar y diferen- 
ciarse mediante la IL2 secretada por otros linfocitos T activados vecinos. Además, la IL2 es 
imprescindible para el desarrollo de los linfocitos T reguladores en el timo. 

Las células dendríticas, además de activar linfocitos T, también tienen un papel impor- 
tante en la inactivación o eliminación de los linfocitos T autorreactivos. Cuando los linfoci- 
tos T reconocen complejos MHC-péptido propio en la superficie de las células dendríticas 
no activadas por patógeno, son inactivados para que no respondan al mismo complejo 
MEC-péptido presente en células dendríticas o proliferan brevemente y mueren por apop- 
tosis. Ambos mecanismos -la inactivación clonal y la eliminación clonal- están implicados 
enla autotolerancia periférica. Las células dendríticas también participan en la autotoleran- 
cia activando a los linfocitos T reguladores, que a su vez suprimen la actividad de los linfocitos 
T efectores autorreactivos. El mecanismo por el que las células dendríticas activan de forma 
selectiva los linfocitos T reguladores es poco conocido (véase Figura 25-13). 


Tabla 25-3 dali as las proteínas accesorias de la membrana plasmática de los Wo cItoS T 


Figura 25-67 Estimulación de linfocitos 
T por H-2. Este modelo es válido tanto 
para linfocitos T colaboradores como 

T citotóxicos, al menos en cultivo. 

La combinación de los complejos 
MHC-péptido con una proteína 
coestimuladora B7 (87-10 B7-2; 
también denominadas CD30 y CD86, 
respectivamente) en la superficie de 
una célula dendrítica activada ayuda a 
estimular la producción, por parte de los 
linfocitos T en reposa, de receptores de 
alta afinidad para 112 y a secretar IL2, 

La unión de IL2 a sus receptores 
estimula, a su vez, la proliferación 

del linfocito y su diferenciación en un 
fenotipo efector. Las diferentes proteínas 
asociadas a los TCR (véase Figura 25-65) 
no se muestran. 
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LINFOCITOS T COLABORADORES Y ACTIVACIÓN LINFOCITARIA 


La activación de los linfocitos B está controlada 
por retroalimentación negativa 


Durante el proceso de activación, los linfocitos T inician la expresión de una proteína de 
membrana denominada CTLAA, la cual inhibe la señalización intracelular. Esta proteína se 
asemeja a CD28, y al igual que ésta, se une a las proteínas B7 de las células dendríticas (véa- 
se Figura 25-67). CTL44 se une a B7 con una afinidad mayor que la mostrada por CD2£ y, 
cuando ello sucede, bloquea la actividad de CD28 generando una retroalimentación negati- 
va que paraliza el proceso de activación. Así, los ratones que presentan un gen Cila4 no fun- 
cional mueren a consecuencia de una acumulación masiva de linfocitos T activados. 

En la Tabla 25-3 se resumen las características de algunos de los correceptores y de las 
proteínas accesorias expresados en la membrana de los linfocitos T. 

La mayoría de linfocitos T (y B) activados producidos durante una respuesta inrmunita- 
ria deben ser eliminados tras haber realizado su trabajo. La mayoría de los linfocitos mueren 
por apoptosis aunque los mecanismos responsables de esta eliminación son poco cono- 
cidos. Una posibilidad es que al decaer los niveles de antígeno y también la respuesta, los 
linfocitos efectores sean privados de la estimulación por citoquinas que necesitan para so- 
brevivir, de modo que sólo sobreviven las células de memoria y algunos linfocitos efectores. 
Sin embargo, la falta de señales de supervivencia no es la única causa de la eliminación de 
los linfocitos T activados. En el caso de los linfocitos T citotóxicos activados, por ejemplo, la 
citoquina interferón-y (ENY desempeña un papel destacado en la inducción de la muerte 
celular; puesto que los linfocitos 'T citotóxicos activados producen IFNy (véase Figura 25-60), 
se trataría de otra forma de retroalimentación negativa. 

Antes de entrar a considerar cómo los linfocitos T colaboradores inducen la activación 
de macrófagos y linfocitos B, es necesario caracterizar las dos subclases funcionales princi- 
pales de linfocitos T colaboradores, Ty1 y Ty2, y el mecanismo por el que se generan. 


La subclase de linfocito Y colaborador activado determina 
la naturaleza de la respuesta inmunitaria adquirida 


Cuando en un órgano linfoide periférico un linfocito T colaborador virgen ha sido activado 
por una célula dendrítica activada, normalmente se diferencia a un fenotipo efector Tl o 
Tu2. El resultado depende de la afinidad del TCR por el complejo MHC-péptido, de la densi- 
dad de dicho complejo en la membrana de la célula dendrítica y de la naturaleza de la célula 
dendrítica. 

Las dos subclases funcionales principales de linfocitos colaboradores efectores pueden 
distinguirse por las citoquinas que secretan. Los linfocitos Ty1 secretarán sobre todo IFNy y 
factor de necrosis tumoral a (INFO), que inducen a los macrófagos a la eliminación de los 
microorganismos que se encuentran en los fagosomas. También participan en la activación 
delos linfocitos T citotóxicos para que eliminen las células infectadas. Aunque de este modo 
los linfocitos Ty1 defienden fundamentalmente a un animal de microorganismos intracelu- 
lares, también pueden inducir a los linfocitos B a que secreten subclases específicas de anti- 
cuerpos lgG que recubran los microorganismos extracelulares y activen el sistema de 
complemento, colaborando así también en la eliminación de algunos microorganismos ex- 
tracelulares. 

Por el contrario, los linfocitos Ty2, defenderán al animal, fundamentalmente, de pató- 
genos extracelulares como microorganisimos y parásitos multicelulares. Secretan diversas ci- 
toquinas, incluidas las interleuguinas 4 y 10 (114 e IL10) y participan en la estimulación de los 
linfocitos B a producir la mayoría de las clases de anticuerpos, incluyendo IgM, IgA, IgE y al- 
gunas subclases de IgG. Algunos de estos anticuerpos se unirán a mastocitos, basófilos y eo- 
sinófilos; cuando se activan por el antígeno, estas células liberan mediadores locales que 
provocan estornudos, tos o diarrea, lo cual contribuye a liberar de las superficies epiteliales 
microorganismos extuacelulares y grandes parásitos. 

Así, la diferenciación de un linfocito Y colaborador virgen en células efectoras Tal o Tu2 
condiciona el tipo de respuesta inmunitaria adquirida que el animal organizará en contra 
del patógeno, es decir, sí esta respuesta estará dominada por la activación de macrófagos O 
por la producción de anticuerpos. Las citoquinas específicas producidas durante el proceso 
de activación de un linfocito T colaborador influirán de forma determinante en el tipo de 
linfocito colaborador efector producido. Algunas bacterias intracelulares estímulan la pro- 
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Th] y, por tanto, la activación de macrófagos. Como era de esperar, los ratones deficientes en Figura 25-68 Activación de los linfocitos 
1112 0 su receptor son mucho más susceptibles a esas infecciones bacterianas que los ratones Tu1 y Tu2. La diferenciación de los linfocitos Y 
xuormales. Por el conimario, muchos protozoos y nematodos parásitos estimulan la expresión cola o O En A a 3 
y Z a E de e $ y ctor A i 3 vz, 
en la superficie de las células dendríticas de la proteína Jagged. Se trata de un ligando activa- A e O 


de las respuestas inmunitarias posteriores, 
El que un linfocito T virgen se diferencie en 
un fenotipo Ty 1 0 Ty42 depende, sobre todo, 


dor de los receptores Notch. (descritos en los Capítulos 15 y 22) de la superficie de los linfoci- 
tos T y la señalización resultante induce el desarrollo de T2 y la producción de IL4. Los 


linfocitos Ty2 e IL4 participan en la estimulación de la producción de anticuerpos y la activa- de las proteínas de señalización presentes en 

ción de eosinófilos, que facilitan la expulsión de los parásitos (Figura 25-68). 4 genera ade- el órgano linfoide periférico donde el linfocito 

más una retroalimentación positiva puesto que es un potente inductor del desarrollo de Tyi2.. Tesactivado por una célula dendrítica 
Cuando se ha desarrollado el fenotipo Tx1 o Th2, se inhibe la diferenciación del otro ti- activada. El tipo de proteína señalizadora 


po de linfocito T colaborador, El IEN-y producido por los linfocitos Ty1, inhibe el desarrollo P rodua E dede de nante tacaly 
. , Ñ Ñ O : del tipo del patágeno que haya activado a la 
de los Ty2, mientras que 1L4 e IL10 producidas por los linfocitos Ty2 inhiben el desarrollo del 


calula dendrítica en el lugar de la infección. 
fenotipo Tyl. Así, a medida que se va produciendo la respuesta, se va reforzando la elección La 1L12 secretada por las células dendríticas 


inicial a través de sus efectos sobre la respuesta de otras células T vecinas. activadas estimula la maduración del 

Los individuos infectados por Mycobacterium. leprae, la bacteria causante de la lepra, fenotipo Ty 1. Por el contrario, lagged, el 
ilustran la importancia de la elección Th1/Tp2. Esta bacteria prolifera fundamentalmente ligando transmembr ana de Notch de la 
dentro de los macrófagos, causando las dos forraas de la enfermedad dependiendo, sobre to- eee pedia pelados 


y la 1L4 producida por basófilos, mastocitos y 
linfocitos Ty 2, son inductores de la 
maduración del fenotipo Ty2. 

Enla figura, el linfocito efector Ty1, que 


do, delas características genéticas de los individuos infectados. Algunos pacientes padecen la 
forma ruberculoide de la enfermedad. En éstos se desarrollan linfocitos Tal que inducen a 
los macrófagos infectados a elíminar las bacterias y producen una respuesta inflamatoria lo- 


cal que daña la piel y los nervios. El resultado es una enfermedad crónica que progresa len- ha madurado en algún órgano linfoide 
tamente pero que no mata al huésped. Por el contrario, otros pacientes presentan la forma periférico, migra al lugar de la infección 
lepromatosa de la enfermedad en la cual se desarrollan linfocitos Tg2 que estimulan la pro- Y *stimula la eliminación de los 


microorganismos que han sido fagocitados 
porlas macrófagos. El linfocito efector Ty 2 
permanece en el órgano linfoide e induce la 
activación de los linfocitos B que expresan 


ducción de anticuerpos. Los anticuerpos no pueden atravesar la mernbrana plasmática y 
atacarlas bacterias intracelulares, por lo que estas bacterias proliferan de modo incontrolado 
y finalmente provocan la muerte del huésped. Por razones desconocidas también existe una 


disminución general de la inmnunidad mediada por linfocitos T a la mayoría de antígenos en anticuerpos contra el parásito, Adernás de 

la forma lepromatosa de la enfermedad. unirse alos parásitos, los anticuerpos se 
Los linfocitos T colaboradores virgenes también pueden desarrollarse en un tercer po unen a los receptores Fe de los mastocitos, 

de linfocito efector recientemente descrito, los Ty17, llamados así porque secretan la inter- basófilos y eosinófilos (véase Figura 25-27), 


fos cuales colaboran en la expulsión del 

Resta del intestino. Aunque no se muestra, 
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leuquisa proloflarmatoria 1117. Los Tu 17 ayudan en la defensa contra patógenos extraceln- 
lares y también tienen un papel importante en mucha 
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LA CÉLULA DENDRÍTICA ACTIVADA 
ESTIMULA LA DIFERENCIACIÓN DE LOS 
LINFOCITOS T COLABORADORES VÍRGENES 
EN LINFOCITOS EFECTORES Tyy1 


Los linfocitos Ty1 activan a los macrófagos infectados 
e inducen una respuesta inflamatoria 


En los lugares de infección, los macrófagos y las células dendríticas fagocitan patógenos y 
sus productos. Las células dendríticas se activan y transportan los antígenos de los microor- 
ganismos hasta un órgano linfoide periférico, donde inducirán preferentemente la produc- 
ción de linfocitos Ty1, los cuales después son reclutados a los lugares de infección donde 
inducirán la activación de los macrófagos infectados (véase Figura 25-68). 

Los linfocitos efectores Ty1 utilizan dos señales para activar a los macrófagos. Secretan 
TENy, el cual se une a los receptores de IFNy expresados por las macrófagos y además ex- 


macrófagos (Figura 25-69). (Más adelante describiremos que el ligando CD40 también es 
utilizado por los linfocitos Y colaboradores para activar a los linfocitos B.) Una vez activados, 
los macrófagos pueden eliminar los microorganismos que contienen en sus fagosormas, ya 
que se favorece la Fusión de los lisosomas con fagosomas dando lugar a un ataque bidroliti- 
co, activando además la producción de radicales de oxígeno y óxido nítrico que son muy tó- 
i xicos para los microorganismos (descrito en el Capítulo 24). En los lugares de infección, los 
linfocitos Ty tarabién activan células dendríticas, ya que éstas también expresan CD40. El 
i resultado es que las células dendríticas incrementan su producción de proteínas MHC de 
clase UH, proteínas coestimuladoras y diversas citoquinas, especialmente 11.12, Este hecho las 
hace más efectivas en la estimulación de los linfocitos Y colaboradores para diferenciarse en 
linfocitos efectores yl en los órganos linfoides periféricos. De esta manera, se genera un clxr- 
cuito de retroalimentación positiva que incrementa la producción de linfocitos Tpyl y, por 
tanto, se favorece la activación de macrófagos. 
| Los linfocitos efectores Tyl también estimulan la respuesta inflamatoria (descrita en el 
Capítulo 24) al reclutar un número creciente de células fagocitarías en el lugar de la infec- 
ción. Este proceso se lleva a cabo a través de tres mecanismos: 


1 La secreción de citoguinas que acuían en la médula ósea roja incrementando la pro- 

¡ ducción de monocitos (precursores circulantes de macrófagos) y de neutrófilos. 

2. Lasecreción de citoquinas que inducen la expresión de moléculas de adhesión inter- 
celular en las células endoteliales locales y fevorecen la adhesión de rmonocitos y de 
neutrófilos circulantes. 
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EL LINFOCITO EFECTOR Ty¿1 
ESTIMULA LA ELIMINACIÓN 
DE LAS BACTERIAS POR PARTE DEL 
MACROFAGO QUE LAS CONTIENE 


Figura 25-69 La diferenciación de los 
linfocitos T.1 y activación de macrófagos. 
(A) Célula dendrítica activada que 

fagocita bacterias en el lugar de 

la infección y que, al migrar hasta un 
órgano linfoide periférico, induce la 
diferenciación de un linfacito Y colaborador 
virgen en un linfocito efector Ty1. Para ello, 
la célula dendrítica utiliza tanto proteínas de 
membrana coestimuladoras, como las 87, 
coma la 1.12 secretada, (B) Entonces, el 
linfacito efector Ty 1 activado migra desde 
el órgano !infoide periférico hasta el foco 
infeccioso, donde colabora en la activación 
de macrófagos que contienen bacterias en 
sus fagosomnas para que las eliminen, Como 
se indica en el esquema, el linfocito efector 
realiza dicha función mediante el IFNy 
secretado y el ligando de CD40 unido a la 
membrana, que se une al (D40 expresado 
porlos macrófagos. 
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3.  Secretan quimioquinas que dirigen la migración de los neutrófilos y de los monocitos 
adheridos hacia el lugar de la infección. 


Los linfocitos Th1 también colaboran en la activación de los linfocitos T citotóxicos en 
los órganos linfoides periféricos, produciendo quimioquinas que atraen a los linfocitos cito- 
tóxicos a los lugares de interacción célula dendrítica-linfocito Tyl y, al mismo tiempo, esti- 
mulan la producción de más proteínas coestimuladoras en las células dendríticas. Además, 
los linfocitos T1 favorecen la eliminación de células infectadas por virus por parte de los 
linfocitos T citotóxicos, ya que al secretar IFNy se incrementa la eficiencia con la que las cé- 
lulas diana procesan los antígenos víricos para su presentación a los linfocitos T citotóxicos 
(véase Figura 25-60). Finalmente, un linfocito Tyl1 puede eliminar de forma directa algunos 
tipos celulares, incluyendo linfocitos efectores, ya que al expresar el ligando Fas e inducir la 
expresión de Fas en los linfocitos efectores T o B, se favorece su entrada en apoptosis (véase 
Figura 25-47B). 

Además, tanto los linfocitos Tyl como los Ty2 pueden inducir la proliferación y dife- 
renciación de los linfocitos B, así como el cambio de expresión de la clase de anticuerpos, 
pasando de la producción de IgM e IgD a una de las clases de anticuerpo secundarias. Ántes 
de describir cómo lo consiguen, es preciso que describamos el papel de los receptores de 
antígenos de los linfocitos B en su activación. 


La unión del antígeno al receptor de los linfocitos B (BCR) 
es sólo un paso en la activación de los linfocitos B 


Al igual que sucede con los linfocitos T, la mayoría de los linfocitos B necesitan varias seña- 
les extracelulares para ser activados. Una señal la proporciona la interacción del antígeno 
con el receptor del linfocito B (BCR: B cell receptor), el cual, tal corno se ha indicado, es una 
molécula de anticuerpo integral de membrana. El resto de señales necesarias es aportado 
por lo general por los linfocitos T colaboradores. Si un linfocito B sólo recibe la primera señal, 
puede ser eliminado o inactivado funcionalmente, lo cual constituye un mecanismo por el 
cual los linfocitos B se vuelven tolerantes a los antígenos propios. 

La señalización generada por el BCR se asemeja, en gran manera, a la producida porlos 
TCR (véase Figura 25-66). El receptor está asociado a dos cadenas proteicas invariables, Igo 
e lgB, las cuales colaboran en la transducción de la señal intracelular. Cuando un antígeno 
interacciona de manera cruzada con sus BCR, provoca la formación de pequeños agregados 
de receptores y sus cadenas invariables asociadas. Esta agregación conduce al ensamblaje de 
un complejo señalizador intracelular en el higar del reclutamiento de los receptores y el ini- 
cio de una cascada de fosforilaciones en residuos de tirosina (Figura 25-790). 

Un complejo correceptor que reconozca las proteínas del complemento aumenta en 
gran medida la señal producida por el BCR y sus cadenas invariables asociadas. Si un micro- 
organismo activa de manera directa el sistema del complemento (descrito en el Capítulo 24), 
habitualmente las proteínas de este sistema son depositadas en la superficie del microorga- 
nismo incrementando notablernente la respuesta del linfocito B frente a dicho microor- 
ganismo. Entonces, cuando el microorganismo recluta los BCR en la membrana de un 
linfocito B, también son reclutados los complejos correceptor-proteínas del complemento, im- 
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Figura 25-70 Etapas tempranas 

de señalización en los linfocitos B 
activados por la unión de antígenos 

a los 8C€R, Los antígenos entrecruzan 
los BCR adyacentes, que son moléculas 
transmembrana de anticuerpo, y 
provocan el reclutamiento de estos BCR 
y de sus cadenas invariables asociadas 
(heteradimeros de lga e lg(). Una 
tirosina quinasa citoplasmática 

de la familia Src, que puede ser Fyn, 

Blk o Lyn, se asocia con la región 
citoplasmática de las cadenas lgf 

y se integra en el complejo, fosforilando 
tanto lga como lab (para simplificar tan 
sólo se muestra la fosforilación de Ig). 
Como en el caso de la activación TCR, la 
proteína tirosina fosfatasa CD45 
también se requiere para activar estas 
quinasas de la família 5rc (no mostrada). 
Las fosfotirosinas resultantes en lgo. y 
igb actúan como lugares de 
acoplamiento para otra tirosina 

quinasa de la familia 5rc denominada 
Syk, la cual es homóloga a ZAP7O 
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crementando la intensidad de la señal mediante la activación de la PI 3 quinasa (estudiada 
en el Capítulo 15) (Figura 25-714). Tal como podría esperarse, los ratones carentes de algún 
componente del complemento, o de alguno de sus correceptores en los linfocitos B, presen- 
tan una producción de anticuerpos reducida. 

Por el contrario, en las últimas etapas de la respuesta inmunitaria, cuando los anticuer- 
pos IgG se expresan en la superficie del microorganismo, nuevos correceptores reducen la 
respuesta del linfocito B. Se trata de los receptores Fe, los cuales reconocen las colas de los an- 
tíicuerpos IgG reclutando, en el complejo de señalización, enzimas con actividad fosfatasa que 
disminuyen la intensidad de la señal (Figura 25-718). De esta manera, los receptores Ec en los 
linfocitos B actúan como correceptores inhibidores, exactamente como lo hacen las proteínas 
CTLA4 en los linfocitos T. Así, los correceptores expresados por los linfocitos B o T facilitan la 
consecución de información adicional respecto del antígeno que se ha unido a los receptores 
y permiten una toma de decisión más apropiada sobre la respuesta que hay que dar, 


Los linfocitos T colaboradores específicos de antígeno son 
esenciales para la activación de la mayoría de los linfocitos B 


Mientras que las células presentadoras de antígeno, tales como las dendríticas y los macró- 
fagos, fagocitan y presentan con sus proteínas MAC antígenos de manera inespecífica, ha- 
bitualmente los linfocitos B sólo presentan péptidos derivados de antígenos que han sido 
reconocidos de forma específica por los BCR. Por tanto, los BCR no sólo unen antígenos pa- 
ra iniciar la activación de los linfocitos B sino que también desempeñan un papel clave en el 
reclutamiento de los linfocitos T, ya que endocitanlos antígenos proteicos y los degradan en 
el compartimiento endosomal hasta péptidos, muchos de los cuales regresan a la membra- 
na plasmática de los linfocizos B imnidos a proteínas MIC de clase ll (véase Figura 25-61). 
Los coraplejos MEC clase 1l- péptido son reconocidos por los linfocitos T colaboradores es- 
pecíficos del antígeno que a su vez liberarán señales que harán que los linfocitos B proliferen 
y secreten anticuerpos (Figura 23-72). 

¿De qué modo se lornan los Unfocitos T específicos de antígeno necesarios para la ac- 
tivación de los linfocitos B? Como se ha descrito, alo largo de una respuesta primaria de an- 
ticuerpos los linfocitos T colaboradores virgenes son activados al reconocer un péptido 
unido a una proteína MHC de clase 1] expresada por una célula dendrítica activada. Una vez 
activado, el Binfocito T colaborador activará tn linfocito B que exhiba en su membrana el 
mismo complejo proteína MAC de clase -péptido ajeno. Asi, los linfocitos T colaboradores 
sólo activan a los linfocitos B que tengan BCR que reconozcan especificamente al andigeno 
que inicialmente ha activado al linfocito T, aungue por lo general los TCR y los BCR re- 
conocen distintos determinantes antigénicos presentes en el antígeno (véase Pigura 25-72), 
Este doble reconocimiento necesario del antígeno por linfocitos T y B on a evitar las 
respuestas uerician la presencia simultáneas de 
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Figura 25-71 Influencia ejercida por 
las correceptores del linfocito B sobre 
la efectividad de la señal a través de 
los BCR. (A) La unión de los complejos 
microorganismo-complemento a los 
BCR, da lugar al entrecruzamiento de 
los BCR con los correceptores que 
unen el complemento, Finalmente se 
fosforilan residuos de tirosina de la cola 
citoplasmática de un componente 

del complejo correceptor, lo cual los 
convierte en lugares de acoplamiento 
para la Pl 3-quinasa. Tal como se 
describió en el Capítulo 15, la PI 3- 
quinasa es activada para fosforilar 
fosfatidil inositoles concretos en la 
membrana plasmática, los cuales 
reclutan entonces proteínas de 
señalización intracelular (no se muestra 
en la figura). Estas proteínas actúan en 
conjunción con las señales generadas 
por la quinasa Syk amplificando así la 
respuesta. (B) Cuando los anticuerpos 
lgG se unen a los antígenos extraños, 
en general tardíamente, las regiones Fc 
se unen a los receptores Fc expresados 
en la membrana de los linfocitos 8, 
reclutándolos para formar un complejo 
de señalización. Los receptores Fc 
resultan fosforilados en sus residuos 
tirosina y actúan como jugares de 
acoplamiento de dos tipos de enzimas 
fosfatasas: (1) una fosfatidil inositol 
fosfatasa, que desfosforila los lugares de 
acoplamiento de los fosfatidil inositoles 
de la membrana plasmática generados 
por la Pl 3-quinasa, revirtiendo así las 
efectos activadores de esta última; (2) las 
tírosina fosfatasas, que inhiben la 
señalización mediada por las tírosinas 
quinasa activadas, 
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En las respuestas de anticuerpos secundarias, los propios linfocitos B de memoria pue- 
P den constituirse como células presentadoras de antígenos y activar linfocitos T colaborado- 
res, así como ser sus dianas, Las actividades mutuarente reforzadoras de los linfocitos Y y B 
conducen a una respuesta inmunitaria por antícuerpos que es, a la vez, intensa y específica 
o en alto grado. 

al Cuando un linfocito T colaborador ha sido activado y entra en contacto con un linfoci- 
to B, se produce una reorganización citoplasmática del linfocito T colaborador. El linfocito T 
orienta su centríolo y su complejo de Golgi hacia el linfocito B, tal como se ha descrito para 
el contacto entre un liufocito T citotóxico y su célula diana (véase Figura 25-46). Sin embar- 
go, en este caso parece que la reorientación capacita al linfocito Y colaborador para dirigir las 
citoquinas, tanto las unidas a la membrana como las secretadas, hacia la superficie del lin- 
focito B (véase Figura 25-72). Una molécula señal de membrana clave es el ligando CD40 
(descrito anteriormente) de la membrana de los linfocitos T colaboradores activados, pero 
que no se expresa en los linfocitos Y colaboradores vírgenes o de memoria. Es reconocida 
por el receptor CD40 expresado en la membrana de los linfocitos B. Esta interacción entre 
CD40 y su ligando es necesaria para que los linfocitos T colaboradores induzcan la prolifera- 
ción de los linfocitos B así como su diferenciación en linfocitos de memoría o secretores de 
anticuerpos. Los individuos que carecen del ligando CD40 padecen una grave inmunodefi- 
ciencia y son susceptibles de padecer las mismas infecciones que los individuos afectados de 
sida, cuyos linfocitos Y colaboradores han sido destruidos. 
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Figura 25-72 Activación de un linfocito B 
porn antígeno proteico y un linfacito T 
colaborador efector. Obsérvese que los 
linfocitos 8 y los T reconocen determinantes 
antigénicos diferentes del antígeno y que el 
linfocito T efector colaborador utiliza tanto 
moléculas coestimuladoras secretadas como 
unidas a la membrana para ayudar en la 
activación de los linfocitos B. 
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Figura 25-73 Comparación entre las señales 
necesarias para activar allinfocito B y al 
linfacito Y colaborador con la misma 
proteina antigénica. Obsérvese que en 
ambos casos las moléculas secretadas y las 
integrales de membrana cooperan en al 
proceso de activación. La Hecha roja 
representa la endocitosis del antígeno 
proteico. Aunque no se muestra, el ligando 
de CD40 también es usado por los linfocitos T 
colaboradores efectores para incrernentar 
y mantener la activación de las células 
dendriticas, que expresan CD40, generando, 
así, un bucle de retroalimentación positiva. 
El determinante antigénico reconocido por 
eblinfacito Y colaborador es presentado a 
modo de un hragrnento peptídico unido a 
proteínas MHC de dlase Len las membranas 
plasmáticas de la célula dendrítica y del 
linfocito B. En cambio el linfocito B reconoce 
un determinante antigénico diferente en la 
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Los linfocitos T colaboradores también secretan citoquinas, incluidas las interleuqui- 
nas ÍL2 e 1L4, que inducen la proliferación y diferenciación de los linfocitos B y, en algunos 
casos, el cambio de clase de anticuerpos que, en consecuencia, producen. Por ejemplo, 1L-4 
es producido por los linfocitos Ty2 y coopera con el ligando CD40 en la inducción de la pro- 
liferación y diferenciación de los linfocitos B así como en la promoción de la producción de 
anticuerpos IgE. Los ratones deficientes en la interleuquina IL-4 están severamente incapa- 
citados para producir IgE. 

En la Figura 25-73 se comparan las señales necesarias para la activación de los linfoci- 


tos T y B, mientras que en la Tabla 25-4 se describen algunas de las citoquinas aparecidas en 
este capítulo. 


Un tipo especial de linfocitos B reconoce los antígenos 
independientes del linfocito T 


Algunos antígenos pueden estimular la proliferación de los linfocitos B y su diferenciación 
en células secretoras de anticuerpos sin el concurso de los linfocitos T. La mayoría de estos 
antígenos independientes de linfocitos Tson polisacáridos microbianos que no activan a los 
linfocitos T colaboradores. Algunos de estos antígenos activan de manera directa alos linfo- 
citos B al proporcionar tanto la señal del antígeno como las señales accesorias proporcio- 
nadas por los linfocitos T colaboradores. Otros son grandes polímeros que presentan deter- 
minantes antigénicos idénticos y repetidos (véase Figura 25-29B); su unión a varios BCR 
puede generar una señal lo bastante fuerte como para activados directamente sin necesi- 
dad de señales adicionales. 

Dado que los antígenos independientes de linfocitos T no activan a los linfocitos T cola- 
boradores, tampoco pueden inducir la diferenciación de los linfocitos B en células de me- 
rnoria, ni el incremento de la afinidad de los anticuerpos o el cambio de clase, actividades 
que requieren, todas ellas, de los linfocitos T colaboradores. Estos antígenos esdmulan, fun- 
damentalmente, la producción de anticuerpos IgM caracterizados por su baja afinidad pero 
que presentan una gran avidez. La mayoría de los linfocitos B que producen anticuerpos sia 
la colaboración de los linfocitos T pertenecen a un linaje diferente. Sonlos denominados lin- 
focitos B1, para distinguirlos de los B2 que sí requieren del concurso de los T colaboradores. 
Parece ser que los linfocitos B1 son en especial importantes en la defensa contra los 
patógenos intestinales. 


Las moléculas de reconocimiento inmunitario pertenecen 
a la antigua superfamilia lg 


La mayoría de las proteínas que median el reconocimiento intercelular, o el de antígenos en 
el sistema inmunitario, contienen donainios Ig u homólogos, lo cual sugiere que ienen una 
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historia evolutiva común. En esta superfamilia Ig se incluyen los anticuerpos, los TCR, las 
proteínas MIC, los correceprores CD4, CDS y CD28, las proteínas coestimuladoras B7 y la 
mayoría de las cadenas polipeptídicas invariables asociadas a los TCR y a los BCR, así como 
diversos receptores Fc expresados por linfocitos y otros leucocitos. Todas estas proteínas 
contienen uno o más dominios Ig u homólogos. De hecho, alrededor de un 15% de las apro- 
ximadamente 250 proteínas que han sido caracterizadas en la membrana de los leucocitos 
pertenece a esta superfamilia. Muchas de estas moléculas son dímeros u oligórmeros en los 
cuales los dominios Ig u homólogos que pertenecen a una cadena interaccionan con los de 
la otra (Figura 25-74). 

Por lo general, cada dominio homólogo a lg se halla codificado por un exón distinto. 
Parece ser que toda la superfamilia génica evolucionó a partir de un gen que codificaba un 
solo dominio homólogo a lg -similar al que codifica la B2-microglobulina (véase la Figura 
25-504 y 25-52) o la proteína Thy-1 (véase Figura 25-74)- y cuyo producto génico participa- 
ría en la mediación de las interacciones intercelulares. Existen evidencias que demuestran 
que este gen primigenio surgió antes de que los vertebrados divergieran de sus antepasados 
invertebrados, hace unos 400 millones de años. Probablemente, nuevos miembros de la fa- 
milia surgieron por duplicación de genes y de exones. 

Los diferentes segmentos génicos que codifican los anticuerpos y los TCR se originaron. 
cuando un elemento transponible, o transposón (descrito en el Capítulo 5), se insertó en un 
exón de un gen que codificaba un miembro de la familia ig localizado en una célula ances- 
tral semejante a los linfocitos. El transposón podría contener los ancestros de los genes Rag, 
los cuales, tal como se describió anteriormente, codifican las proteínas que inician la re- 
combinación V(D)J; la demostración que las proteínas RAG pueden actuar como transposo- 
nes ín vitro refuerza esta hipótesis. Cuando el transposón quedó insertado en el exón, el gen 
se expresaría sólo si el transposón fuera cortado por las proteínas RAG y los dos extrernos 
del exón se unieran de nuevo, tal como ocurre en el ensamblaje de los fragmentos génicos Y 
y J de una cadena lg ligera (véase Figura 25-38). Una segunda inserción del transposón en el 
mismo exón, dividiría el gen en tres segmentos equivalentes, los actuales Y, Dy /. La po 
rior duplicación de i 
gar 
vertebrados actuales. 


ste- 


de todo el gen generarían las reor- 
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Figura 25-74 Algunas de las proteínas de 
membrana pertenecientes a la superfamilia 
de las inmunoglobulinas descritas en este 
capítulo. Los dorninios ig y sus homólogos 
se muestran en color gris y los dominios de 
unión al antígeno (los cuales no siernpre son 
dominios lg) en azul. La función de Thy1 

es desconocida, pero se halla fijada a la 
membrana plasmática mediante un anclaje 
gtucosilfosfatidilinositol (GP!) y se utiliza 
ampliamente para la identificación de 
linfocitos T en ratones. La superfamilia de las 
inmunoglobulinas también incluye muchas 
proteinas de superficie celular implicadas en 
las interacciones intercelulares aparte del 
sistema inmune, tales como la molécula de 
adhesión celular neural (NCAM) descrita 

en el Capítulo 19 y los receptores de 
diferentes factores de crecimiento 
analizados en el Capítulo 15 (no se 
muestran). Existen más de 750 miembros 
pertenecientes a la superfamilia de las lg 

en la especie humana. 
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Resumen 


Para ser activados, los linfocitos T colaboradores vírgenes necesitan diversas señales proporcionadas 
por céliilas dendríticas activadas. Así, una señal se genera por los complejos MHC-péptido, expresa- 
dos en la membrana plasmática de las células dendríticas, al unirse a los TCR y a los correceptores 
CD4 expresados por los linfocitos T. Otras señales proceden de proteínas coestimuladoras expresadas 
por las células dendríticas, como CD2B, y de citoquinas secretadas. Tras su activación por una célu- 
la dendrítica, un linfocito T colaborador virgen se diferenciará en un linfocito efector Ty1 o bien 
Tu2, en función de las proteínas señales que se encuentren en el medio. Los linfocitos Tyl activarán 
a macrófagos, a linfocitos T clitotóxicos y a linfocitos B, mientras que los linfocitos Ty2 activarán, 
principalmente, a linfocitos B. En ambos casos, los linfocitos T colaboradores efectores reconocen en 
la célula diana el mismo complejo péptido extraño-proteína MEC de clase 1 que de manera previa 
habían reconocido en la célula dendrítica que los activó. Estos linfocitos efectores activan a sus célit- 
las diana mediante una combinación de proteínas coestimuladoras tanto secretadas como inte- 
grantes de membrana; una de estas últimas es el ligando CD40, utilizado tanto por los linfocitos Til 
como por los Ty2, 

Los linfocitos B, de manera semejante a los linfocitos T, requieren de diversas señales simultá- 
neas para su activación. La interacción del antígeno con su receptor (BCR) proporciona una señal, 
mientras que los linfocitos T colaboradores efectores específicos de antígeno generan el resto de 
señales. La necesidad de diversas señales para la activación tanto de los linfocitos T como B ayuda a 
evitar una inadecuada y peligrosa acrivación de linfocitos, incluidos los autorreaciivas. 

La mayoría de las proteínas que, en el sistema inmunizario, están involucradas en el recono- 
cimiento intercelular y antigénico, incluyendo anticuerpos, TCR, proteínas MEC así como otros 
receptores que se han descrito en este capítulo, pertenecen a la antigua superfamilia de las inmuno- 
globulinas. Se cree que esta familia ha evolucionado a partir de un gen inicial que codificaba in so- 
lo dominio Ig. La diversificación de los anticuerpos y de los receptores de los linfocitos Y mediante 
recombinación de segmentos génicos podría haberse originado mediante la inserción de 1n traris- 
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posón en uno de los genes codificantes de la familia Ig. 
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Glosario 


abrazadera deslizante 

sliding clamp 
Complejo proteico que une la DNA polimerasa sobre el DNA durante la re- 
plicación del DNA. (Figura 5-18) 


aceptor de electrones 

eleciron acceptor 
Átomo o molécula que toma con facilidad electrones, ganando así electro- 
nes y, por tanto, reduciéndose. 


aceúl CoA 

acetyl CoA 
Pequeña molécula hidrosoluble que transporta grupos acetilo en las célu- 
las. Está formada por un grupo acetilo unido al coenzima A (CoA) a través de 
un enlace tioéster fácilmente hidrolizable. (Figura 2-62) 


acetilcolina 

acetylcholíne (ACh) 
Neurotransmisor que actúa en una clase de sinapsis química conocida 
como sinapsis colinérgica. Se encuentra tanta en el cerebro como en el sis- 
terna nervioso periférico. Es el neurotransmisor de las uniones neuromus- 
culaxes de los vertebrados. (Figura 15-9) 


acetilo (-COCH) 

acetyl (COCHa) 
Grupo químico derivado del ácido acético (CH3C008N. Los grupos acetilo 
son importantes en el metabolismo y también se agregan covalentemente a 
algunos tipos de proteínas como modificaciones en el proceso de postra- 
ducción. 


ácido a 
acid 
Dador de protones, Sustancia que libera protones (H*) cuando se disuelve 
en agua, formando iones hidronio (H30*) y disminuyendo el pH. (Panel 2-2, 
pp. 108-109) 


ácido desoxirribonucleico — véase DINA. 
deoxyribonucleic acid 


ácido graso 

fatty acid 
Ácido carboxílico unido a una cadena de carbohidrato. Una de las fuentes 
principales de energía del metabolismo y como punto de partida para la sín- 
tesis de fosfolípidos. (Panel 2-5, pp. 114-115) 


ácido nucleico 

nucleo acid E 
RDA O DNA; una macromolécula formada por una cadena de nucleótidos 
ianidos entre sí mediante enlaces fosfodiéster. 


ácido dibonacieleo — véase RNA 
ribanucieia acid 


acoplamiento quirolosmótico (quimiosmosis) 

chemiosmotie cowpling [chemiosmiosis) 
Mecanismo a través del cual un gradiente de lones hidrógeno (un gradiente 
de pH) a través de una membrana es utilizado para impulsar un proceso que 
requiere energía, como la producción de ATP o la rotación del fiageio de una 
bacteria, . 

actina 

actin 
Abundante proteína que forma los filamentos de aquna en todas las células 
enicariotas. La forma monomérica a veces se denómina globular e actina G, 
y la forma polimérica se denomina filamentosa o actina E (Panel 16-1, 
p-968, y Figura 16-12) 


activador (proteína activadora de genes, activador transcripcional) 

activator [gene activator protein, transcriprional aciivator) 
Proteína reguladora de gen que, cuando se une a su secuencia reguladora 
del DIA, actóva la tra 


ipción. 


acuoso 
AGueous 
Perteneciente al agua, como por ejemplo una solución acuosa, 


adaptación 

adaptation 
() Adaptación (desensibilización): ajuste de la sensibilidad tras una esti- 
mulación repetida. Mecanismo que permite a una célula reaccionar frente a 
pegueños cambios en los estímulos incluso cuando los valores basales de 
estimulación son elevados. (2) Adaptación evolutiva: característica que ha 
evolucionado. 


adenihilo ciclasa (adenilato ciclasa) 

adenylyl cyelase (adenylate cyclase) 
Enzima unida a membrana que cataliza la formación de AMP cíclico a partir 
de ATR Componente importante de algunos procesos de señalización intra- 
celular. E 


adenosina trifosfato — véase ATP 
adenosine triphosphate 


adhesión focal (contacto focal, placa de adhesión) 

focal adhesión (focal contact, adhesion plaque) 
Unión de anclaje celular en el que una pequeña región de la superticie de 
un fibroblasto o de otra célula se halla anclada a la matriz extracelular. La 
unión se produce mediante proteínas traasmembrana corno las integrinas, 
que están unidas, a través de otras proteínas, a los filamentos de actina del 
citoplasma. 


ADP (adenosina 5'-difosfato) 

ADP (adenosine 5'-diphosphate) 
Nueleótido producido por la hidrálisis del fosfato terminal del ATP Regenera 
ATP cuando es fosforilado mediante un proceso generador de energía como 
la fosforilación oxidativa. (Figura 2-57.) 


adrenalina (epinefrina) 

adrenaline fepinephiine) : 
Hormona liberada por las células cromafines de la glándula adrenal sobre 
todo en respuesta al estrés, y que se une especificamente a GPCR. Puede ini- 
ciar y coordinar una respuesta de "lucha a huida”, en la que se incluye un in- 
cremento de la Eecuencia cardíaca y de los niveles sanguíneos de azúcar. 
También es un neurotransmisor de tipo catecolamina, 


aeróbico 

aerobic 
Que ocurre o requiere la presencia de oxígeno molecular (Oz), 

afinidad 

affanity 
Fuesza de unión de una molécula con su ligando eu un solo lugar de unión. 

Ala [proteína quinasa B, PKB) 

Ala [protein kinase B, PEB) 
Proteína serina teonina quinasa gue actóa en la vía de señalización intra- 
celular PÍ 3-quinasa y que participa especialmente en la señalización del 
crecimiento y el desarrollo de las células. También se denomina proteína 
quinasa B (PKB). (Figura 15-64) 

alcalino -— véase básica 

alkaline 

aldehído 

aidelyde 0 
Compuesto orgánico que contiene el guspo (—CÁ 4]. Un ejemplo es el gli- 
ceraldehído. Puede oxidarse a ácido o reducirse a alcohol, (Panel 2-1, p. 107) 


añlele 
de un gen Ea une célula die 
cada uno de los cuales ocupa 
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alga 

alga (plural algae) 
Término informal utilizado para describir una gran variedad de organismos 
fotosintéticos eucariotas, tanto unicelulares como pluricelulares. Como 
ejemplos pueden citarse Nitella, Volvox y Fucus. 


almidón 
starch 


Polisacárido compuesto exclusivamente por unidades de glucosa; utilizado 
por las células vegetales como almacén de material. (Figura 2-75) 


alostería (adjetivo alostérico) 

allostery (adjective allosteric) 
Cambia de conformación de una proteína realizado por la unión de un li- 
gando regulador (en un lugar de la proteína diferente del lugar catalítico) 
0 por una modificación covalente. El cambio de conformación altera la acti- 
vidad de la proteína y puede consútuir la base de un movimiento dirigido. 
(Figuras 3-58 y 16-51) 

alvéolo 

alveoli (singular alveolus) 
Pequeñas cavidades de un epitelio, especialmente del epitelio pulmonar, 
donde forman millones de pequeños saquitos llenos de ajre. Se encuentran 


estructuras similares a ésta en el epitelio glandular productor de leche de la 
glándula mamaria. 


ameba 
amoeba (plural amoehae) 
Protozoo unicelular carnívoro que avanza utilizando pseudópodos. 
amida 
amide 


Molécula que contiene un grupo carbonilo unido a una amina. (Panel 2-1, 
p. 107) 


amina 

amina 
Grupo químico que contiene nitrógeno e hidrógeno. En agua a pH =7 pasa 
a estar cargado positivamente. (Panel 2-1, p. 107) 


amino terminal - véase N terminal 
amino termitas 


amrúnoácido 

andino acid 
Molécula orgánica que contiene un grupo amino y un grupo carboxlo. Los 
que construyen los bloques estructurale3 de las proteínas son aminoácidos 
alía, ya que el grupo cerboxdlo y el grupo amino se hallan sobre el mismo 
áromo de carbono (YH¿CHRCOOH, Pantl 3-1, pp. 128-129) 


aminoacil UNA sinietasa 

aminoacyi RNA synthetase 
Enzima que une el aminoácido correcto a una molécula de tRNA y forma un 
aminoacil IRNA. (Figura 6-57) 


amortiguador o tampón 

buffer 
Solución de ácido débil o de base débil que resiste cambios de pH cuando 
se añaden pequeñas cantidades de ácido o cuando la solución se diluye. 


AMP (adenosina 5' monofosfato) 

AMP [odenosine5'"monophosphate) 
Uno de los cuatro nucleótidos de una molécula de RNA. Al AMP se le pue- 
den añadir dos fosfatos, obteniéndose ATP (Panel 2-6, pp. 116-117) 


AMP cíclico (tcAMIP) 

ayclicAMP (CAMP) 
Nucleótido que se genera a partir del ATP por la adenilato ciclasa en respues- 
ta a varias señales extracelulares. El CAMP actúa como molécula señal intra- 
celular, principalmente activando la quinasa dependiente de AMP cíclico 
[PKA). Se hidroliza a AMP mediante una fosfodiesterasa, (Figura 15-34) 


anabolismo (biosíntesis) 

anabolism (biosynthesis) 
Formación de moléculas complejas a partir de compuestos sencillos en las 
células vivas, (Figura 2-36) 


anaeróbico 
enaerobic 
Que necesita, o que se produce, en ausencia de oxígeno molecular (02). 


analase 
anaphase 
(1) Fase de la mitosis durante la cual las cromátidas hermanas se separan 
una de la otra, Compuesta por la anafese A (os cromosomas se despla- 
zan hacia los dos polos del huso) y la anafase B (los polos del huso se se- 
an entre sí). (2) Anafase I y anafase 11: estados de la meiosis durante los 
cuales se separan los cromosomas homólogos emparejados (1D) y entonces 
- se separan las cromátdas hermanas (1). (Panel 17-1, pp. 1072-1073) 


análisis de retraso en gel 

gel mobility shift assay 
Técnica que permite 

secuencias d 


1 la presencia de protefgas unidas especifica- 
las 3 unión de estas pra- 
ento de DNA a través del 


análisis de tipo Northern 

Northern blotiing 
Técnica en la que fragmentos de RNA separados por electroforesis son in- 
movilizados sobre una lámina de papel. A continuación se detecta un RNA 
determinado mediante la hibridación con una sonda de ácido nucleico 
marcada. 


análisis de tipo Southern 

Southern blotiing 
Técnica mediante la cual diferentes fragmentos de DNA separados por elec- 
roforesís son inmovilizados sobre una lámina de papel. A continuación los 
fragmentos de interés se detectan específicamente utilizando una sonda de 
ácido nucleico marcada. (Se denomina así por E.M. Southern, inventor de la 
técnica.) 

análisis de tipo Western (análisis inmunológico) 

Western blotting (immunoblotting) 
Técnica mediante la cual diversas proteínas son separadas por electrofore- 
sis, inmovilizadas sobre una lámina de papel y entonces analizadas, por lo 
general uniéndolas a un anticuerpo marcado. 


anclaje GPI (anclaje de glucosil fosfatidilinositol) 

GPlanchor (glycosyiphosphatidylinositol anchor) 
Unión lipídica mediante la cual algunas proteínas de membrana están uni- 
das a la membrana. La proteína se une, a través de un oligosacárido, a un 
anclaje de fosfatidilinositol durante su viaje a través del retículo endoplas- 
mático. (Figura 10-19(6)) 


anfipático 

amphipatíric 
Que tiene regiones hidrofóbicas y regiones hidrofílicas, como una molécula 
de fosfolípido o de detergente. 


angiogénesis 
angiogenesis 
Crecimiento de nuevos vasos sanguíneos a partir de vasos ya existentes. 


Angstromn (4) 

Angstrom (A) 
Unidad de longitud urilizada para medir átomos y moléculas. Equivale a 
101 metros 0 0,1 nanómetros (nm). 


anillo contráctil 

contractile ring 
Haz anular que contiene actina y miosina, que se forma debajo de la super- 
5cie de las células animales en división. Se contrae separando las dos células 
hijas. (Figura 17-50) 

anión 

«nion 
lon cargado negativamente. 

antibiótico 

antibiotic 
Sustancia, coro la penicilina o la esteptomicina, que es tóxica para los mi- 
croorganismos. Habitualmente está producido por un microorganismo a 
por una planta determinados. 


anticodón 

anticodon 
Secuencia de tres nucleótidos de una molécula de RNA de transferencia 
(¿RNA), que es complementaria de la secuencia de tres nucleótidos del 
codón de una molécula de RNA mensajero (mRNA). 


anticuerpo (inmunoglobulina, lg) 

entibody Girmarmunoglobulin, 19) 
Proteína producida por los linfocitos B en respuesta a una molécula extraña 
932 un microorganismo invasor. Se une rmuy fuertemente a la molécula o cé- 
lula extrañas inactivándolas o marcándolas para su destrucción mediante 
fagocitosis o lisís inducida por complemento. 


anticuerpo monoclonal 

monocional antibody 
Anticuerpo segregado por una línea celular de hibridoma. Dado que un hi- 
bridoma está generado por la fusión de una solo linfocito B con una sola 
célula tumoral, cada hibridama produce moléculas de antícuerpo que son 
idénticas entre sí. (Figura 9-8) 

antígeno 

aulizen 
Moiécula capaz de provocar una respuesta inmune adquirida o que puede 
lnirse a un anticuerpo o a un receptor de linfocitos T. 


antiparalela 


autiparallel 
Describe la orientación relativa de las dos cadenas en una dable hélice de 
DNA o de dos regiones apareadas de una cadena polipeptídica; la polaridad 
que presenta una cadena está oriente 4 
cadena. 


antiportador 

antiporier 
Proteína gue transporta do 
de una membrana en sentid 
(Figura 11-9) 


se 


td e 
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apareamiento (apareamiento homólogo) 

pairing (homolog pairing) 
En la meiosis, alineamiento de dos crornosomas homólogos a lo largo de toda 
su longitud. (Figura 21-6) 


APC - véase proteína APC 

APC/C- véase cormplejo promotor de la anafase 

apical 

apical 
Se refiere al extremo de una célula, una estructura o un órgano, La superficie 
apical de na célula epitelial es la superficie libre opuesta a la superficie ba- 


sal. La superficie basal se halla sobre la lámina basal que separa el epitelio de 
otro tejido, 


apoptosis 

apoptosis 
Forma de muerte celular programada, en la cual se activa un programa en 
una célula animal, que conduce a la muerte celular mediada por enzimas 
proteolíticas intracelulares denominadas caspasas. 


Arabidopsis thaliana , 
Pequeña plan:a con Hores relacionada con la mostaza. Organismo modelo 
para plantas con Hores y el primer modelo de estudio de la genética mo- 
ljecular de plantas. Ú 


ARP (factor ribosiledor del ADP proteína ARE) 

ARF(ADP-ribosilation factor, ARF protein) 
GTPasa monomérica de la superfamila Ras responsable de la regulación 
tanto del ensamblaje de la cubierta COPI como del ensamblaje de la cubier- 
ta de clatrina en las membranas del Golgi. (Tabla 15-5, p. 926) 


aromático 

aromatic 
Molécula que contiene átornos de carbono dispuestos en un anillo y que ha- 
bitualmente se dibuja como si estuvieran unidos entre sí mediante enlaces 


alternos sencillos y dobles. A menudo, molécula relacionada con el ben- 
ceno. : 


arqueobacteria 

ercheon (plural archíajea) (archaebacterium) 
Organismo unicehuar sin núcleo, superficialmente similar a una bacteria. 
A nivel molecular está más relacionado con la maquinaria metabólica de 
una bacteria pero su maquinaria genética se semeja más a la de los euca- 
ríotas. Las arqueas y las bacterias conforman los procariotas. (Figura 1-21) 


ARS - véase secuencia replicativa autónoma 


áster 

aster 
Sistema de microtúbulos dispuestos radialmente, como una estrella, que 
emanan de un centrosoma y de un polo del huso mitótico. 


atenuación de la transcripción 

transcription attenuatiorn 
Inbibición de la expresión de genes por una terminación prematura de la 
transcripción. 

ATM (proteína mutada de ataxia telangiectasia) 

AIM (ataxia telangiectasia muted protein) 
Proteína quinasa activada por roturas del DNA de doble cadena. Si estas 
roturas no son separadas, ATM inicia una cascada de señalización que cul- 
mina en la parada del ciclo celular. Está relacionada con ATR. 


ATP (adenosina 5' trifosfato) 

ATP (adenosine 5'-triphosphate) 
Mucleósido trifosfato compuesto por adenina, cibosa y tres grupos fostaca, 
Es el principal transportador de energía química en las células. Los grupos 
fosfato termmúnales son altamente reactivos en el sentido de que su hidrólisis 
o transferencia a otra molécula se produce liberando una gran cantidad de 
energía libre. (Figura 2-26) 


ATÉ sinitasa (EpF, ATPasa) 

ATP synithase (Fo; ATPase) 
Complejo enzimático transmembrana situado en la mernbrana interna de 
la mitocondria y en la membrana tilacoidal del cloroplasto. Cataliza la for- 
mación de ATP a partir de ADP y fosfato inorgánico durante la fosforilación 
enidativa y la fotosíntesis, respectivamente. También está presente en la 
membrana plasmática de las bacterias, 


AMiRasa 

AlPase 
Enziraa que cataliza un proceso que implica la hidrólisis de ATR Muchas 
proteínas tienen actividad AT'Pasa 


ATR (proteíaa relacionada con la ataxia telangiectasia y Rad3) 
AIR (ataxia telangiectasia and Rad3 related protein) 
Pr 1 1 el DNA. Si estas roturas 10 s0n repa- 


G3 


autofagia 

autophiagy 
Digestión por los lisosomas de la propia célula, de orgánulos agotados fun- 
cionalmente. 


autorradiografía 

autoradiography 
Técnica por la cual un elemento radiactivo produce una imagen. de sí mismo 
sabre una película fotográfica o una ernulsión. 


autosoma 
autosome 
Cualquier cromosoma que no sea un cromosoma sexual. 


auxina 

asin 
Hormona vegetal, habitualmente el ácido 3-indol acético, que ejerce nume- 
rosas funciones en el crecimiento y el desarrollo de las plantas. 


avidez 
avidity 
Fuerza total de unión de un anticuerpo polivalente a un antígeno polivalente. 
axón 
axon 
Larga prolongación de una neurona capaz de conducir con rapidez impul- 
sos nerviosos a largas distancias, haciendo llegar señales a otras células. 


axonema 

axoneme 
Haz de microtúbulos y proteínas asociadas que forman el eje interno de un 
cilio o de un flagelo en las células eucariotas y que es el responsable de sus 
movimientos. 


ayuste (o maduración) 

splicing 
Eliminación delos intrones de un transcrito de pre-mRNA, uniendo entre sí 
los exones situados a cada lado de cada intrón. La palabra castellana “ayuste” 
corresponde a un tipo de nudo marinero mediante el cual se ermpalman dos 
cabos, en un proceso semejante al del “splicing”. Véase también maduración 
alternativa del RNA y transmaduración. 


azúcar 

sugar 
Pequeños carbohidratos formados por unidades de monómeros de fórmu- 
la general (CH20) a. Como ejernplos pueden citarse los monosacáridos giv- 
cosa, fructosa y manosa y el disacárido sacarosa (formado por una molénmada 
de glucosa y una de fructosa unidas entre sí). (Panel 2-4, pp. 112-113) 


BAC -— véase cromosoma bacteriano artificial 


hactería (eubacteria) 

bacteriurn (plural hacteria) (eubacteritun) 
Mierabro del dominio Bacteria, una de las tres ramas principales dei árbol 
de la vida (Arquea, Bacteria o Eucariota). Las bacterias y las arqueas carecen 
de compartimiento nuclear diferenciado y juntas forman los Procariotas. 


bacteriófago (fago) 

bacteriophage (phage) 
Cualquier virus que infecte bacterias. Los fagos fueron los primeros organis- 
ios utilizados para el estudio de las bases moleculares de la genética y en la 
actualidad son utilizados con frecuencia corno vectores de clonación. Véase 
vembién bactediófago lembda. 


bacteriófago lamibda (bacteriófago A, lambda) 
bacteriophage lambda (bacteriophage 2, lambda) 


Virus que infecta £. coli. Ampliamente utilizado como vector de clonación 
de DINA. 


bacteriorrodopsina 

bacteriorkhodopsin 
Pigmento proteico que se encuentra en la membrana plasmática de una 
bacteria afín a la sal, Halobacterium salinarium (Halobacterium halobium). 
Bombez protones hacia el exterior de la célula en respuesta ala loz. (Figura 
10-33) 

balsa lipídica 

lipid rafí 
Pequeña región de la membrana plasmática enriquecida en esfingolípidos y 
colesterol. (Figura 10-14) 


banda preprofásica 

preprophase barid 
Banda circunferencial de microtiíbulos y de lamentos de actina que se forrna. 
alrededor de una célula vegetal, debajo de la membrana plasmática, antes 
de la mitosis y la división celular. (Figura 17-57) 

basal 

basal 
Situado cerca de la base. Opuesta a la superficie apical, 


base 
base 


en solución, aceptando 
; ales se combinarán con 
yias pirimidisas del DINA y del RNA. son ba- 
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ses orgánicas nitrogenadas y a menudo se las denomina simplemente co- 
mo bases. (Panel 2-2, pp. 108-109) 


básico (alcalino) 
basic (alkcaline) 
Que tiene las propiedades de una base. 


benigno 
benigna 
Tumor de crecimiento autolimitado y no invasivo. 


beta-catenina (B-catenina) 

beta-catenina (B-catenina) 
Proteína citoplasmática multifuncional que participa en la adhesión célula- 
célula mediada por cadherinas, uniendo cadherinas al citoesqueleto de ac- 
tina. También puede actuar independientemente como proteína reguladora 
de genes. Desempeña un papel importante en el desarrollo animal como par- 
te del proceso de señalización Wnt. 


biblioteca (no librería) de DNA 

DNA library 
Colección de moléculas de DNA clonadas, que representan un genoma 
completo (biblioteca genómica) o copias en DNA de las moléculas de RNA 
mensajero producidas por una célula (biblioteca de cDNA). 


bicapa lipídica (bicapa fosfolipídica) 

lipid bilayer (phospolipid bilayer) 
Fina capa bimolecular formada sobre todo por moléculas de fosfolípido, 
que consdtuye el núcleo estructural de todas las membranas cehulares. Las 
dos láminas de moléculas lipídicas están empaquetadas con sus colas hi- 
drófobas hacia el interior y sus cabezas hidrófilas hacia el exterior, expuestas 
al agua. (Figura 2-22 y Panel 2-5, pp. 114-115) 


biologia química 

chemical biology 
Denominación de una estrategia que utiliza estudios a gran escala de cente- 
nares o de miles de pequeñas moiéculas en ensayos biológicos para identi- 
ficar productos químicos que modifican un proceso biológico particular, 
por lo que pueden ser utilizados para estudiarlo, 

biorientación 

bi-orientation 
Unión de cromátidas hermanas a los polos opuestos del huso mitótico, de 
forma que cuando se separen en la anafase, cada una de ellas se desplazará 
a extremos opuestos de la célula. 


biosfera 
_ biosphere 
El mundo de los organismos vivos sobre la Tierra. | 


biosíntesis - véase anabolismo 

biosynthesis 

biotina 

biotin , 

Compuesto de bajo peso molecular que actúa de coenzima. Técnicamente 
es údl como marca covalente de proteínas y permite detectarlas mediante la 
proteína del mevo.avidina,.. UNE 
(Figura 2-63) 


bivalenie 

bivalent 
Estruchara de cuatro cromátidas formadas durante la meiosis, que consisten 
en un cromosoma duplicado íntimamente apareado con su cromosoma ho- 
mólogo duplicado. 


blastómero 

blastomere 
Una de las muchas células formadas por la división de un huevo fecundado. 
(Figura 22-69) 

blástula 

blastila 
Estadio temprano de un embrión animal, que por lo general está formado 


poruna esfera hueca de células epiteliales que rodean una cavidad llena de 
líquido, antes de que empiece la gastrulación. 


blaque haplotípico 

haplotype block 
Combinación de alelos y de marcadores de DNA que han sido heredados 
como un gran bloque en uno de los cromosomas de un par homólogo 
-10 afectado por la recombinación genética a través de muchas genera- 
ciones. 

bomba 

pump 
Proteína transroembrana que dirige el transporte activo de jones o de pe- 
queñas moléculas a través de la bicapa lipídica gracias a la hidrólisis de ATR 


bomba de Ca?* (bomba de calcio, Ca?* ATPasa] 
Ca?* pump (calciura pump, Ca?* ATPase) 
Proteina de transporte situada en la neembrana del retículo sarcoplasmático 
de las células musculares (y también en otros lugares). Bombea Ca” desde 
oplasma hacia al rerículo sarcoplasmático utilizando la energía de hi- 
isis del AT 


bomba de Na*/K* (ATPasa Na*/K*) 

Na*/K* pump (Na*/K* ATPase) 
Proteína vansportadora transmembrana que se encuentra en la membrana 
plasmática de la mayoría de las células animales y bombea Na* hacia el ex- 
terior de la célula y K” hacia el interior, utilizando la energía derivada de la 
hidrólisis del ATP (Figura 11-14) 


borde en cepillo 

brush border 
Densa cubierta de microvilli localizada en la superficie apical de las células 
epiteliales del incestino y del riñón. 


C terminal (carboxilo terminal) 

Cterminas (carboxyl ternminus) 
Final de una cadena polipeptídica que contiene el grupo carbaxilo libre 
(-COOH). (Figura 3-1) 


cadena (o hebra) conductora 

leading strand 
Una de las dos cadenas de DNA recién sintetizadas que se encuentran en 
una horquilla de replicación. La cadena conductora se sintetiza de forma 
contínua en sentido 5' a 3” (Pigura 5-7) 


cadena (o hebra) retrasada 

lagging strand 
Una de las dos cadenas de DNA recién sintetizadas que se encuentran en una 
horquilla de replicación. La cadena retrasada se sintetiza en fragmentos dis- 
cortiínuos que se unen entre sí de forma covalente. (Figura 5-7) 


cadena de transporte de electrones 

electron transport chain 
Serie de reacciones a través de las cuales diferentes moléculas transporta- 
doras de electrones se transfieren electrones desde niveles altos de energía 
hasta niveles bajos de energía, hasta llegar a una molécula aceptora final. La 
energía liberada con el transporte de electrones puede ser utilizada para im- 
pulsar energéticamente varios procesos. Las cadenas de transporte de elec- 
tones presentes en la membrana mitocondrial interna (denominada 
Cadena respiratoria) y en la membrena tilacoidal de los cloroplastos generan 
un gradiente de protones a través de la mermbrana que es utilizado para im- 
pulsar la síntesis de ATP Véase especialmente las Figuras 14-3 y 14-10, 


cadena H — véase cadena pesada 
H chain 


cadena L.— vease cadena ligera 
E chain 


cadena lateral 

side chain 
Parte de un aminoácido que difiere entre los distintos aminoácidos. Las ca- 
denas laterales confieren a cada aminoácido unas propiedades físico-quí- 
micas características. (Panel 3-2 pp. 132-133) 


cadena ligera (cadena L) 

light chain (L chain) 
Uno de los polipéptidos pequeños de una proteína formada por varias 
subunidades, como ad miosina Area E o una cie aaa 


cadena pesada (cadena H) 


heavy chain (B chain) 
El más grande de los dos tipos de cadena polipeptídica de una molécula de 
jnrnunogiabulina. 


cadena respiratoria - véase cadena de transporte de electrones 
respiratory chain 


cadherina 

cadherin 
Miembro de una gran superfamlia de proteínas de adhesión traasmermbra- 
na. Median la adhesión homofílica célula-célula dependiente de Ca?* en los 
tejidos anirnales. (Figura 19-4 y Tabla 19-2, p. 1135) 


Caenorhabditis elegans 


Pequeño (1 man) gusano nematodo muy utilizado en biología molecular y 
del desarrollo corno organismo modelo, 


caja TALA 

TATA box 
Secuencia consenso de la región promotora de muchos genes eucariotas a 
la cual se une un factor general de transcripción, especificando así la posi- 
ción en la que se inicia la transcripción. (Figuras 6-16 y 6-17) 


CAK- véase quinasa activadora de Cdi 


calmodulina 

calmodulin Z 
Proteína ubicua intracelular de unión a Ca“? que sufre un gran cambio de 
conformación cuando se une a lones Ca? permitiendo regular la actividad 
de muchas proteínas diana. En su forma activa apena aCa?*) se denomina 
Ca**/calmodulina. (Figura 15-43) 

caloría E 

caloríe 
Unidad de energía cal 
cantidad de calor neces 
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2 jor. Una caloría Cc” minúscula) es la 
z Cla temperatura de un gra- 
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mo de agua. La kilocaloría (1000 calorías) es la unidad utilizada para descri- 
bir el contenido energético de los alimentos. 


CAM (molécula de adhesión celular) 

CAM (cell adhesion molecule) 
Proteína de la superficie de una célula animal que media la unión célula-célu- 
la o la unión célula-matdz. 

CaM-quinasa 

CaM-kinase 
Proteína serina/ reonina quinasa que es activada por Ca?*/calmodulina. 
indirectamente media los efectos de un incremento de la concentración ci- 
tosólica de Ca** fosforilando proteínas diana especificas. (Figura 15-43) 


CaM-quinasa H 

CaM-iinase Il 
Proteína quinasa multifuncional dependiente de Ca?*/calmodulina, que 
cuando está activa se autofostorila y fosforila a varias proteínas diana. Se en- 
cuentra en la mayoría de células de los mamíferos pero es especialmente 
abundante en las sinapsis del cerebro, ya que participa en algunas formas 
de plasticidad sináptica en los vertebrados. (Figura 15-44) 


cambio de clase 

<lass siviteh 
Es el paso de producir una determinada clase de inmunoglobulina (p. ej. 
igM) a producir otra clase (p. ej. IgG) que sufren muchas linfocitos B en el 
transcurso de una respuesta inmunitaria. Supone un reordenamiento del 
DNA denominado recombinación de cambio de clase. (Figura 2541) 


CAMP -— véase AMP cíclico 


canal (canal de membrana) 

channel (membrane channel) 
Complejo proteico transmembraria que permite a los iones inorgánicos o a 
atras moléculas pequeñas difundir pasivamente a través de la bicapa Hpi- 
dica. (Figuras 11-3 y 11-4) 


canal catiónico regulado por voktaje 

voltage-gated cation chanriel 
Tipo de canal iónico que se encuentra en la membrana de las células excita- 
bles (como las células nerviosas y las musculares). Se abre en respuesta a un 
cambio en el potencial de membrana que supere el valor umbral. 


canal de membrana — véase canal 
membrane channel 


canal de pérdida de K+ 
K* leak channel 
Canal de transporte de iones K* de la membrana plasmática de las células 


animales que se mantiene abierto incluso cuando la célula está en reposo. 
(Panel 11-3, p. 679) 


canal iónico 
ion channel 
Complejo proteico transmembrana que forma un canal lleno de agua a tra- 


lares y nerviosas. Sólo se abre en respuesta a la unión de un neurotransmisor 
extracelular específico. La entrada de iones que se produce tiene coma resul- 
tado la generación de una señal eléctrica local en la célula postsináptica. 
(Figuras 15-16 y 11-35) 

cáncer 

cancer 
Enfermedad caracterizada poruna división celular anormal y mal controla- 
da que da lugar a crecimientos invasivos, o tumores, que pueden diseri- 
rarse por todo el cuerpo. (Figura 20-37) 


capa gero baal 
germ layer 
Úna de las tres hojas blastodérmicas (endodermo, mesodermo y ectoder- 
mo) de un embrión animal. (Figura 22-70) 
cápside 
capsid 
: Cubierta proteica de un virus, formada por el autoensarmbiaje de uno a más 


úpos de subunidades proteicas fonmmando una estructura geométrica regu- 
lar, (Figura 3-30) 


característica poligénica. 

polygenie raiz 
Característica heredable que es influenciada por varios genes, cada uno de 
los cuales aporta una pequeña contribución al fenotipo. 

carbotudrató 

carboklydrate 

éraúno general utilizado par 


y COMPuestos 1e- 
200, habitualmente 
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carboxilo terminal - véase € terminal 

carboxyl terminus 

carcinógeno 

carcinogen 
Cualquier agente, como un producto químico o una forma de radiación, 
que causa cancer. 


carcinoma 

carcinoma 
Cáncer de células epiteliales. Es la forma más común de cáncer en hu- 
manos. 


cariotipo 

karyotype 
Juego completo de cromosomas de una célula ordenados en función de su 
tamaño, forma y número. 


cartílago 

cartilage 
Tejido de la serie del conjuntivo compuesto por células (condrocitos) englo- 
badas en una matriz rica en colágena de tipo Il y proteoglucano del tipo 
condroitín sulfato, 


cascada— véase cascada de señalización 
cascade 


cascada de losforilaciones 

phosphorylation cascade 
Serie de fosforilaciones proteicas secuenciales mediadas por una serie de 
proteínas quinasa, cada una de las cuales fosforila y activa la Quinasa si- 
guiente de la cadena. Este tipo de cascadas son comunes en vías de seña- 
lización intracelular. (Figura 15-60) 


cascada de señalización 

signaling cascade 
Secuencias de reacciones intracelulares relacionadas, que tpicamente par- 
ticipan en varias etapas de amplificación en cadena que se inician en un 
receptor de superficie celular activado. 


caspasa 
caspase 
Proteasa intracelular que participa en los procesos celulares de apoptosis. 


catabolismo 
catabolism 
Término general utilizado para reacciones celulares estados por enzimas 
mediante las cuales moléculas complejas son degradadas a moléculas más 
sencillas, con liberación de energía. (Figura 2-36). 


catalizador 

catalyst 
Sustancia que puede reducir la energía de activación de una reacción (in- 
crementando así su velocidad) sin ser consumido en dicha reacción. 


B-catenina— véase beta-catenina 


vés de la bicapa lipídica, a través del cual pueden difundir determinados  f-eatenin 
— lane inorgánicos a favor de su gradiente electroquímico Eigur 1-20 —m——— TT 
canal jónico regulado por transmisor (canal iónico acoplado cation E SS 
a receptor, receptor lonotrópico) ion cargado positivamente. 
transmitter-gated ion channel (ion-channel-coupled receptor; avedia 
aroeaple receptor) eE Pdo E caveola (plural caveolae) 
Canal iónico de la membrana plasmática postsinápuica de las células muscu- 


Invaginación de la superficie celular que se proyecta hacía el interior for- 
mando vesículas pinocíticas. Se cree que se forman a partir de balsas lipídi- 
Cas, regiones de la membrana ricas en ciertos lípidos. . 


2CD4 

CD4 
Proteína correceptora que se halla en las células Y colaboradoras, en las cé- 
hilas Y reguladores y enlos macrófagos. Se une a las proteínas MEC de cla- 
se U (de células presentadoras de antígeno), fuera del surco de unión al 
péptido 


<D8 

2D8 - 
Proteína correceptora que se encuentra en las células T citotóxicas. Seune a 

-. das proteínas MEC de clase Í (de células presentadoras de antígeno), fuera 
-— delsuzco de unión al pépedo. 

C2D28 

<2D28 
Proteína correceptora de las células T que se me a la proteína coestímu- 
ladora B7 de las células dendríticas y proporciona una señal adicional nece- 
saría para la activación de una célula T virgen. 

Cdcó 

Cdc6 
Proteína esencial en la preparación del DNA para su replicación. Con Cdtl, 
se une a un complejo de reconocimiento de origen sobre el DNA cromosó- 
sico y colabora a cargar las proteínas Mom sobre el complejo formando el 
complejo p caBivo, 

Cdc20 

Các2a 
Subunidad activadora del complejo proraotor de la anafase (APOCO), 
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Cde25 
Cdc25 
Proteína fosfatasa que desfosforila Cdk e incrementa su actividad. 


Cdk- véase quinasa dependiente de ciclina 


Cdk de la fase M - véase M-Cdk 
M-phase Cdi 


cDNA 

E£DNA 
Molécula de DNA sintetizada como una copia de un mRNA y que, por lo 
tanto, carece de los intrones que se hallan presentes en el DNA genómico 


Cdt 

Cat 
Proteína esencial en la preparación del DNA para su replicación. Con Cdc6 
se tine a los complejos de reconocimiento de origen sobre el DNA cromosó- 
mico y colabora a cargar las proteínas Mem sobre el complejo formando el 
coraplejo prerreplicativo, 

cebador 

primer 
Oligonucleótido que se aparea con una cadena patrón de DNA o de RNA y 
estimula la síntesis de una cadena complementaria, una polimerasa. 


cebador de RNA 

RNA primer 
Pequeño fragmento de RNA sintetizado sobre un patrón de DNA. Es nece- 
sario para que las DNA polimerasas puedan iniciar la síntesis de DNA. 


célula armplificadora de trausición 

transit amplifying cell 
Célula derivada de una célula madre que se divide un número limitado de 
ciclos antes de diferenciarse de forma terminal. (Figura 23-7) 


célula blanca de la sangie (leucocito) 

white blood cell (leucocyte) 
Término general que designa a todas las células sanguíneas nucleadas que 
no tienen hemoglobina, Incluye linfocitos, granulocitos y monocitos. 


célula ciliada del oído (cólula ciliada sensorial) 

auditory hair cell (sensory hair cell) 
Células sensoriales del interior del oído, responsables de la detección de los 
sonidos al convertir Jos estímulos mecánicos (las vibraciones causadas por 
las ondas del sonido) en liberaciones de un neurotransmisor. (Figuras 23-13 
a 23-15) 


célula citotóxica 
tciller cell 
Una célula eucariota capaz de inducir la apoptosis en otra célula eucariota 


célula citotóxica natural (célula NIO 

natural killer cell (NK cell) 
Célula citotóxica del sistema inmunitario innato que puede inducer la 
apoptosis en células infectadas por virus y en algunas células cancerosas. 
(Figura 24-57) 


célula de Schwann 

Schwann cell 
Célula glial responsable de la formación de la vaina de mielina en el sistema 
nervioso periférico. Compdarese con oligodendrocito. (Figura 11-32) 


célula dendrítica 

dendritic cell 
El tipo de células presentadoras de antígenos más potente que capta un an- 
tígeno, lo procesa y lo presenta a los linfocitos T. 


célula efectora 

ejfector cell 
Célula que lleva a cabo la A final o la función final de un proceso 
determinado. Por ejemplo, las principales células efectoras del sistema in- 
munitario son los linfocitos activados y los fagocitos, que colaboran en la 
eliminación de los patógenos. 


célula endocrina 

endocrine cell 
Célula animal especializada que segrega una hormona a la sangre. Habi- 
tuabmente forma parte de una glándula, como la tiroides o la hipófisis. 


célula endotelial 

endothelial cell 
Célula aplanada que forma una capa (el endotelio) ques reviste sl interior de 
todos los vasos sanguíneos y linfáticos. 


célula ES — véase célula madre embrionaria 
ES cell 


célula foliciadar 
follicie cell 
. de los tipos celulares que rodean un oocito en desarrollo o un huevo. 
Figura 21-24) 


célula germinal 


e la línea germinal de un organismo, gt 
les y sus células precuusoras diploides espec 


achuye los gametos ha- 
cas. Las células germina- 


les que contribuyen a la formación de una nueva generación de organismos 
son diferentes de las células somáticas, las cuales forman el cuerpo y no tie- 
nen descendientes. 


célula germinal primordial 

primordial germ cell 
Célula de un embrión que es precursora de las células germinales, las cuales 
dan lugar a los gametos. (Figuras 21-17, 21-23 y 21-30) 


glial cell 
Células no neuronales de soporte del sisterna nervioso. Incluye los oligo- 
dendrocitos y los astrocitos del sistema nervioso central de los vertebrados, 
y las células de Schwann del sistema nervioso periférico, 


célula madre 

stem cell 
Célula indiferenciada que puede continuar dividiéndose indefinidamente, 
produciendo células hijas que pueden sufrir una diferenciación terminal y 
dar lugar a tipos celulares determinados o mantenerse como célula madre 
(en el proceso de autorrenovación). (Figura 23-5) 


célula madre embrionaria (célula ES) 

embryonic stern cell (ES cell] 
Célula derivada de la masa celular interna de un embrión temprano de 
marnífero, Es capaz de dar lugar a todas las células del cuerpo. Puede ser 
cultivada, modificada genéticamente e insertada en un blastocisto, desarro- 
llando un animal transgénico. 


célula madre hematopoyética 

hemopoietic stem cells 
Célula autorrenovante de la médula ósea roja que genera todos los tipos de 
células sanguíneas y otros tipos de células. 


célula mieloide 

myeloid cell 
Cualquier célula sanguínea que forma parte de la serie blanca excepto los 
linfocitos. (Figura 23-42) 


célula misepitelial 

myoepithelial cell 
Tipo de célula con capacidad contráctil que se encuentra en los epitelios, 
p.ej. en el iris del ojo y en tejidos glandulares. (Figura 23-47) 


célula muscular 

muscle cell 
Tipo celular especializado en la contracción. Los tres principales tipos son 
las esqueléticas, las cardíacas y las lisas. (Figura 23-47) 


célula muscular cardíaca véase célula muscular 


heart muscle cell ] 

célula muscular esquelética — vease célula muscular 
skeletal muscle cell 

célula muscular lisa-— véase célula muscular 
smooth muscle cell 


cóhila nerviosa - véase neurona 
nerue cell 


célula NK- véase célula citotóxica natural 
NKcel 


célula nodriza 

nurse cell 
Célula de los ovarios de muchas especies de invertebrados, que está conec- 
tada 2 un cocito en desarrollo mediante puentes citoplasmáticos, propor- 
cionándole ribosomas, mEÑA y proteínas necesarios para el desarrollo del 
embrión temprano, (Figura 21-24) : 


célula pre-3 
pre-B cell 
Precursor inmediato de un linfocito B. (Figura 25-22) 


célula presentadora de antígeno 

antigen- presenting cell 
Célula que en su superficie presenta antígenos no propios acomplejados 
con proteínas MEC, para presentarlos a los linfocitos T. 


célula roja de la sangre - véase erítracito 

red blood cell 

célula somática 

somatic cell 
Cualquier célula de una planta o de un animal, que no sea una célula ger- 
final o un precursor de una célula germinal. Del griego soma, cuerpo, 

celularización 

cellularization 
Fonmación de células alrededor 
cleado, transformándolo 


ada 


3rosamente 


i 
¡ 


A e e e e 


GLOSARIO 


celulosa 

cellulose 
Polisacárido estructural de la pared celular vegetal, formado por largas ca- 
denas de unidades de glucosa unidas covalentemente entre sí. Proporciona 
fuerza tensora a las paredes de las células vegetales. (Figuras 19-78 y 19-79) 


centríolo 

centriale 
Formación microtubular cilíndrica y corta, estructuralmente muy similar a 
un corpúsculo basal. Por lo general, las células animales tienen un par de 
centríolos en el área central del centrosoma. (Figura 16-31) 


centro de hierro-azutve 

iron-sulfur center 
Grupo transportador de elecerones formado por dos o cuatro átomos de hie- 
rro unidos al mismo número de átomos de azufre, que se encuentra en un 
tipo de proteinas transportadoras de electrones. (Figura 14-23) 


centro de inactivación del cromosoma X (X1C) 

X-inactivation center (XIC) 
En un cromosoma X, lugar en el que se inicia la inactivación de este cromo- 
soma y desde el cual se extiende. 


centro de reacción fotoquímico 
photochernical reaction center 


Parte de un fotosisterna que convierte la energía lumínica en energía quími- 
ca durante la fotosíntesis. (Figura 14-43) 


centro organizador de ricrotúbulos (MYOC) 

microtubule-argarizing center (TOC) 
Región de la célula, como un centrosorna o un corpúsculo basal, a partir de 
la cual crecen los microtúbulos. 


centrómero 

centromere 
Región constreñida de un cromosoma mitótico que mantiene unidas entre 
si las cromátidas hermanas. Tarnbién es el lugar del DNA en el que se forma 
el cinetocoro, que captura microrúbulos del huso mitótico, (Figura 4-50) 


centrosoma 

centrosome 
Orgánulo localizado en el área central de las células animales que es el prin- 
cipal centro organizador de microtúbulos (MTOC) y que actúa como polo 
del huso mitótico durante la mitosis. En la mayoría de células animales con- 
tiene un par de centriolos, (Figuras 16-30 y 17-29) 


cetona 

ketone 
Molécula orgánica que contiene un grupo carbanilo unido a dos grupas 
alquilo. (Panel 2-1, p. 107) 


chaperona (chaperona molecular) 

chaperone (molecular chaperone) 
Proteína que ayuda a Otras proteínas a plegarse de forma correcta o a evitar 
plegamientos incorrectos, Incluyen las proteínas de estrés térmico (Hsp). 


chaperonas de histonas (factor ensamblador de la cromatina) 

histone chaperone (chromatin assembly factor) 
Proteína que se une a hístonas libres, liberándolas después de que se hayan 
incorporado en cromatina acabada de replicar. (Figura 4-30) 

Ch1P - véase inaunopreripitación de la cromatina 

ciclina 

cyclir 
Proteína cuya concentración aumenta y disminuye periódicamente de for- 
ma coordinada con el ciclo de división celular eucariota Las ciclinas activan 
proteínas quinasa cruciales (denominadas proteínas quinasa dependientes 
de ciclina o Cd10, colaborando asíen el concol de la progresión desde 101 es- 
tadio del ciclo celular al siguiente. 

ciclína Cn 

Gr-eyclin 
Ciíclina presente en la fase G; del ciclo celular eucariota. Forman cormplejos 


coa Cdk que ayudan a gobernar la actividad de las ciclinas G:/S, las cuales 
controlan la progresión a la fase S. 


ciclina (1/5 

GiS-cyelin 
Ciclina que activa Cdk en O; tardía del ciclo celular eucariota y, por tanto, ayu- 
da a disparar la progresión a través de Start, comprometiendo a la célula a 


entrar en el ciclo celudar, Sus niveles caen al inicio de la fase S. (Figura 17-18). 


ciclina M 

Menyclin 
Tipo de ciclina presente en todas las células eucariotas, que impulsa el de- 
sarcollo de la mitosis. (Figura 17-16) 


ciclina $ 
Suayalin 
Miembro de ana sz 


G7 


ciclo celular (ciclo de división celular) 

cell cycle (cell-division cycle) 
Ciclo reproductor de una célula: secuencia ordenada de acontecimientos 
mediante los cuales una célula duplica sus cromosomas y, habitualmente, 
los demás coraponentes celulares, y se divide en dos. (Figura 17-4) 


ciclo de Calvin véase ciclo de fijación del carbono 
Calvin cycle 


ciclo de fijación del carbono (ciclo de Calvin) 

carbon-fization cycle (Calvin cycle) 
Vía metabólica principal de los organismos fotosintéticos mediante la cual 
el CO, y el H20 se transforman en carbohidratos. Requiere tanto ATP como 
NADPHL (Figura 14-40) 


ciclo de Krebs — véase ciclo del ácido cítrico 
Krebs cycle 


ciclo de los ácidos tricarboxílicos (ICA) - véase ciclo del ácido cítrico 
tricarboxylic acid (TCA) cycle 


ciclo del ácido cítrico (ciclo de los ácidos tricarboxílicos, ciclo de Krebs) 
citric acid cycle (tricarboxylic acid cycle, Krebs cycle) 

Ruta metabólica central que se encuentra en organismos aeróbicos. Oxida 
grupos acetilo derivados de moléculas alimenticias, generando los trans- 
portadores activados MADH y FADH,, algo de GTP y grandes cantidades de 
CO2. En las células eucariotas tiene lugar en las mitocondrias. (Panel 2-9, 


pp. 122-123) 
ciclo TCA — véase ciclo del ácido cítrico 
TCA (tricarboxylic acid) cycle 
ciclosoma-— véase coraplejo estimulador de la anafase 
eyclosome 
cigoto 
aygote 


Célula diploide originada por la fusión de un garneto masculino y un garneto 
fernenino. Óvulo fecundado. 


ciliado 

ciliate 
Organismo eucariota unicelular (protozoo) que se caracteriza por tener mu- 
chas cilios sobre su superficie. 


cilio 

ciliuan (plural cilia) 
Extensión filiforme de una célula eucariota que contiene un haz de micro- 
túbulos en su parte central. Muchas células presentan un solo cilio que no es 
móvil, mientras que otras presentan grandes cantidades de cilios que reali- 
zan movimientos repetidos de batido. Compárese con flagelo. 

cilio primario 

primary cilium 
Cilío corto, único e inmóvil, sin dineína, que aparece a partir de un corpús- 
culo basal y se proyecta desde la superficie de muchos tipos celulares ani- 
males. Algunas proteínas de señalización se concentran en el cilio primario. 
(Figura 15-48) 

ciuetocoro 

kinetochore 
Estructura compleja formada por proteínas en un cromosoma mitótico, a la 
que se unen los rnicrotúbulos. Desempeña un papel activo en el desplaza- 


miento de los cromosomas hacia los polos. $e forma sobre el centrómero 
del cromosoma. (Figura 17-36) 


cis 

cis 
En el mismo lugar o cercano, Del mismo lado. 

cisterna 

cisterna (plural cisternas) 
Compardmiento aplanado, delimitado por una membrana, como los que 
forman el retículo endoplasmático o en el complejo de Golgi. (Figuras 13-3 
y 13-25) 

citocinesia 

cytoldinesis 
División en dos del citoplasma de una célula animal o vegetal, lo cual es dife- 


jente del proceso de división de su núcleo (que es la mitosis). Parte de la fase 
M. (Panel 17-1, pp. 1072-1073) 


CROcIomao 

cytochrome 
Proteína coloreada que contiene un grupo hemo que transfiere electrones 
«durante la respiración celular y la fotosíntesis. 

citocromo 

eytochrome e 
Componente soluble de la cadena de transporte de elecuones mitocondrial. 


5u liberación al citosol a partir del espacio insermembrena dela reltocon- 
da también inicia la apoptosis. (Figura 14-28) 


citovesqueleto 
enoserción 
lel 
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rigidos, Sus componentes más abundantes son los filamentos de actina, los 
microtúábulos y los filamentos intermedios. 


citoplasma 

cytoplasn: 
Contenido de una célula que se halla delimitado por la membrana plasmá- 
tica y en el caso de las células eucariotas, en el exterior del núcleo. 


citoquina 

cytokine 
Proteína o péptido señal extracelular que actúa como mediador local en la 
comunicación célula-célula, 


citosol 

cytosol 
Contenido del principal compartimiento del citoplasma, excluyendo los or- 
gánulos rodeados de membrana como el retículo endoplasmático y las mi- 
tocondrias, y el citoesqueleto. 


CM - véase proteína inhibidora de Cdk 


clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS) 
fluworescence-activated cell sorter (FACS) 
Aparato que clasifica células de acuerdo con su Auorescencia. (Figura 8-2) 


clatrina 

clathrin 
Proteína que se ensambla formando una red poliédrica en la cara citosólica 
de una mernbrana, dando lugar a una depresión revestida de clatrina que, 
por endocitosis, forma una vesícula revestida de clatrina intracelular. 
(Figura 13-6) 


clon 

clone 
Población de individuos idénticos (cáhulas u organismos) forrnada por divi- 
siones fasexuales) repetidas a partir de un ancestro común. Tarnbién se uti- 
liza corno verbo: “clonar un gen" significa producir muchas copias de un gen 
haciendo crecer un clon de células transportadoras (coro E. coli) en las que 
se ha introducido el gen y a partir de las cuales se puede recuperar median- 
re técnicas de DNA recombinante. 


clorofila 

chlorophyll 
Pigmento verde que absorbe luz y que desempeña un papel central en la fo- 
tosíntesis en bacterias, plantas y algas. 


cloroplasto 

chloroplast 
Orgánulo de las algas verdes y de las plantas, que contiene clorofila y que 
lleva a cabo la fotosíntesis. Se trata de una forma especializada de plas- 
tidio, 

coactivador 

conctivator 
Proteína que por sí sola no se une al DNA pero que se ensambia sobre otras 
proteínas reguladoras de genes unidas al DNA activando la transcripción 
de un gen. (Figura 7-51) 


código de histonas 

histone coca 
Combinaciones de modificaciones químicas de las histonas (como acetila- 
ciones o metilaciones) que parece que determinan cuándo y cómo es acce- 
sible el DNA que está empaquetado en los nucleosomas (p.ej, para su 
replicación o transcripción). (Figura 4-44) 

código genético 

genetic core 
Conjunto de reglas que especifican la correspondencia entre tripletes de nu- 
cleótidos (codones) del DNA o del RNA y aminoácidos de las proteínas. 


(Figura 6-S0) 
codón 
codor 


Secuencia de tres nucleótidos de una molécula de DNA a de mRNA, que re- 
presenta la insuucción de incorporar un determinado aminoácido en una 
cadena polipeptídica en crecimiento, 


cocazima 

COenzyasa 
Pequeña molécula estrechamente asociada con tuna enzima y que participa 
enla reacción que cataliza dicha enzima, a menudo formando un enlace co- 
velente con el sustrato. Como ejernplos, la biotina, el NAD* y el coenzima A. 


coendiraa A [CoA) 

coerzyme A (CoA) 
Pequeña molécula utilizada en la transferencia enzimática de grupos acilo 
en la célula. Véase también acetil CoA y la Figura 2-62. 


cofacior 
cofactor 
loninorgánico o coenzima necesario para la actividad de tuna enzima. 
cohesina, complejo de cohesinas 
cohesia, cobhesin corplez 


co-inmunoprecipitación (co-1P) 

co-inomunoprecipitation (co-1P) 
Método udlizado para aislar proteínas que forman in complejo con otras 
utilizando un antícuerpo especifico para una de estas proteínas. 


cola poli A — véase poliadenilación 
polyA tail 


colágena 

collagen 
Proteína fibrosa rica en glicina y en prolina, que es el componente mayori- 
tario de la matriz extracelular en los anirnales confiriéndole resistencia ten- 
sora. Existe en nuschas formas: el tipo 1, el más comúa, se encuentra en la 
piel, los tendones y los huesos; el tipo II se encuentra en los cartilagos; el 
Upo IV está presente en la lámina basal. (Figuras 3-23 y 19-68) 


colesterol 

cholesterol 
Abundante molécula lipídica de estructura esteroidal característica formada 
par cuatro anillos. Es un componente importante de la membrana plasmá- 
tica de las células animales. (Figura 10-4) 


complejo antena 

antenna complex 
Parte de un fotosistema que captura energía lumínica y la canaliza hacia el 
centro de reacción fotoquímico, Está formado por complejas proteicos que 
unen una gran cantidad de moléculas de clorofila y de otros pigmentos. 


complejo anular de y-tubulina (/TuRC) 

gamna-tubiulin ring complex ((DuRC) 
Complejo proteico que contiene y-tubulina y otras proteínas; es un eficien- 
te nucleador de microtúbulas y recubre sus extremos menos. 


complejo ARP (proteína relacionada con la actina) (complejo ARP2/3) 

ARP (actin-related protein) complex (ARP2/3 complex) 
Complejo de proteinas que nuclea el crecirniento y la ramificación de fila- 
mentos de actina a partir del extremo menos. 


complejo ciclina-Cdk 

cyelin-Cdk complex 
Complejo proteico formado periódicamente durante el ciclo de división ce- 
lular eucariota a medida que incrementa el nivel de una ciclina determinada, 
Entonces, una quinasa dependiente de ciclina (Cdk) pasa a estar parcial- 
mente activada. (Figuras 17-45 y 17-16, y Tabla 17--1, pp. 1063) 


cornplejo citocromo b-cj 

cytochrome b-cy complex 
Segunda de las tres bombas de protones impulsadas por el transporte de 
electrones de la cadena respiratoria. Acepta electrones de la ubiquinona. 
(Figura 14-26) 


complejo de Golgi 

Golgi apparatus (Golgi complex) 
Compartimiento de las células eucariotas, formado por un conjunto apilado 
de cisternas o sáculos planos rodeados por una membrana, en el que las 
proteínas y los lípidos transferidos desde el redculo endoplasmático son 
modificados y clasificados. Es el lugar de síntesis de muchos polisacáridos 
de la pared celular de las células vegetales y de muchos glucosaminogluca- 
nos de la matriz extracelular de las células animales, (Figura 13-25) 


complejo de la citocrorno oxidasa 

cytackrome oxidase complex 
Tercera de las tres bombas de protones impulsadas por el transporte de 
electrones de la cadena respiratoria, Acepta electrones del citocromo cy 
genera agua utilizando oxígeno molecular como aceptor de electrones. 
Figura 14-26) . 


complejo de poro nuclear (NP0) 

nuclear pore complex (NEC) 
Gran estructura multiprotelca que forma un canal (el poro nuclear) a través 
de la envoltura nuclear, que permite el paso de determinadas moléculas en- 
we el núcleo y el citoplasma, (Figura 12-9) 


complejo de preiniciación 

preinitiation complex 
Cornplejo multiproteico que se forma sobre el origen de replicación al inicio 
de la fase S del ciclo celular eucariota, Inicia la síntesis de DINA mediante el 
desenrollamiento de la hélice de DINA y carga las DMA polimnerasas y otras 
enzimas de replicación sobre las hebras de DINA. (Figura 17-23) 


complejo de recombinación 

recombination complex 
En la meiosis, un complejo proteico que se ensambla en una rotura de la 
doble cadena de DINA y media en la recombinación horóloga. 


complejo de reconocimiento del origen de replicación (08C) 

origin recognition complex (OR) 
Gran complejo proteico que está unido al DNA en los orígenes de repli- 
cación de los cromosomas eucariotas durante el desarrollo del ciclo celu- 
lar (Figura +36) 


complejo del gen Hox 
Hox gen complex 
Grapo de g 


ophila <q 
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poral diferente. Las mutaciones Hox típicamente causan transformaciones 
homedticas, 


complejo enzimático respiratorio 

respiratory enzyme complex 
Cualquiera de los principales complejos proteicos de la cadena respiratoria 
mitocondrial que actúa como bomba de protones, impulsada por el trans- 


porte de electrones, y que genera el gradiente de protones a través de la 
membrana interna. (Figuras 14-14 y 14-26) 


coraplejo MAC (complejo principal de histocompatibilidad) 

MEC complex (major histocompatibility complex) 
En los vertebrados, complejo de genes que codifican una gran familia de 
glucoproteínas de superficie celular (moléculas MEC). (Figura 25-51) 


complejo NADH deshidrogenasa 
NADA dehydrogenase complex 
Primera de las tues bombas de protones impulsadas por el transporte de 


electrones de la cadena respiratoria mitocondrial, Acepta electrones del 
NADH. (Figura 14-26) 


complejo prerreplicativo (pre-RC) 

prereplicative complex (pre-RC) . 
Complejo multiproteico que se ensambla en el origen de replicación duran- 
te la fase final de la mitosis y el inicio de la fase G, del ciclo celular. Es un 
prerrequisito para que se inicie el ensamblaje del complejo de preiniciación 
y la posterior replicación del DNA. (Figuras 17-22 y 17-23) 


complejo principal de histocompatibilidad- véase complejo MHC 
major histocompatibility complex 


complejo promotor de la anafase (APCI/C) (ciclosoma) 

anaphase-promoting complex (APCICMcyclosome) 
Ubiquitina ligasa que cataliza la ubiquitinización y destrucción de la secu- 
rina y de las ciclinmas M y S, iniciando la separación de las cromátidas her- 
manas en la transición metafase anafase durante la mitosis. 


complejo rernodelador de la cromatina 

chromatin remodeling complex 
Complejo enzimático que altera la configuración histona-DNA de los cro- 
mosornas eucariotas y cambia la accesibilidad del DNA a otras proteínas, 
especialmente las que participan en la transcripción. 


complejo sinaptonémico 

synaptonemal complex 
Estructura que mantiene unidos los cromosomas apareados durante el pa- 
quiteno de la profase I de la meiosis y facilita las etapas finales de la recom- 
binación genética. (Figuras 21-8 y 21-9) 

complejo TOM 

TOM complex 
Complejo proteico, formado por varias subunidades, que transporta pro- 
teínas a través de la membrana mitocondrial externa. (Figura 12-23) 


complejos TIM 

TIM complexes z 
Transiocadores proteicos que se encuentran en la membrana mitocondrial 
interna. El complejo TIM23 media el transporte de proteínas hacia la matriz 
y la inserción de algunas proteínas en la membrana interna; el complejo 
Tlv(22 media la inserción de un subgrupo de proteínas en la membrana in- 
terna. (Figura 12-23) 


complementación (complementación genética) 

complementation (genetic complementation) 
Fenómeno mediante el cual la unión de dos individuos, cada uno de los 
Cuales presenta un fenotipo anormal, genera una descendencia en la que se 
ha recuperado el fenotipo normal (salvaje). Base de un test que permite de- 
terminar si dos mutaciones se hallen en el mismo o en cromosomas dife- 
rentes. (Panel 2-1, pp. 554-5355) 


complementario 

complementary 
(1) De secuencias de ácidos nucleicos: capaz de formar un dúplex por apa- 
rearniento perfecto de bases con otro. (Figura 4-4) (2) De otras moléculas 
que interactúan, como una enzima y su siistrato: que tienen unas caracte- 
rísticas bioquímicas o estrucnirales que les permiten unirse entre sí de for- 
ma que es más fácil la formación de enlaces no-covalentes entre ellas. 
(Figura 2 


concentración crítica 

critical concentration 
Concentración de una proteína monomérica, como la actina o la tubulina, 
que está en equilibrio con la forma ensamblada de la proteína (p. ej. ensarn- 


blada en filamentos de actina o en microtúbulos, respectivamente). (Panel 
16-2, pp. 978-979) 


condensina (complejo de condensina) . 
condensin (condensín complex) 


Complejo de proteínas que participa en la condensación de los cromoso- ' 


mas anterior a la mitosis. Diana de la M-Cdk. (Figura 17-27). 


condiciones permisivas (no restrictivas) 
permisivo (nonrestricilve) conditions 
Circunstanai rao la temperatura o la disponibilidad de rundentes) en 
L cos de los mutantes condicio- 
55 y Panel 8-1, pp. 554-235) 


Go 


condiciones restrictivas (no permisivas) 
restrictive (nonpermissive) condition 
ircunstancias [corno p. ej, temperatura 0 la disponibilidad de nutrientes) 
en las que el efecto fenotípico de un mutante condicional será evidente. 
(Figura 8-55 y Panel 8-1, pp. 554-535) 


condrocito (célula cartilaginosa) 
chondrocyte (cartilage cel) 
Célula del tejido cartileginoso que secreta la matriz del cartdago. 


conexina 

connexin 
Componente proteico de las uniones comunicantes (o de tipo gap), una 
proteína que atraviesa la membrana cuatro veces, Seis conexinas se ensarn- 
blan en la membrana plasmática formando un conexón o “hemicana!”, 
(Figura 19-34) 


conexón 

connexon 
Poro lleno de agua en la membrana plasmática formado por un anillo de 
seis subunidades proteicas conexinas. Mitad de una unión comunicante (o 
de tipo gap): los conexones de dos células adyacentes se unen formando un 
canal continuo entre ambas células a través del cual pueden pasar ¡ones y 
rroléculas pequeñas. (Figura 19-34) 


cono de crecimiento 
growth cone 


Punta móvil en migración de un axón de una fibra nerviosa en crecimiento. 
(Figura 16-105) 


constante de afinidad (constante de asociación) (K2) 

affinity constant (association constant) (Ka) 
Medida de la fuerza de unión de los componentes de un complejo. Para los 
componentes A y B y un equilibrio de unión A + B*>5AB, la constante de 
asociación viene dada por el cociente [AB]/(A][B], y es mayor, cuanto mayor 
sea la fuerza de asociación entre A y B. (Figura 3-43) 


constante de disociación (Kyg) 

dissociation constant (Ka) 
Medida de la tendencia de un complejo a disociarse, Para los componentes 
A y B y un equilibrio de unión A + B*=5AB, la constante de disociación viene 
dada por [A] (B]/ [AB], y es menor, cuanto mayor sea la fuerza de unión entre 
A y B. La constante de disociación Ky es la recíproca de K,. Véase también 
constante de añnidad y constante de equilibrio. (Figura 3-43) 


constante de equilibrio (0 

equilibrium constant (X) 
Relación entre las constantes en un sentido y en otro de una reacción; es 
igual a la constante de asociación o constante de afinidad (Xy) para una 
reacción sencilla de unión (A + B<= AB). Véase también constante de afini- 
dad, constante de disociación. (Figura 3-44) 


constante de Michaelis-Menten - véase Ky 
Michaelis-Menten constant 


constitutivo 

constitiative 
Producido en cantidades constantes con independencia de las circunstan- 
cias; contrario a regulado. 


control de la actividad proteica 

protein activity control 
Activación, inactivación, degradación o corapartimentación selectivas de 
determinadas proteínas después de que hayan superado el proceso de sín- 
tesis, Uno de los sistemas a través de los cuales las células controlan qué 
proteínas están activas en un mofnento dado o en una localización de la cé- 
lula. 

control postranscripcional 

post-iranscriptional control 
Cualquier control de la expresión génica que sea ejercido en una etapa pos- 
terior al inicio de la transcripción. (Figura 7-92) 


conversión génica 

gene conversion . 
Proceso por el cual la información de una secuencia de DNA puede ser 
transferida desde una hélice de DNA [que permanece inalterada) a otra hé- 
lice de DNA cuya secuencia se verá modificada, A menudo se produce con 
procesos de recombinación general 


cooperatividad 

cooperativity 
Fenómeno mediante el cual la unión de una molécula de ligando a una mo- 
lécula diana favorece la unión de sucesivas moléculas del ligando. Se pro- 
duce en el ensamblaje de grandes complejos, así como en enzimas y 
receptores fort ubunidades alostéricas; en este caso la 


nados por muchas 
resptiesta que se produce en reacción a los ligandos es más pronunciada. 
(Figura 15-25) 

corpúsculo basal 

basal body 
Formación corta y clín 
se halla en la 
COMO Centro org, 
un cenodoto. 


icronibulos 
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corpúsculo polar 

polar body 
La menor de las dos células hijas producidas durante la meiosis mediante 
una división asimétrica de un cocito primario o secundario. La otra célula 
hija (la mayor) es el oocito o el óvulo. Los cuerpos polares finalmente dege- 
neran. (Figura 21-13) 


corrección de pruebas 

proofreading . 
Proceso por el que los posibles errores producidos durante la replicación del 
DNA, la wanscripción y la traducción son detectados y corregidos. 


correceptor 

CO-TECEDLOr 
En inmunología: receptor de un línfocito B o de un linfocito T que no se une 
al antígeno sino que se une a otras moléculas y colabora con el receptor que 
se une al antígeno en la activación del linfocito. (Figura 25-57) De forma 
más general: receptor que colabora con otro receptor convencional de 
superficie celular y facilita que la célula responda a proteínas señal secreta- 
das. Son ejemplos de ello, LRP (en la vía de señalización Wnt/P-catenina) y 
los proteoglicanos de superficie celular. (Figura 15-77) 


correpresor 

Cco-repressor 
Proteína que no se une por sí misma al DNA pero que se ensambla sobre 
otras proteínas reguladoras de genes que se unen al DNA, inhibiendo la ex- 
presión de un gen. (Figura 7-51) 


córtex celular 

cell cartes 
Franja especializada de citoplasma adosada a la cara interna de la membra- 
na plasmática. En las células animales es una capa rica en actina, respon- 
sable de los movimientos de la superície celular. 


cotraduccional 

co-translational 
Que ocuwre a medida que se produce la traducción. Coro ejemplos, la im- 
portación de una proteína en el retículo endoplasmático antes de que la 
cadena polipeptídica se haya acabado de sintetizar (translocación cotra- 
duccional, Figura 12-35), o el plegamiento de una proteína naciente adqui- 
riendo su estrucrura secundaria y terciaria a medida que va ernergiendo del 
ribosoma. (Figura 6-84) 


cotransporte (transporte acoplado) 

co-transport (coupled transport) 
Proceso de transporte a través de membrana en el cual la transferencia de 
tna molécula depende de la transferencia simultánea o secuencial de otra 
molécula. (Figura 11-8) 


Cre/lox 

Creflox 
Sistema de recormbinación específico de lugar utilizado para producir mu- 
tantes condicionales en los que el gen diana puede ser eliminado de un tejido 
determinado o en un momento determinado. Se introduce una recombina- 
sa específica de lugar (Cre) bajo el control de un promotor que la activará a 
voluntad del experimentador. El gen que se va a eliminar está flanqueado 
por secuencias lox introducidas experimentalmente, sobre las que Cre acú- 
vada actúa; el resultado es la eliminación del gen. (Figura 5-79) 


cremallera de leucina 

leucine zipper 
Motivo estructural encontrado en muchas proteínas que se unen a DNA, en 
el que dos hélices a de proteínas diferentes se unen entre sí como una héli- 
ce superenrollada (parecida a una cremallera) y dan lugar a un dímero pro- 
teico. (Figura 7-19) 


cresta 
crísta (plural cristae) 
Invaginaciones de la membrana mitocondrial interna. 


cresta neural 

neural crest 
Colección de células localizadas a lo largo de la línea donde el túbulo neural 
sobresale de la epidermis que le rodea en el embrión de los vertebrados. Las 
células de la cresta neural migran dando lugar a una gran variedad de te- 
jidos, incluyendo las neuronas y la glía del sistema nervioso periférico, las 
células pignenarias de la piel y los huesos de la cara y de la mandíbula. 
(Figuras 19-11, 22-84 y 22-97) 

cxiba genética 

genetic screen 


Procedimiento utilizado para descubrirlos genes que afectan aspectos espe- 
cíficos del fenotipo estudiando grandes cantidades de individuos mutantes. 


crdptocromo 

cryprachrome 
Flavoproteina que responde a da 1 Se encuentra tanto en plantas 
como en animales. En anim implicada enios riunos circadianos. 


cristalografía de rayos X (Mifracción de rayos X] 
az ray orystelograpko ray diffrac 
Técnica para determinar la d 


nal de los átornos de 
s X que atraviesan 


cromátida 

chromatid 
Una de las dos copias de un cromosoma duplicado formada por la replica- 
ción del DNA durante la fase S. Las dos cromátidas, denominadas cromáti- 
das hermanas, están unidas entre sí en el centrómero. 


cromátidas hermanas 

sister chromarids 
Par de cromosomas esuechamente unidos entre sí que aparecen por dupli- 
cación de un cromosoma durante la fase 5, Se separan durante la fase M y se 
segregan en las dos células hijas. (Figura 17-26) 


cromatina 

chromatin 
Complejo de DNA, histonas y proteínas no histonas que se halla en el núcleo 
de las células eucariotas. Material del que están formados los cromosormnas. 


cromatografía 

chromatography 
Conjunto de técnicas bioquímicas que permiten separar una mezcla de sus- 
tancias en función de su carga, tamaño, hidrofobícidad, afinidad de unión 
no—covalente o alguna otra propiedad, al permitir que la mezcla se reparta 
entre una fase móvil y una fase estacionaria. Véase también cromatografía de 
afinidad, cromatografía de afinidad de DNA y cromatografía líquida de alta re- 
solución. (Figuras 8-13 y 8-14) 


cromatografía de afinidad 

ajfinity chromatography 
Tipo de cromatografía en la que la mezcla de proteínas a purificar se hace pasar 
a través de una matriz ala que se han unido ligandos específicas de la proteína 
de interés, de forma que dicha proteína es retenida en la matriz. (Figura 8-13) 


cromatografía de afinidad de DNA 

DNA affinity chromatography 
Técnica para purificar proteínas que se unen de forma específica a secuencias 
de DNA. La purificación se consigue mediante la unión de estas proteínas a 
una mauiz que tiene unidos los fragmentos de DNA adecuados. (Figura 7-28) 


cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

high-performanc<e liquid chromatography (HPLC) 
Tipo de cromatografía que utiliza columnas empaquetadas con una matriz 
formada por diminutas esferas densamente empaquetadas. Para hacer pasar 
a través de esta columna la solución a separar, se aplican altas presiones. 


cromosoma 

chromosome 
Estructura compuesta por una molécula muy larga de DNA y por proteínas 
asociadas, que contiene parte (o toda) la información hereditaria de un or- 
ganismo. Son especialmente evidentes en las células animales y vegetales 
durante la mitosis o la mciosís, cuando cada cromosoma se condensa en 
una estructura cilíndrica compacta visible al microscopio óptico. 


cromosoma bacteriano artificial (BAC) 

bacterial artificial chromosome (BAC) 
Vector de clonación que puede contener grandes fragmentos de DNA de 
hasta 1 millón de pares de bases. 


cromosoma mitótico 

mitotic chromosome 
Cromesoma duplicado altamente condensado, en el que los dos nuevos 
cromosomas todavía se mantienen unidos por el centrórnero como cromá- 
tidas herrnanas. 


cromosoma plumulado 

lampbrush chromosome 
Cromosoma apareado en la meiosis de los ovocitos inmaduros de anfibio, en 
el que la cromatina forma grandes bucles rígidos que se extienden a ambos 
lados del eje lineal del cromosoma. (Figura 4-54) 


cromosoma politénico 

polyiene chromosome 
Cromosoma gigante en el que el DNA se ha replicado de forma repetida y 
las copias se mantienen juntas. (Figuras 4-58 y 4-59) 


cromosoma sexual 

Sex chromosome 
Cromosoma gue puede estar presente o no, o presente en un número varia- 
ble de copias de acuerdo con el sexo del individuo. En los mamiferos, los 
cromosomas X e Y. 


cromosoma X 

X chromosome 
Uno de los dos cromosomas sexuales en las células de los mamiferos. Las 
células de las mujeres tienen dos cromosomas X mientras que las de los 
hombres únicamente tienen uno. 


cromesoma Y 

Y chromosome 
Uno de los dos cromosomas sexuales en las células de los mamuferos. 
Las células de los hornbres denen un cromosoma Y y un cromosema 


cromoserass homólogos (homólogo) 

Rhomologous chromosome (homolog) 
Las copias paterna y materna de un determinado cromos 
la dipioide. 


na de una có 


y 
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cuerpo medio 

midbody 
En las células animales, estructura que se forma al final de la segmentación 
Y que puede persistir durante algún tiempo corno un puente entre las dos 
células hijas. (Figura 17-51) 

dador de elecirones 

electron donor 
Molécula que fácilmente libera un electrón y se oxida en el proceso. 


DAS - véase diacilglicero! 


dalton 
dalton 


Unidad de masa molecular. Es aproximadaznente igual a la masa de un átomo 
de hidrógeno (1,68 x 10% g). 


decaimiento de moléculas de mANA sin sentida 

nonsense-mediated RNA decay 
Mecanismo de eliminación de moléculas de mRNA aberrantes que contie- 
nen codones stop en localizaciones anómalas, antes de que puedan ser tra- 
ducidas, (Figura 6-80) 

dedo de zinc 

zinc finger 
Motivo estructural de unión al DNA que está presente en muchas proteínas 
reguladoras de genes. Todos los motivos de dedos de zinc incorporan uno a 


srás átomos de zinc que colaboran en el mantenimiento de la contorma- 
ción de la proteína. 


degenerado 

degenerate 
No se trata de un juicio moral sino de un adjetivo que describe varios esta- 
dos que realizan aproximadamente la misma función. Por ejemplo, diferen- 
tes combinaciones de tres bases nucleotídicas (codones) que codifican el 
roismo aminoácido, 

dendrita 

dendrite 
Expansión de una célula nerviosa, a menudo delicadamente ramificada, 
que recibe impulsos procedentes de otras células nerviosas. 


dependencia de anclaje 

anchorage dependence 
Crecimiento, proliferación y supervivencia de una célula, que resulta de- 
pendiente de la unión de la célula a un sustrato. 

dermis 

dermis 


Capa de tejido conjuntivo de la piel, situada debajo de la epidermis. Es rica 
en colágeno. 


desensibilización —- véase adaptación 
desensitization 

deshidrogenasa 

dehydrogenase 


Enzima que elímina un jon hidruro (H7), equivalente a un protón más dos 
electrones, de una molécula de sustrato. 


desmosoma 

desmosorne 
Tipo de unión de anclaje célula-célula, habitualmente formada entre dos 
células epiteliales adyacentes. Se caracteriza por presentar densas placas de 


proteína en las que se insertan filamentos intermedios de las céhdas unidas. 
(Figura 19-3) 


desnaturalización 

denaturatiosn 
Cambio extraordinario de conformación de u1ua proteína o de un ácido nu- 
cleico, causado por calentamiento o por exposición a agentes químicos. Por 
lo general conlleva la pérdida de la función biológica. 

desorárribosa 

descyribose 
El monosacárido de cinco carbonos componente del DNA. Se diferencia de 


la ribosa en poseer un H en el carbono 2 en lugar de un OH. CsHipO2. 
Compárese con la dibosa. 


despolarización 

depolarization 
Cambio del potencial de membrana de una célula hasta un valor más nega- 
tivo en el interior, 


destino celular 
cell fate 
En biología del desarrollo, describe a qué tipo celulas dará lugar normal- 
mente una célula determinada en una etapa concreta de desarrollo. 
determinación 
determination 
biología del desarrollo, se dice que una célula embrionaria está determi- 
ría especializada del desarrollo. 
Caracierísticas internas de la 
ade y p ely d : aulas, detectable mucho más 
faciimente, 
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determinante antigénico (epítopo) 

antigenie detenminant (epitope) 
Región especifica de una molécula de antígeno que se une a un andcuerpo 
o aun receptor de linfocitos T. 


diacilglicerol (DAG) 

diacylgiycerol (DAG) 
Lípido producido por la rotura de fosfolípidos de inositol en respuesta a 
señales exmracelulares. Está compuesto por dos cadenas de ácido graso uni- 
das a un glicerol y acría como molécula señal pequeña colaborando en la 
activación de la proteína quinasa € (PKC). (Figura 15-38) 

diferenciación 

differenziation 
Proceso por el cual una célula sufre un cambio hacia un tipo celular clara- 
raente especializado. 


difusión 

diffusion 
Desplazamiento neto de las moléculas hacia zonas de menor concenta- 
ción, debido a oscilaciones térmicas aleatorias. 


difusión facilitada — véase transporte pasivo 
facilitated diffusior 
dinamina 
dinamin 
GTPasa citosólica que se une al cuello de una vesícula revestida de clatrina 


en el proceso de germación de la membrana y que participa en la finaliza- 
ción de la formación de la vesícula. 


dineína 

dynein 
Proteína motora de gran tamaño asociada a microtúbulos que se desplaza 
sobre ellos de manera dependiente de ATP 


diploide 

diploid 
Que contiene dos juegos de cromosomas homólogos y, por lo tanto, dos co- 
pias de cada gen a locus genético. (Compárese con haploide.) 

disco imaginal 

imaginal disc 
Grupo de células que en el embrión de Drosophila se presentan juntas, apa- 
rentemente indiferenciadas, y que se desarrollarán dando lugar a una 


estructura adulta, como un ojo, una pata o un ata. En la metamorfosis se 
produce una diferenciación manifiesta, (Figura 22-S1) 


disco Z (línea Z) 
Z disc (Z line) 
Región aplanada de un sarcómero muscular a la que se unen los extremos 


más de los hlamentos de acuna. En las micrografías se observa como una 
Enea negra transversal. 


división celular 
cell division a 
Partición de una célula en dos células hijas. En las células eucariotas cormn- 


prende la división del núcleo (mitosis) estrechamente seguida de la división 
del citoplasma (citocinesis). 


DNA (ácido desoxirribonscleico) 

DNA (deoxyribonucleio acid) 
Polinucleótido formado por unidades de desoxirribonucieótidos unidas co- 
valenternente entre sí. Contiene la información hereditaria de una célula y 
actúa como transportador de esta información de generación en genera- 
ción. (Figura 4-3 y Panel 24, pp. 116-117) 


DNA complernentario —- véase DONA - 
complementary DNA 


DNA dúplex 
duples DINA 
DNA de doble cadena 


DNA genómico 

genomic DNA 
DMA que constituye el genoma de una célula o de un organismo. Se utiliza 
en contraposición al cONA (DNA preparado por transcripción inversa a par- 
tir de MENA). Los clones de DNA genómico representan DNA clonado di- 
jectemente a partir del DNA cromosómico; una colección de tales clones de 
un genoma determinado se denornina biblioteca de DNA genómico. 

DNA helicasa 

DINA Relbicase 
Enzima implicada en la abertura de la hélice de DINA en cadenas sencillas, 
para que se produzca la replicación del DINA. 

DNA Egosa 

DNA ligase 
Enzima que , emos de dos cadenas de DNA mediante un enlace 
covalente fos na cadena cononaa de DNA. 

DMA polimerasa 

DNA polymerase 
Enzima que sint 
zan un patrón de DI 


ante la unión de macleótidos entre sí y utili- 


y 
E 
E 
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DNA primasa 

DNA primase 
Enzima que sintetiza una corta cadena de RNA sobre un patrón de DNA, 
produciendo un cebador para la síntesis de DNA. (Figura 5-11) 


DNA recombinante 

recombirarnt DNA 
Cualquier molécula de DNA formada por la uni 
procedentes de orígenes distintos. 


DNA satélite 

satellite DNA 
Enus cromosoma sucariota, regiones de DNA de secuencia muy repetitiva, 
habitualmente identificables por su composición poco habitual de nucleó- 
tidos. Es característico en los centrómeros (adernás de otros lugares) de los 
eucariotas superiores y parece que participan en la función del centrómero. 
(Figura 4-49) 


doble hélice 

double heliz 
Estruerura tridimensional del DNA, en la que dos cadenas antiparalelas de 
DNA que se mantienen unidas mediante enlaces de hidrógeno entre bases, 
se enrollan formando una hélice. (Figura 4-5) 


ón de segmentos de DNA 


dominante 

dominant 
En genética, se refiere al miembro de un par de alelos que es expresado en el 
fenotipo de un organismo, mientras que el otro alelo no se expresa, a pesar 
de que ambos alelos se hallan presentes. El opuesto a dominante es rece- 
siva. (Panel 8-1, pp. 554-555) 


dominio (dominio proteico) 

domain (protein domain) 
Porción de una proteína que tiene una estructura terciaria por sí misma. Las 
proteínas grandes por lo general están compuestas por varios dominios, cada 
uno de los cuales está conectado con el siguiente a través de regiones cortas y 
flexibles de cadena polipeptídica. En proteínas muy diferentes sereconocen 
dorninios que son homólogos entre sí. 


dominio de homología con la plecstrina (dominio PH) 

pleckstrin homalogy domain (PH domain) 
Dominio proteico que se encuenta en proteínas de señalización intracelular. 
Algunos dominios PH de proteínas señal intracelulares se unen a fosfatidili- 
nositol 3,4,5-trisfosfato producidos por la P1 3-quinasa, uniendo la proteína 
señalizadora la membrana plasmática cuando la Pl 3-quinasa es activada. 


dominio de la inonuoglobulina (dominio lg) 

imiuuneglobulin domain (g domain) 
Dominio proteico característico, de unos 100 aminoácidos, que se encuen- 
traenios cadenas ligeras y en las cadenas pesadas de una inmunoglobulina, 
Otros dominios similares a éstos, conocidos como dominios semejantes a 
una inmunoglobulina (Ug-tike), están presentes en muchas otras proteínas 
implicadas en interacciones célula-célula y en el reconocimiento de antige- 
no, y definen la superfamitia de las lg. (Figura 25-32) 


dominio PDZ 

PDZ domain 
Dominio de unión a proteína presente en muchas proteínas de armazón y 
que a menudo se utiliza como lugar de unión de colas intracelulares de pro- 
teínas transmembrana. (Figura 19-21) 


dominio PH — véase dominio de homología con la plecstrina 
PE domain 


dominio proteico — véase dorainio 
protein domain 


dominio SHE2 

SH2 domain 
Región 2 de homología con Src, un dominio proteico que está presente en 
seuchas proteínas de señalización y que se une a una pequeña secuencia de 
aminoácidos que contiene ima fosfotirosina. 


Drosophila melanogaster 
Especie de una psi mosca, habitualmente denominada mosca de la 
fruta o del vinagre, Es un organismo modelo en genética molecular, 


E. coli - véase Escherichia coli 


ectodermo 

ectoderm 
Tejido epitelial embrionario (primera hoja blastodérmica) precursor de la 
epidermis y del sisterna nervioso. 


ecuación de Nernst 

Nernsi equuation 
Expresión cuentilativa que relaciona la relación de concentraciones en el 
equilibrio de un lon a ambos lados de una membrana permeable con la di- 
ferencia de voltaje a través de dicha membrana. Panel 11-2, p. 670) 


edición del RNA 
EBNA editing 


de nucleótidos de 
o sinteuzado, mediante 
dividuales. 


ón de nucleótidos 


efecto de posición 

position effect 
Diferencias en la expresión génica que dependen de la posición del gen en el 
cromosoma y que probablemente reflejan diferencias en el estado de la cro- 
mmatina a lo largo del cromosoma. Cuando un gen activo se coloca cerca de 
la heterocromatina, la influencia inactivante de la heterocromañna puede 
llegar a afectar al gen con un grado variable, dando lugar al efecto de tarig- 
gación posicional, (Figura 4-36) 

efrina 

ephkrin , 

Una de las familias de proteínas unidas a membrana que se unen al re- 

ceptor tirosina quinasa (RTÍO Epkh el cual, entre otras funciones, estimula 

respuestas de atracción repulsión que guía la migración de las células y de 

los axones de las células nerviosas en el desarrollo de los animales. 


elF — véase factor de iniciación eucariota 


elastina 

elastin 
Proteína extracelular que forma fibras extensibles (Bbras elásticas) en los te- 
Jidos conjuntivos. 


electroforesis 

electrophoresis 
Técnica que permite separar moléculas (típicamente proteínas o ácidos nu- 
cleicos) en base a su velocidad de migración a través de un medio porosa 
cuando se someten a un campo eléctrico intenso. 


electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) : 

SDS-PAGE (sodirn dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electropharesis) 
Tipo de electroforesis utilizado para separar proteínas en función de su ta- 
maño. La mezcla de proteínas que se pretenden separar, se trata inicial- 
mente con un detergente fuerte cargado negativamente (SDS) y con un 
agente reductor (B-mercaptostanol) y después se hace desplazar través de 
un gel de poliacriamida sometido a un campo eléctrico, El detergente y el 
agente reductor despliegan las proteínas, las liberan de su asociación con 
otras moléculas y separan las subunidades palipeprídicas. Véase también 
electroforesis. 


electrón 

electron 
Partícula subatómica cargada negativamente que por lo general ocupa orbi- 
tales que rodean el núcleo de un átomo. (Figura 2-1) 


electroporación 

electroporation 
Método que permite introducir moléculas de DNA en les células, especial- 
sente en las bacterias. Un breve shock eléctrico hace que temporalmente 
la membrana celular sea permeable al DNA que no es propio de la célula. 


elemento aislante 

insulator element 
Secuencia de DNA que evita que una proteína reguladora de genes, unida al 
DNA en la región de control de un gen, influya en la transcripción de los ge- 
nes adyacentes. (Figura 7-52) 


elemento genético móvil 

mobile genetíc element 
Elemento genético (segmento de DINA) que puede desplazarse o autoca- 
piarse a otra posición del genoma. 


elemento btransponible (transposón) 
transposable element (transposon) 
+ Segmento de DNA que puede desplazarse desde una posición a otra del 
genoma por transposición. (Tabla 5-3, p. 318) 


endocitosis 

endeocytesis 
Captación de material al interior de una célula mediante la invaginación de 
la membrana plasmática y su internalización en forma de vesicila rodeada 
de membrana. Véase también pinocitosis y fagocitosis, 


endocitosis mediada por receptor 

receptor inediated endocytasis 
Proceso de internalización por endocitosis, de los compiejos ligando- eo 
tor desde la membrana plasmática. (Figura 13-53) 


endocrino 
endocrine 
Relativo a las hormonas o a las glándulas que las secretan. 


endodermo 

endodena 
Tejido embrionario (hoja blastodérmica) precursor del intestino y de los 
órganos asociados. 


endonucieasa 

endonuciease 
Enzima que rompe la cadena de polinucleótidos de los ácidos nucleicos. 
Compárese con las exonucleasas 


endosoma 

endosome 
Orgánulo de las células animales delimitado por una merbrana, que trans- 
porta material que se acaba de incorporar por endocitosis. La mayor parte 
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del material endocitado se transfiere a los lisosomas para su posterior de- 
gradación. 


endosomas de reciclaje 

recycling endosomes 
Gran vesícula intracelular, delimitada por una membrana, que está formada 
a partir de un fragmento de un endosoma; constituye una etapa intermedia 
en el proceso de retorno de los receptores reciclados hacia la membrana ce- 
lular. (Figura 13-650) 


energía de activación 

activation energy 
Energía extra que tienen que adquirir los átornos o moléculas, además de su 
propia energía basal, para poder sufrir una reacción química particular. 
(Figura 2-44] : 

energía de enlace 

bond energy 
Fuerza de la unión química entre dos átomos, medida por la energía en ki- 
localorías o kilojulios necesaria para romperla. 


energía libre (G) (energía hbre de Gibbs) 

free energy (G) (Gibbs free energy) 
Energía que se puede extraer de un sistema para impulsar reacciones. Tiene 
en cuenta cambios en energía y en entropía. (Panel 2-7, pp. 119-119) 


enfermedad autoinraune, respuesta autoinmune 
autoiminine disease, autoinmune response 


Estado patológica en el que el cuerpo desarrolla una respuesta inmune 
adaptativa contra una o más de sus propias moléculas. 


enfermedad prióvica 

prion disease 
Encefalopatías espongilormes transmisibles como la enfermedad de Kuru 
y Creutzíeld-facob (CID: Creurzfeld-Jacob disease) en humanos, el scrapie en 
ovejas y la encefalopatía espongiforme bovina (BSE: bovine spongiforma en- 
celopharhy o enfermedad de las vacas locas) en el ganado vacuno- que son 
causadas y transmitidas por formas anormales e infecciosas de una proteí- 
na (priones), (Figura 24-18) 


enlace covalente 
covalent bond 


Unión química estable entre dos átomos que se produce al compartir estos 
átomos uno o más pares de electrones. (Figura 2-5 y Panel 2-1, pp. 106-107) 


enlace de alta energía 

high-energy band ? 
Enlace covalente cuya hidrólisis en las condiciones existentes en la célula 
viva libera una cantidad de energía libre extraordinariamente elevada. Un 
grupo unido a una molécula por uno de estos enlaces es transferido con fa- 
cilidad de una a ora molécula. Como ejemplos se pueden citar los enlaces 
fosfodiéster del ATP y el enlace oéster del aceril CoA. 


enlace de hidrógeno 

hydrogen bond. 
Enlace no-covalente en el que un átomo de hidrógeno electropositivo es 
parcialmente cormpartido por dos átomos elecwonegativos. (Panel 2-3, 
pp. 110-111) 


enlace disulfuro (-£-8-) 

disulfide bond -5-5-) 
Unión covalente formada entre dos grupos sulfhidrilo de dos cisteínas. Para 
proteínas extracelulares es un sistema habintal de tur dos proteínas o dife- 
rentes zonas de una misma proteína. Se forma en el retículo endoplesmáti- 
co de las células eucariotas. (Panel 2-1, p. 107 y Figura 3-28) 


enlace fosfonnhidro 
phosphoanhydride bond 


Enlace de alta energía que une entre sí grupos fosfato, por ejemplo en el ATP. 


y enel GTE (Panel 2-4, pp. 116-117) 


enlace fosfodiéster 

phosphodiester bond 
Enlace químico covalente formado cuando dos grupos hidroxilo se unen 
mediante enlaces éster al mismo grupo fosfato, como entre los nucleótidos 
adyacentes en el DNA o el UNA, (Figura 2-28) 


enlace ghucosídico 

gtycosidic bond 
Enlace químico formado por una reacción de condensación entre 14n grupo 
hidroxilo del átomo de carbono del azúcar que coadene el grupo aldehído 
cetona y otra molécula, por lo general otro azúcar Los enfaces glucosídicos 
se hallan en numerosas estrucruras, incluyendo los polisacáridos, los ácidos 
nucleicos y las glucoproteínas. Véase M-oligosacárido y O-oligosacárido. 
(Panel 2-4, pp. 112-113) 

exdace iónico (interacción iónica) 

done bond (ionic interaction] 
Cohesión debida ala atracción elecirosiótico ente dos átomos, 10 de ellos 
con carga positiva y el otro de carga negativa. Uno de los tipos de enlace no- 
covalente, (Figura 2-5 y Panel 2-3, pp. 110-110) 


enlace no-covalente (atracción no-covalente, interacción no-covalente) 

noncovalent bond (noncovelent attraction, noncovalent interaction) 

cual, a difere del no se compaz- 
5 déblles, pero 


tea electrones 
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cuando se producen varios de ellos entre dos moléculas, suman sus fuerzas 
dando lugar a fuertes interacciones altamente específicas. (Panel 2-3, 
pp. 110-111) 


enlace peptídico 

peptide bond 
Enlace químico entre el grupo carbonilo de un aminoácido y el grupo arai- 
no de otro aminoácido una forma especial de un enlace amida. En las pra- 
teínas, los aminoácidos están unidos entre sí mediante enlaces peptidicos. 
(Panel 3-1, pp. 129-129) 


enlace químico 

chemical bond 
Afinidad química entre dos átomos que se unen entre sí, En las células se 
encuentran de tipo covalente y de úpo no-covalente. (Véase también enlace 
iónico, enlace de hidrógeno.) 


enlace tioéster 

thioester bond 
Enlace de alta energía formado por una reacción de condensación entre un 
grupo ácido facilo) y un grupo tioi (-SH). El enlace ticéster se presenta, por 
ejeraplo, en el acetil CoA y en muchos complejos enzima-sustrato. (Figura 
2-62) 


entrecruzamiento (quiasma) 

crossover (chiasma) . 
En la recombinación melótica, el entrecruzamiento es el lugar sobre los cro- 
mascmas apareados en el que un segmento de la cromátida materna está 
cambiado por el segiento homólogo correspondiente de una cromátida pa- 
terna. (Figuras 21-6 y 21-10] 


entropía (S) 

entropy (5) 
Parámetro termodinámico que mide el grado de desorden de un sistema; 
cuanto mayor es el desorden mayor es la cantidad de entropía. (Panel 2-7, 
pp. 118-119) 


envoltura nuclear (membrane nuclear) 

nuclear envelope (nuclear membrane) : 
Doble membrana (dos bicapas) que delimita el núcleo celular. Está formada 
por una membrana interna y otra externa, con mumerosas perforaciones o 
poros nucleares. La membrana externa forma un continua con el retículo 
endoplasmático. (Figuras 4-9 y 12-8) 


envoltura vírica 

viral envelope 
Bicapa de fosfolípidos derivada de la membrana plasmática de la célula 
huésped, que recubre y envuelve a un virus. Incluye también la nucleocápsi- 
de. (Figura 24-15) 


enzima 
enzymne 
Proteína que cataliza una reacción química determinada, 
enziraa proteolífica— véase proteasa 
proteolytic enzyme 
epidermis 
epidermis 
Capa epitelial que cubre la superficie externa del cuerpo. Tiene diferentes 


estructuras en los distintos grupos animales. La capa más externa del tejido 
vegetal también se denomina epidermis. 


epinefrina — véase adrenalina 
epinephrine 


epistático 

epistatic 
Describe una mutación en un gen que ermnascara el efecto de una mutación 
en otro gen cuando ambas mutaciones están presentes en el mismo orga- 
nismo o en la misma célula, 


epltelio 

epithelizom tplural epithelia) : 
Capa celular continua que reviste una superficie exterior o que delimita ma 
cavidad 


epftopo- véase determinante antigénico 
epitope 


ER - véase retículo endoplasmático 


exitrocito (céluda roja de la sangre) 

erytlirocyte fred bibod cell) 
Pequeña célula de la sangre de los vertebrados, que contiene hemoglobina y 
que transporta oxígeno a los tejidos y dióxido de carbono desde los tejidas a 
los pulmones. (Figura 11-40) : 


exrttcopoyetina 
eryihiropoletín 

Hormona producida por el riñón que estiraula la producción de eritrocitos 
portas celulas de la médula ósea roja. 


Escherichia coB (E. coli] 
Bacteria sergejan 


2n el colon de 
en la investi- 
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esfingoKpido 
sphingolipid 
Fosfolípido derivado de la esfingosina. (Figura 10-3) 
espectrina 
spectrin 
Proteína abundante asociada a la cara citosótica de la membrana plasmá- 


tica de las eritrocitos, que forma un entramado rígido que sostiene la mem- 
brana. También se presenta en otras células. (Figura 10-41) 


espectrometría de masas (MS) 

mass spectrometry (MIS) 
Técnica que permite identificar compuestos sobre la base de la relación pre- 
cisa ente su masa y su carga. Potente técnica que permite identificar pro- 
teínas y secuenciar polipéptdos (Figura 8-21) 


espermatogénesis 
spermatogenesis 
Producción de espermatozoides en los testículos. (Figura 21-20) 


espermatozoide (espermatozoo) 

sperm (spermatozcon, plural spermatozoa) 
En animales, gameto masculino maduro. Es una célula móvil y generalmente 
pegueña en comparación con el óvulo. (Figura 21-27) 


espliceosorma 
spliceosome 
Gran complejo formado por moléculas de RNA y de proteínas, que lleva a 


cabo la maduración del pre-mikNA en las células eucariotas. (Figuras 6-29 y 
6-30) 


estado de transición 

transition state 
Estnictura que se forma de manera transitoria en el transcurso de ma reac- 
ción química y que es el intermediario que tiene la mayor energía libre de 
todos los de la reacción. Su formación es una etapa limitante de la reacción. 
(Figura 3-48) 


éster 

ester 
Molécula formada por la reacción de condensación de un grupo alcohol y 
un grupo ácido. Los grupos fosfato generalmente forman ésteres cuando se 
unen a otra molécuia. (Panel 2-1, pp.106-107) 


estereacilio 

stereocilium 
Microvilli gigante que se encuentra en organizaciones en forma de “tubos 
de órgano”, en la superficie apical de las células pilosas del oído. Un este- 
reocilio no contiene microtíbuios sino un haz de filamentos de actina, por 
io que no es en realidad un cilio. (Figuras 23-13 y 23-15) 


estervide 

steroid 
Molécula lipídica e hidrófoba, que tiene una estructura de cuatro anillos ca- 
racterística; derivada del colesterol. Muchas hormonas importantes, como 
el cortisol y la testosterona son esteroides que activan receptores intracelu- 
laxes. (Panel 2-5, pp. 114-115) 


estocástico 
stachastic 
Al azar o que implica variables aleatorias, probabilidades o azar, 


estroma 
siromia 
(1) Tejido conjuntivo en el que se halla englobado un epitelio glandular o de 
otro tipo. Las células del estroma proporcionan el ambiente necesario para 
el desarrollo de otras células en el tejido. (Figura 20-19) (2) El gran espacio 
interior de un cloroplasto, que contiene enzimas que catalizan la incorpora- 
ción de CO2 a azúcares. (Figura 12-21) 
estructura cuaternaria 
queternary shructire 
Relación uidirmmensional entre las diferentes cadenas polipeprídicas que 


constituyen una proteína formada por varias subunidades o un compleja 
proteico, 


estructura primaria 

primary struchare 
Secuencia lineal de unidades monoméricas de un polímero, como la se- 
cuencia de aminoácidos de una proteína. También se puede referir a la 
estructura histológica de una raíz o un tallo jóvenes. 


estructura secundaria A RES, IA A 
secondary sinaciare 
Patrón de plegamiento local y regular de una molécula polimérica. En pro- 
teínas, las hélices a y las láminas $. 
estruchara terciaria 
tertiary siructiure 
Forma tridimensi 


i compleja de una cadena polimérica plegada en espe- 
> de una molécula de RIVA. 


2 verdadera, en contraposición con las arquezs (arqueobacterias). 


eucariota 

eucaryote (eukaryote) 
Organismo compuesto por una o más células que tienen el núcleo diferen- 
ciado. Son los miembros de una de las tres principales divisiones que 
constituyen el mundo vivo, siendo las otras dos las bacterias y las arqueo- 
bacterias. (Figura 1-21) 


eucromatina 

euchromatin 
Región de un crornosoma en interfase que se tiñe de forma difusa; la cro- 
matna “normal” es lo opuesto a la heterocromatina más condensada, 

exclusión alélica 

allelic exclusion 
Expresión de una proteína exclusivamente a partir de uno de los dos alelos 
del gen que codifican la proteína en la célula, como ocurre por ejeraplo en la 
expresión de una inmunoglobulina, de un receptor de ima célula T o de un 
receptor olMfativo. 


exocitosis 

exocytosis 
Proceso mediante el cual son segregadas la mayoría de las moléculas en una 
célula eucariota. Estas moléculas están empaquetadas en el interior de vesí- 
culas que se fusionan con la membrana plasmática y liberan su contenido al 


exterior. 

exón 

exon 
Segmento de un gen eucariota formado por una secuencia de nucleótidos 
que posteriormente estará representada en un mRNA, en la molécula final 
de RNA de transferencia, RNA ribosómico u otra molécula de RNA maduro. 
En los genes que codifican proteínas, los exones codifican los aminoácidos 
de la proteína. Por lo general un exón está situado adyacente a una secuen- 
cia de DNA no codificante, que se denomina intrón. (Figura +15) 

exomucleasa 

exonuclease 
Enzima que elimina nucleótidos de uno en uno, de los extrermos de las poli- 
nucleótidos. 

expresión génica 

gene expression 
Producción de un producto molecular observable (RNA o proteína) por un gen. 

extensión convergente 

convergent oxtension 
Reorganización de células en un tejido que hace que éste se extienda en una 
dimensión y se encoja en otra. (Figura 22-70) 

extremo más 

plus end 


Extremo de un microtúbulo o de un filamento de actina en el que la adición 
de monómeros se produce con más rapidez que en otras zonas; el extrema 
de "crecimiento rápido” de un rmicrotúbulo o de un filamento de actina. El 
extremo más de un filamento de actina también es conocido como extremo 
en cola. (Panel 16-2, pp. 978-979) 


extremo menos 

minus end 
Extremo de un microtúbulo o de un filamento de actina en el que la adición 
de monómeros se produce más lentamente; el externo de “crecimiento lento” 
de un microtúbulo o de un filamento de actina. El extemo menos de un 
filamento de actina también es conocido como exuemo en punta. (Panel 
15-2, pp. 978-979) 


FoF, ATPasa-— véase ATP sintasa 
FoF, 4TPase 


facior catastrófico 

catastrophe factor 
Molfécula que desestabiliza las asociaciones de microtúbulos al incrementar 
la frecuencia de desensamblaje rápida de las subunidades de tubulina de un 
extremo (catástrofe). (Figura 16-16) 


factor de crecimiento 

growtk factor 
Proteína señal extracelular que puede estimular una célula a proliferar. Á 
menudo denen también otras funciones, como el estírmio para la su- 
peravencia. Como ejemplos, el factor de crecimiento epidérmico (ESF: epi- 
dermal growth facton y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas 
(PDGE: plateler-derived growth facton. 


factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) 

vascular endotelial growth factor (VEGF) 
Proteína secreteda que estimula el cercimiento de los vasos sanguíneos. 
(Tabla 15-4, p. 923 y Figur ) 


factor de elongación (EE) 

elongation factor (EF) 
Nomencdarura vúlizada tanto £ 
Enla tanscripción, factores de elongaci 
sa que le permiten transc: 
él Enda traducción, factore: 
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factor de iniciación (IF y elF) 

initiation factor (1F and elF) 
Proteína que estimula la asociación adecuada de ribosomas con mRNA, 
necesaria para que se inicie la síntesis de proteínas. De forma abrevia- 
da, en procariotas se denomina IF y en eucariotas elE Los elF colaboran 
en la carga del Met-tRNAI sobre el ribosoma e inician de este modo la tra- 
ducción. (Figura 6-72) 


factor de iniciación encariota (elF) 

eucariotie initiation factor (e1F) 
Proteína que ayuda a cargar el ¿RNA iniciador sobre el ribosoma, comen- 
zaudo así la raduección. 


factor de liberación 

release factor 
Proteína que permite que una proteína acabada de sintetizar se libere del ri- 
bosorma, uniéndose en el lugar tRNA del ribosoma (cuya estructura mime- 
tiza). (Figura 16-74) 


factor de necrosis tumoral (TWFa) 

tumor necrosis factor (INFa) 
Citoquina que es especialmente importante en la inducción de las respues- 
tas inflamatorias. (Figura 15-79) 


factor de supervivencia 
survival factor 


Señal extracelular que estimula la supervivencia de una célula inhibiendo la 
apoptosis. (Figura 18-14) 


factor de transcripción 

transcription factor 
Térrnino aplicado de forma laxa a cualquier proteína necesaria para iniciar 
o regular la transcripción en eucariotas. Incluye tanto a proteínas regula- 
doras de genes, factores generales de transcripción, coactivadores, correpre- 
sores, enzimas modificadoras de histonas y complejos remodeladores de la 
cromatina. (Figuras 6-19 y 7-44) 


factor estiomiador de colonias (CSF) 

colony-stimulating factor (CSF) 
Nombre genérico utilizado para designar las numerosas moléculas señal 
que controlan la diferenciación de las células sanguíneas, 


factor general de transcripción 

general transcription factor 
Cualquiera de las proteínas cuyo ensamblaje sobre tin promotor es nece- 
sario para la ución y la activación de la RNA polimerasa y la iniciación de la 
transcripción. (Tabla 6-3, p. 341) 


factor intercambiador del nucleótido de guanina (GEF) 

guanine nucleotide exchange factor (GEF) 
Proteína que se une a na GTPasa y la activa estimulando la liberación del 
GDP que tiene fuerternente unido, permidendo que en su lugar se una un 
GTE (Figura 3-73) 


FAD/FADH2 (lavina adenina dinueleótido/favín adenín dinucleótido reducido) 

FADIFADH: flavin adenine dinucleotidelreduccd flavin adenine dimucleotíde) 
Sistema vransportadar de electrones que participa en el ciclo del ácido cítrico. 
Una molécula de FAD gana dos electrones y dos protones y se transforma 
en el transportador activado FADHa. (Figura 2-83) 


fago - véase bacteriófago 

phage 

fagocito 

phagocyte 
Término general que se aplica a una célula fagocítica profesional, es decir, 
una célula como un macrófago o un neutráfilo especializada en captar par- 
tículas y microorganismos mediante fagocitosís. (Figura 13-46 y 13-47) 


fagocitosis 

phagocytosis 
Proceso mediante el cual células no deseadas, desechos y otro material par- 
ticulado es endocítado por una célula. Es destacable en algunas células 
carnívoras, como Amoeba proteus, y en los macrófagos y neutrófilos de ver- 
sebrados, Del guego phagein, comer [Figura 24-53) 


fagosoma 


phagosome 
Gran vesícula intracelular deliroitada por una membrana, que resulta de la fa- 
gocitosis. Coniene material extracelular ingerido. (Figura 24-30) 


FAK - véase quinasa de adhesión foral 

familia Bcl2 

Bell family 
Familia de proteínas intracelulares que estimulan o inbiben la apoptosis re- 
gulando la liberación de citocromo e o de otras proteínas mitocondriales 
desde el espacio intenmembraga hasta el chosol. 


familia de inbibidores de la apoptosis - véase Taroidia ¡AP 
inhibitor of apoptosis family 


septor faniby (TLAj 
lecos, importante que reconocen un patrón 
XDIESZ células del sistema iomunitario imato. 


615 


Reconocen moléculas inrmunoestirmulantes asociadas 2 patógeno, como los 
lipopolisacáridos y los peptidoglucanos. (Figura 24-51) 


familia JAP (inhibidores de apoptosis) 
JAP (inhibitor of apoptosis) family 
Proteínas intracelulares inhibidoras de la apoptosis, 


Fas (proteína Pas, receptor de muerte Fas) 

Pas (Pas protein, Fas death receptor) 
Receptor tansmerabrana de muerte que inicia la apoptosis cuando se une a 
su ligando extracelular Gigando de Fas). (Figura 18-6) 


fase Go 

Go phase 
Estado de descanso del ciclo de división celular eucariota, que se produce 
debido a un estado de quiescencia en la fase G1. Estado habitual, a veces 
permanente, de las células diferenciadas, 


fase G1 

G, phase 
Fase 1 (G: Gap) del cíclo de división celular eucariota, que va desde el final 
de la sitosis hasta el inicio de la síntesis de DINA. (Figura 17.4) 


fase Gz 

Ge phase 
Fase 2 (G: Gap) del cicla de división celular eucariota, que va desde el final 
de la síntesis del DNA hasta el principio de la mitosis. (Figura 17-4) 


fase M 
M phase 
Periodo del ciclo celular eucariota durante el cual los cromosomas se con- 
* densan y el núcleo y el citoplasma se dividen. (Figura 17-4 y Panel 17-1, 
pp. 1072-1073) 


faseS 

S phase 
Periodo del ciclo celular de una célula eucariota en el que se sintetiza DNA. 
(Figura 17-14) 


fecundación in vitro (1VF) 

in vitro ferailization (1VF] : 
Tratamiento de infertilidad en el que los occitos maduros son fecundados 
con espermatozoides fuera del cuerpo de la madre; los cocitos fecunda- 
dos con éxito son cultivados durante algunos días y los embriones termn- 
pranos son transferidos al interior del útero de la madre. 


fecundación 

fertilization 
Fusión de un gameto masculino con un gameto femenino (ambos haploi- 
des) formando un cigoto diploide que se desarrollará formando un nuevo 
individuo. 

fenotipo 

phenotype 
Carácter observable (tanto apariencia física como comportamiento) de una 
célula o de un organismo. (Panel 8-1, pp. 554-555) 


fermentación 

Jfermentation 
Vía metabólica anaeróbica productora de energía. Por ejemplo, en la glucó- 
lisis anaeróbica el piruvato se transforma en lactato o en etanol, con la con- 
versión de NADH a NAD*. (Figura 2-71) 


fibra elástica 

elastia fiber 
Fibra extensible formada por la proteína elastina, presente en muchos te- 
jídos conjuntivos animales, como la piel, los vasos sanguíneos y los pulmo- 
nes, que les confiere su elasticidad y flexibilidad. — * 


fibroblasto 

fibroblast 
Tipo celular común que se encuentra en el tejido conjuntivo. Secreta una 
matriz extracelular rica en colágena y en otras macromoléculas de matriz 
extracebilas, Migra y prolifera fácilmente en tejidos dañados y en cultivos de 
tejido. Da lugar al fibrosito 

fbronectina 

Jibronectin 
Proteína de la matiz extracelular que está implicada en la adhesión de las 
células a la matriz y en la orientación de las células que migran durante la 
embriogénesis, Las integrinas de la saperficio cebalar son receptores para 
la fibronectina, 


fijación del nitrógeno 

nitrogen fixation z 
Proceso bioquímico llevado a cabo por ciertas bacterias, que reduce el ni- 
trógeno atenostérico (N2) a arnoníaco, posibilitando la posterior síntesis de 
diversos metabolilos que contienen nitrógeno. 

Gjador 

Jfoative 
Reactivo róxido de 


Se 


OCeSo 
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filamento de actina (microblamento) 

actin filament (microfilament) 
Filamento proteico helicoidal formado por la polimerización de moléculas 
globulares de actina. Constituyente principal del citoesqueleto de todas las 
células eucariotas y del aparato contráctil del músculo esquelético. (Parvel 
16-1, p. 968) 


filamento intermedio 

intermediate filament 
Filamento proteico fibroso (de unos 10 nn de diámetro) que forma redes en 
las células eucariotas. Uno de los tres tipos más importantes de filamentos 
del citaesqueleto, (Panel 16-1, pp. 968-969) 


filogenja 
phylogeny 
Historia evolutiva de un organismo o de un grupo de organismos, a menudo 


presentada en forma de diagrama como un árbol filogenético. (Figuras 4-75 
y 14-72) 


filopodio (microespina) 

filopodium (plural filopodia) (rmicrospilee) 
Protuberancia delgada y puntiaguda, con un núcleo de actina, que se ge- 
nera en el frente de avance de una célula animal en desplazamiento. 
(Figura 16-47) 


filtro de selectividad 

selectivity filter 
Parte de la estructura de un canal iónico que determina qué jones puede 
trausportar el canal. (Figuras 11-23 y 11-24) 


FISH - vdase hibridación fuorescente in situ 


fagelo 

Jlagellum (plural flagella) - 
Protuberancia larga, semejante a un látigo, cuyas ondulaciones empujan la 
célula a través de un medio fluido. Los Hagelos de las células eucariotas son 
versiones largas de los cilios, Los flagelos bacterianos son más pequeños y 
completamente diferentes en su consutución y en su mecanismo de acción. 
Compérese con cilio, 


Ravina adenica dinucleótido — véase FADIFAD Ha 
flavin adenine dinucleotide 


flujo de microtúíbulos 

microtubute flux 
Desplazamiento de moléculas individuales de tubulina en los microtúbulos 
del huso hacia los polos por pérdida de moléculas de tubulina en sus extre- 
mos menos. Colabora en la generación de los desplazarnientos hacia los po- 
los de las cromátuúdas hermanas después de su separación en la anafase. 
(Figura 17-41) 


fluorescencia 

fluorescence 
Emisión de luz que presentan algunas sustancias (fuorocrormos) cuando 
sus electrones, que han sido excitados por la absorción de luz, retoman a sus 
niveles de energía normales, Las radiaciones emutidas siempre tienen menor 
energía (mayor longitud de onda) que la radiación absorbida. 


fosfatasa 


. phosphatase 


Enzima que cataliza la eliminación hidrolítica de grupos fosfato de una mo- 
lécula, 


fosfaridilcolina (lecitina) 

phosphatidyicholine (lecithin) 
Fosfolípido común presente en abundancia en la mayoría de las merbra- 
nas biológicas. (Figura 10--3) 

fosfatidilinosital 

phosphatidylinositol 
Un fosfolípido de inositol, (Figura 15-37) 


fosfatidilinosital 4,5-bisfosíato (P1(4,5)P2, PIP2 

phosphatidylinositol 4, S-bisphosphate (PX4,5)Po, PIP 4) 
Fostolípido de inositol de membrana (un fosfoinosiido) que es fragmen- 
tado por la fosfolipasa Cen 1Py y diacilgliceral al principio de la via de seña- 
lización de fosfolípidos de inositol. También puede ser fosforilado par la PI 
3-quinasa produciendo lugares de anclaje de PIP para proteínas de seña- 
lización en la vía de señalización de la P[ 3-quinasa/Akzt, (Figuras 15-38 y 
15-64) 

fosfoglicérido 

phosphogliceride 
Fosfolípido derivado del glicerol, abundante en las biomembranas. (Figuras 
10-2 y 10-3) 


fosfoinosítido-- véase fosfolípido de inositol 

phosphoinositide 

fosfoinosítido 3-quinasa (P1 3-quinasa) 

phosphoinositide 3 inase (P1] 3-ánase) 
Enzima Drlcs a mecorana cue 


oroponente de la vía de señalización 


elá 


acia 


etnión al PI? enla 


fosfolipasa € (PLC) 

phospholipase £ (PLC) 
Enzima unida a membrana que rompe fosfolípidos de inosito! produciendo 
1Py y diacilglicerol en la vía de señalización de los fosfolípidos de inositol. 
La PLCR es activada por GPCR, vía proteínas G específicas, mientras que la 
PLCf es activada por RTX, (Figuras 25-39 y 15-55) 


fosfolípido 

pheosphalipid 
Categoría principal de moléculas lipídicas utilizadas para construir bio- 
membranas. Por lo general están compuestos por dos ácidos grasos nidos 
a través de un glicerol (o esfingosina) fosfato a uno de entre varios grupos 
polares, (Figura 10-3 y Panel 2-5, pp. 114-115) 


fosfolípido de inosital (fasfoinosítido) 

inositol phospholipid (phosphoinositide) 
Lípido que contiene un derivado fosforilado del inositol. Componente mi» 
noritario de la membrana plasmática pero importante en el marcaje de dife- 
rentes membranas y en la transducción intracelular de señales en las células 
eucariotas. (Figura 15-37) 


fosforilación 

phosphorylation 
Reacción mediante la cual un grupo fosfato queda unido covalentemente a 
otra molécula, 


fosforilación oxidativa 

oxidative phosphorylation 
Proceso que tiene lugar en bacterias y mitocondrias en el que la formación 
de ATP está impulsada por la transferencia de electrones a través de la cade- 
na de transporte de electrones hasta el oxígeno molecular. Supone la genera- 
ción intermedia de un gradiente de protones (gradiente de pH) a través de 
una membrana y el posterior acoplamiento quimiosmótico de este gradiente 
con la ATP sintetasa. (Figuras 14-10 y 14-14) 


fotoactivación 

photoactivation 
Técnica para estudiar procesos intracelulares mediante la cual una forma 
inactiva de una molécula de interés se introduce en una célula y a continua- 
ción es activada por un haz de luz enfocado en una mancha precisa en la 
célula, (Figura 9-30) 


fotofosforilación no cíclica 

noncyclic photophosphorylation 
Proceso fotosintético de plantas y cianobacterias que produce ATP y NADPH. 
(Figura 14-49) 


fotorreceptor 
photoreceptor 
Célula o molécula sensible a la luz. 


fotorreceptor en forma de bastón (bastón) 

red photoreceptor (rod) 
Célula fotorreceptora de la retina característica de los vertebrados que es 
responsable de la visión en blanco y negro en presencia de luz tenue. (Figura 
23-17) 

fotorrespiración 

photorespiration 

roceso metabólico poce eficiente que tiene lugar en los vegetales en con- 

diciones de bajos niveles de COz en el que se utiliza Oz y se libera COz sin 
producir carbohidratos para almacenamiento. 


fotosíntesis 

photosynihesis 
Proceso mediante el cual las plantas, las algas y algunas bacterias utilizan la 
energía solar para impulsar la síntesis de moléculas orgánicas a partir de 
dióxido de carbono y agua. (Figuras 2-40 y 14-38) 

fotosistema 

photosystem 
Complejo multiproteico que participa en el proceso de fotosíntesis. Capta 


la energía solar y la convierte en formas de energía útiles para el organismo, 
(Figura 14-43) 


fragmento de restricción 

restriction fragment 
Fragmento de DNA generado por la acción de una o varias enzimas de res- 
triicción. 


fragmentos de Okcazala 

Okazalá fragmnents 
Cortas secuencias de DNA producidas sobre la cadena retrasada durante la 
replicación del DINA. Estas secuencias son rápidamente unidas por una 
DNA ligasa formando una hebra conta de DMA. (Figura S-7) 


tagmoplasto 
phragmoplast 
Estructura constituida por microtúbulos y lamentos de actina quese forma 


futuro plano de división de una célula vegetal y que griía la formación 
aca celular. (Figura 17-57) 


ERA? -udase recsperación Duerescente tras fetoblangueado 


se Huorescencia por transferencia de egergía de Muorescencdila porre- 
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fuerza hidrofóbica 

hydrophobic force 
Fuerza ejercida por una red de moléculas de agua unidas entre sí mediante 
enlaces de hidrógeno que une dos superficies no polares excluyendo el agua 
que hay entre ellas, (Panel 2-3, pp. 110-111) 

fuerza protón-rmnotriz 

proton-motive force 
Fuerza ejercida par un gradiente electroquímico de protones que desplaza 
protones a través de una membrana. (Figura 14-13) 

G- véase energía libre 

AG- véase variación de energía libre 

AG” - véase variación de energía libre estándar 

G¡- véase proteína G inhibidara 

Gg 

Gg 
Tipo de proteína G que acopla GPCR a la fosfolipasa C-f e inicia la vía de se- 
ñalización de los fosfolípidos de inositol. 


Gs - véanse proteína G estimuladora 


Gi-Cdk 
Gr-Cdk 
. Complejo ciclina-Cdk que se forma en las células de vertebrado por una ci- 


clina G,/S y por la correspondiente quinasa dependiente de ciclina (Cdk). 
(Tabla 17--1, p. 1063) 


G¡/S-Cdk 

GyS-Cdk 
Complejo ciclina-Cdk formado en las células de los vertebrados por una 
cicliga G1/S y la correspondiente quinasa dependiente de ciclina (Cdk: ciclin- 
dependent kinase), (Figura 17-16 y Tabla 17-1, p. 1063) 


GAG - véase glucosaminoglucano 


gámeto 

gamete 
Célula haploide especializada en la reproducción sexual (un espermatozoi- 
de o un oocito) formada por meiosis a partir de una célula primordial, Véase 
también célula germinal, 


ganglio 

ganglion (plural ganglia) 
Agrupación que está formada principalmente por cuerpos (somas) de células 
de con células gliales asociadas, localizadas fuera del sistema nervioso 
central. 


gangliósido 

ganglioside 
Cualquier glucolípido que tenga uno o más residuos de ácido siálico en 
su estructura. Se encuentra en la membrana plasmática de las células euca- 
rjotas y es especialmente abundante en las fibras nerviosas. (Figura 10-18) 


GAP - véase proteína activadora de GTPasa 
gastrulación 
gastrulation 
Etapa de la embriogénesis animal durante la cual el embrión pasa de ser 


una esfera de células a ser una estructura con una cavidad interna (gástrula). 
(Figura 22-23) 


GEF - vénse factor intercambiador del nucleótfido de guanina 


geminina » 

geminin 
Proteína que previene la formación de nuevos complejos prerreplicativos 
durante la fase 3 y la mitosis, asegurando así que los cromosomas se hayan 
replicado una sola vez en cada ciclo celular, 


gen 

gene 
Región del DNA que es transerita como una unidad y que transporta la in- 
formación de una característica hereditaria discreta, que habitualmente 
corresponde a (1) una sola proteína lo a un conjunto de proteínas relacio- 
nadas entre sí generadas por varios procesos postranseripcionales) o (2) un 
solo ENA (o un conjunto de RNA estrechamente relacionados entre sí) 


gen Cde (gen del ciclo de división celular) 

Cde gene (cell-division-cycle gene) 
Gen cuyo producto (una proteína Cdc) controla una etapa específica o un 
conjunto de etapas del ciclo celular de los escariotas. Inicialmente se iden- 
úficó en levaduras. 


gen constructivo 

housekeeping gene : 
Geo que proporciona una función necesaria en todos los tipos celúlares de 
un organismo, independientemente de cuál sea si papel especializado. 


gen de efecto materno 
maternal-effect gene 
Gen que actúa en la ma 


ecificand 


ENA y proteínas 
desarrollo del ern- 
oelgen mutante. 
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gen de polaridad de segmento 

segment-polarity gene 
En el desarrollo de Drosophila, un gen que participa en la especificación de 
la organización anteroposterior de cada segmento corporal, (Figuras 22-37 
y 22-41) 


gen de regla par 

pair-rule gene 
En el desarrollo de Drosophila, gen que se expresa en series de bandas trans- 
versales a lo largo del cuerpo del embrión y que colaboran en la determina- 
ción de sus diferentes segmentos (Figura 22-37) 


gen de virulencia 
virulence gene 
Gen que contribuye a la capacidad de un organismo a provocar enfermedades. 


gen del ciclo de división celular — véase gen Cde 
cell-division-cycle gene 


gen estructural 

structural gene 
Región de DNA que codifica una proteína o una molécula de RNA que forma 
parte de una estructura o que tiene una función enzimática. En contraposi- 
ción a las regiones del DNA que regulan la expresión de genes. 


gen gap 

gap gene 
En el desarrollo de Drosophila, un gen que se expresa en regiones específi- 
cas a lo largo del eje antero-posterior del embrión temprano y que ayuda a 
designar las divisiones principales del cuerpo del insecto. (Figura 22-37) 


gen mucador (reportero a informador) 

reporter gene 
Construcción genética, generalmente artificial, en la que una copia del DNA 
regulador de un gen de interés se asocia a una secuencia que codifica un 
producto fácil de detectar. La presencia o ausencia de este producto (la “pro- 
teína marcadora” o “reportera”) en una célula que contiene la construcción 
indica si el gen de interés es activo a inactivo. (Figura 8-70) 


gen marcador seleccionable 

selectable marker gene 
Gen incluido en un constructo de DNA para poder detectar la presencia de 
este constructo en una célula, haciendo posible seleccionar las células que 
tienen este constructo. 


gen pronewual 

proneural gene 
Gen cuya expresión define células con el potencial de desarrollarse como 
tejido neural, 


gen RNA 
TrRNA gene 
Gen que codifica un RNA ribosómico (1RNA). 


gen selector homeótico 

homeotic selector gene 
En el desarrollo de Drosophila, un gen que define y preserva las diferencias 
entre segmentos corporales. 


gen supresor de tumores 

Tu1no0r SHpressor gene 
Gen que aparentemente colabora evitando la formación de un cáncer. 
Cuando una mutación de pérdida de función afecta a este tipo de genes, la 
predisposición a sukrir un cáncer aumenta. (Figura 20-27) 

genética 

genetics 
Estudio de los genes de un organismo sobre la base de la herericia y la varia- 
bilidad. 

genética inversa (o reversa) 

reverse genebíos 
Aproximación al descubrimiento de la finción de un gen, que se inicia a 
partirdel DMA (gen) y de su producto proteico y en la que posteriormente se 
generan mutantes para analizar la función del gen. 


genoma 

gename 
La totalidad de la información genética perteneciente a una célula o un or- 
ganismo; concretamente, el DNA que contiene esta información. 


genómica 
genomics 
Estudio de las secuencias de DNA y las propiedades de los genomas. 


genotipo 

genotype 
Constinación genética de una célula individual o de un organismo. Corn- 
binación particular de alelos encontrada en un individuo determinado. 
(Panel8-1, pp. 254-555) 


GFP- véase proteíoa Duarescente verde 


giga 
Elgs- 
Prefijo que denota mil millones (109), 
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glicerol 

glycerol 
Pequeña molécula orgánica pariente de muchas otras moléculas pequeñas 
de la célula, corno los fosfolípidos. (Panel 2-5, pp. 114-115) 

glucagón 

glucagon 
Hormona producida por el páncreas que estimula a las células del hígado a 
transformar en glucosa el glucógeno acumulado y que produce un incre- 


mento de los niveles de azúcar en sangre. Este efecto es opuesto al de la in- 
sulina. 

glucógeno 

glycogen 
Polisacárido compuesto exclusivamente por unidades de ghucosa. Se utiliza 
para almacenar energía en las células animales. Forma grandes gránulos 
queson sobre todo abundantes en las células del hígado y también del mús- 
culo. (Figwra 2-75 y Panel 2-4, pp. 112-113) 


gZlucolípido 

glycolipid 
Molécula lípídica que tiene unido un residuo de azúcar o un oligosacárido., 
(Panel 2-5, pp. 114-115) 

ghucólisis 

alycolysis 
Vía metabólica ubicua que se produce en el citosol, mediante la cual los 
azúcares son degradados de forma incompleta y se produce ATR Literal- 
mente, “rotura de los azúcares”. (Figura 2-70 y Panel 2-8, pp. 120-121) 


elucoproteína 
glycoprotein 
Cualquier proteína con una o más cadenas de oligosacárido unidas de for- 
ma covalente a las cadenas laterales de los aminoácidos. Lo son la mayoría 
, de las proteínas secretadas y de las proteínas expuestas en la superficie ex- 
terna de la membrana plasmática. 


ghucosa 

ghucose 
Azúcar de seis carbonos que tiene un papel principal en el metabolismo de 
las células vivas, Se almacena como polímero en forma de glucógeno en las 
células animales y en forma de airmidón en las células vegetales. (Panel 2-4, 
pp. 112-113) 


glucosarminoglucano (GAG) 
atycosaminoglycan (GAG) 
Polisacárido largo, lineal y muy cargado eléctricamente, compuesto por pa- 
res de azúcares repetidos, uno de los cuales siempre es un amino azúcar. En 
proteoglucanos de la mauiz extracelular se encuentra sobre todo unido de 
forma covalente a un núclen proteico. Como ejemplos, el condroitín sulfato, 
el ácido hialurónico y la heparina. (Figura 19-55) 


glucosilación 
glycosilation 
Adición de uno o más azúcares a una molécula proteica o lipídica. 


GMP cíclico (c MP) 

eyclio GMPAOGMP) 
Nucleótido que es generado a partir del GTP por la guanilato ciclasa en res- 
puesta a varias señales extracelulares. 


gradiente electeoquímico 

electrochermical gradient ” 
influencia combinada de la diferencia de concentración de un ion a un lado 
yaotco de la membrana y de la diferencia de carga eléctrica a través de esta 
rrembrana (potencial de mernbrana). Los iones 0 las moléculas cargadas 
eléctricamente sólo pueden desplazarse de forma pasiva a través de la 
mernbrana, a favor de su gradiente electroquímico. 


grana (singular graniaro) 

grana (singular granunt 
Discos memibranosos apilados (tilacoides) presentes en los cloroplastos que 
contieneo clorofila y que son los hagares en los que se producen las reaccio- 
nes de la fotosíntesis que atrapan energía huninosa. (Figuras 14-35 y 14-36) 


gránulo cortical 

cortical granule 
Vesícula de secreción especializada que se localiza debaje de la membrana 
plasmática de los oocitos no fecundados, incluidos los de rmamifero. El con- 
tenido de los dea corticales se líbera por exocitosis tras la fecuadación 
y altera la cubierta del cocito de forma que se impide la entrada de 1más es- 
nuca: 


graaulocito 

grantilocyte 

Categoria de células sanguín 
presentar 
basófilos y los eos! 


s de la sere blanca que se caracterizan por 
s. Incluyen los neutrófilos, los 
an a partía de tuna célula pro- 


ramiento energé 
eroles, es decir, ácidos 


idas. Está compuesta de tria- 
con glicerol. 


grupo acilo (-CO-R) 

acyl grop (LO-E) 0 
Grupo funcional derivado de un ácido carboxÍlico (R -— E cí% OH. 

grupo alquilo (CaHon+1) 

allyl group (Canas) 


Término general para designar un grupo de átomos de carbono € hidróge- 
no, unidos covalentemente entre sí, como el grupo metilo (-CHy o el grupo 
etilo (CH2-CB3)- Por lo general forman parte de moléculas orgánicas más 
grandes, Forman radicales libres extrernadamente reactivos, * 


grupo azoino (-MH) 

amina group (DAA) 
Grupo funcional ligeramente básico derivado del arnoniaco (NHa) en el que 
una o más átomos de hidrógeno se hallan reemplazados por otro átorno. En 
solución acuosa puede aceptar un protón, presentando entonces Una carga 
positiva MNHz") 


grupo carbonilo (C=0) 

carbonyl group (C=0) 
Átorno de carbono unido a un átormo de oxígeno mediante un doble enlace 
(0-0). (Panel 2-1, p. 107) 


grupo carboxilo (-COOH) 


carboxyl group (-COOH) 
Átomo de carbono unido a un átomo de oxígeno mediante un doble enlace 
y aun grupo hidroxilo. Las moléculas que contienen um grupo carboxilo son 
ácidos débiles: los ácidos carboxdlicos. (Panel 2-1, p. 107) 


grupo metilo (-CHg) 
methyl group (40H 3) 
Grupo químico hidrofóbico derivado del metano (CHa). 


GTP (guanosina 5 ”-trifosfato) 

GTP (guanosine 5"-triphosphate) 
Nucleósido trifosfato producido mediante la fosforilación de GDP (guano- 
sína difosfato). Cono el ATB cuando se hidroliza su grupo fosfato terminal 
libera una gran cantidad de energía libre. Desernpeña un papel importante 
en el ensamblaje de los microtúbulos, en la síntesis de proteínas y en la se- 
ñalización celular. (Figura 2-83) 


GTPasa 

GTPase 
Enzima que transforma el Gre en GD? Corresponden a dos grandes 
familias. Las proteínas G briméricas grandes están compuestas por tres 
subunidades diferentes y generalmente acoplan GPCR a enzimas o a cana- 
les iónicos de la membrana plasmática. Las proteínas inonoméricas de 
unión a GTP (también denominadas GYPasa raonoméricas) están forma- 
das por una sola subunidad y participan en la transmisión de señales en 
rauchos procesos de señalización intracelular, regulando el tráfico intrace- 
lular de vesículas dirigiéndolo hacia el citoesqueleto, Tanto las proteínas 
G triméricas como las GTPasa monoméricas alternan entre una forma acti- 
va unida a GTP y ova forma inactiva unida a GDP y, con frecuencia, actúan 
como interruptores moleculares en las vías de señalización intracelular. 
(Figura 15-19) 


GTPasa monomérica - véase GTPasa 
maonomeric GTPase 


guanosina trifosfato - véase GTP 
guanosine triphosphate 


Hr -- véase ion hádruco 
H* - véase protón 


haploide 

haploid 
Que tiene una sola copia del genoma (un juego de cromosomas), como un 
espermatozoide, un cocito no fecundado o una bacteria, Compárese con 
diploide, 


haplotipo 

haplotype 
Genotipo haploide 

helicasa — véase DNA helicasa 

helicase 

hélice alía (hélice (0 

alpha huelix (a helix) 
Parrón estructural cormúán de proteínas en el que ana secuencia lineal de 
aminoácidos se pliega formando una hélice dextrós estabilizada por 


enlaces de hidrógeno entre átomos del esquelero de la propia cadena. (Figu- 
a 34 + 


hélice-bucio-hélice (POB) 
helix-loop-helis (HE) 
plas een cal de tuuón a al DNA que está y 
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hélice-gdro-hélice 

helix-1urn-helixz 
Motiyo estructural de unión a DNA presente en muchas proteínas regula- 
doras de genes, que consiste en dos hélices alfa unidas entre sí a un ángulo 
fijo y conectadas por una corta cadena de aminoácidos, que constituyen el 
giro. Las proteínas que contienen este motivo frecuentemente forman dí- 
raeros simétricos y se unen a secuencias de DNA que son sirnilares a sí mis- 
mas y que están dispuestas de forma simétrica. Hay que diferenciarlo del 
motivo hélice-bucle-hélice. (Figuras 7-10, 7-11 y 7-12) 

hematopoyesis 

hemopaiesis (hematopolesis) 
Generación de las células de la sangre, principalmente en la médula ósea roja. 
(Figura 23-42) 

heniúdesmosoraa 

hemidesmosome 


Unión de anclaje celular especializada que se forma entre una célula epite- 
líal y la lárnina basal subyacente. 


hemo 
heme 
Molécula orgánica cíclica que contiene un átomo de hierro, que en el caso 


de la hemoglobina transporta oxígeno y en el de los citocromos transporta 
un electrón. (Figura 14-22) 


hepatocito 
hepatocyte 
Principal tipo celular del hígado. 


herencia epigenética 

epigenetic inheritance 
Herencia de cambios fenotípicos en una célula o en un organismo que no 
resultan de cambios en la secuencia de nucleótidos del DNA. Pueden de- 
berse a circuitos de retroalimentación positiva de proteínas reguladoras de 
genes o a la herencia de modificaciones de la cromatina, como metilacio- 
nes del DNA o modificaciones de las histonas, que provocan la formación de 
heterocromatina. (Figuras 4-35 y 7-86) 


heterocarionte 

heterocaryon 
Célula con dos o más núcleos genéticamente distintos; producida por la fu- 
sión de dos o más células diferentes. 


heteracigota 
heterozygote 


Célula o individuo diploide que tiene dos alelos diferentes de una o más ge- 
nes determinados. 


heterocromatina 

heterochromatin 
Región de un cromosoma que durante la interfase permanece con la cro- 
matina extraordinariamente condensada e inactiva en términos transcrip- 
cional. Compárese con eucromatina., 


heterodímero 
heterodimer 
Cornplejo proteico formado por dos cadenas polipeptídicas diferentes. 


hialuronano tácido hialurónico) 

hyaluran (hyaluronic acid) 
Tipo de glucosaminoglucano no sulfatado con una secuencia repetitiva 
regularmente de más de 25.000 unidades de disacárido idénticas, que no se 
halla unida a ningúna proteína. Se encuentran en los Fuidos que lubrican 
las articulaciones y en muchos otros tejidos (Figuras 19-56 y 19-57) 

hibridación 

hybridization 
En biología moleculax, proceso mediante el cual dos cadenas complernen- 
tarias de ácido nucleico forman una molécula dúplex DNA-DNA, DNA-BNA 
O ENA-RNA. Constituye la base de una poderosa técnica para detectar se- 
cuencías de nucleótidos determinadas. (Figuras 5-54 y 8-38) 


hibridación de ácidos nucleicos —véase hibridación 
nucleio acid hybridization 


hibridación Buorescente in situ CFISIED 

fiuorescence in sita hybridation (FISB) 
Técnica mediante la cual sondas de ácidos nucleicos marcados con fluo- 
rescencia se hibridan in síci con secuencias DNA o RNA de forma espe- 
cífica, 

hibridación in situ 

ln sita hybridization 
Técnica en la que se utiliza una sonda de DNA o RNA de cadena sencilla para 


localizar, mediante hibridación, un gen o una molécula de raRNA en una 
célula o en un tejido. 


hibridación sobre transferencia de gel véase transferencia (análisis inraamnolégico) 
gel-transjer hybridation 

bibridoma 
hybridoma 


Línea cotaler util 
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hidrocarburo 

hydrocarbon 
Compuesto formado únicamente por átomos de carbono y de hidrógeno. 
(Panel 2-1, pp. 106-107) 


hidrofílico 
hydrophilic 
Que es fácil de disolver en agua. Literalmente “que le gusta el agua.” 


hidrofóbico (lipofílico) 
hydrophobic (lipophilic) : 
Que no se disuelve fácilmente en agua. Literalmente "que detesta el agua.” 
hidrolasa 
hydrolase 
Término general para enzimas que catalizan una reacción de hidrólisis, 
Incluye las nucleasas y las proteasas, 
hidrólisis (adjetivo hidrolítico) 
hydrolysis (hydrolytic) 
Rotura de un enlace covalente acompañada de una adición de agua. 
Fórmula general: AB + H20 — AOH + BH. 


hidroxilo (OED 

hydroxyl (-0H) 
Grupo químico formado por un átomo de hidrógeno unido a uno de oxíge- 
no, como en un alcohol. (Panel 2-1, pp.:106-107) 


hipermutación somática 

somatic hypermutation 
Acumulación de mutaciones puntuales en las secuencias que codifican las 
regiones variables de los genes de las inmunoglobulinas, que tienen lugar 
en las células B y son activadas constituyendo la memoria celular. El resul- 
tado de ella es la producción de anticuerpos con lugares de unión a antíge- 
no alterados. 


hipertónico 

hypertonic 
Que tiene una concentración de solutos lo bastante elevada cono para hacer 
que salga agua de una célula debido a ósmosis. 


hipotónico 

hypotonic 
Que tiene una concentración de solutos lo bastante baja como para hacer 
que entre agua en una célula debido a ósmosis. 


histona 

histone 
Miembro de un grupo de proteínas pequeñas y abundantes, ricas en argini- 
na y lisina. En los nucleosomas de los cromosomas eucariotas, las histonas 
se distibuyen alrededor del DNA. (Figura 4-25) 

histona H 

histone H 
Proteína histona de unión (no de nucleación) que se une a DNA en el punto 
en el que sale de un nucleosoma y que ayuda a empaquetar los nucleoso- 
raas en la fibra de cromatina de 30 nin (Figura 4-34) 

HIV 

HIV 
Virus de la inmunodeficiencia humana; es el retrovirus causante del sida 
(síndrome de inmunodeficiencia adquirida). (Figuras 13-19 y 24-16) 


BLA - véase hélice-bucle-hélice 


homeodominio 

homeodomaín 
Dominio de unión a DNA que define una clase de proteínas reguladoras de 
genes importantes en el desarrollo animal. (Figuras 3-13 y 7-13) 


homocigoto 
homozygote 


Célula u organismo diploide que tiene dos alelos idénticos de un determíi- 
nado gen o grupo de genes, 


homólogo 

homolog 
Uno de dos a más genes cuyas secuencias son similares debido a que deri- 
van deun mismo gen ancestral, El término se refiere tanto a ortólogos como 
a parálogos. (Figura 1-25) Véase cromosomas homólogos. 

homólogos 

homologons 

Genes, proteínas o estructuras corporales que son simileres entre sí debido 

2 que tienen un origen evolutivo común. 

hongo 

furgas (plural fungl 
Reino de organismos eucariotas 
seas. Muchas enfer 
ño de enfermedades an 


amente peque- 


hormona 
hormone 
Molécula señal se 
donde puede ser 
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horquilla de replicación 
replication fork 
Región en forma de Y de una molécula de DNA en replicación, en la que las 


dos cadenas de DNA se separan y se sintetizan las dos moléculas hijas. 
(Figuras 5-7 y 19) 


HPL£ - véase cromatografía Xquida de alta resolución 
huella - véase huella en el DNA 


huella en el DNA 

DNA footprinting 
Técnica para determinar a qué secuencia de DNA se une una proteína de 
unión al DNA. (Figura 7-29) 

huso mútótico 

mitotic spirudle 
Disposición de microvibulos y moléculas asociadas que se forma entre los 
polos opuestos de una célula eucariota durante la mitosis y actúa despla- 


zando los cromosomas duplicados, separándolos entre sí. (Figura 17-28 y 
Panel 17-1, pp. 1072-1073) 


IE — véase factor de iniciación 
Ig - véase inmunoglobulina 
impronta genómica 

genomic imprinting 


Fenómeno mediante el cual un gen se expresa o na en el individuo en desa- 
rrollo, en función del progenitor del que procede, (Figura 7-92) 


impulso nervioso — véase potencial de acción 

nerve impulse 

in vitro 
Que tiene lugar en un extracto aislado y libre de células, en oposición a los fe- 
nómenos que ocuren en una célula viva. También utilizado para diferenciar 
estudios en cultivos celulares de estudios en organismos intactos. (Del latín 
“en vidrio”) 

in vivo 
En una célula o en un organismo intactos. (Del latín, “en vivo”) 

inactivación del cromosoma X 

Xinactivation 


Inactivación de una de las copias del cromosoma X en las células somáticas 
de las hembras de manniferp. 


inducción (interacción inductiva) 

induction (inductive interaction) 
En biología del desarrollo, cambio en el destina del desarrollo de un tejido 
debido a interaccioñes con otro tejido. Una interacción de este tipo se deno- 
mina interacción inductiva. (Figuras 22-10 y 22-16) 


inestabilidad dinámica 

dinamico iustability : 
Propiedad de un filamento proteico, corno ua microtúbulo o un filamento 
de actina, de pasar repentinamente de crecimiento a acortamiento, y vice- 
versa. (Panel 18-2, pp. 978-979) 


inestabilidad genética 

genetic instability 
Tasa de romación espontánea extracrdinariamente incrementada, Como 
ocurre en las células cancerosas. 


información posicional 

positional inforniuation 
Infocmación que se aporta o que poseen las células de acuerdo con su posi. 
ción en un organismo pluricelular. El registro loterno de una célula de su 
información posicional se denomina su valor posicional, 


ingeniería genética (tecnología del DNA recombinante) 

genetís enginnering (recombinant DONA technology) 
Conjunto de técnicas mediante las cuales se pueden combinar segrnentos 
de DINA procedentes de diferentes orígenes para generar un nuevo DONA, 
que es habimal denominar DNA recombinante, Los DNA recombinantes 
son ampliamente utilizados en la clonación de genes, en la modificación 
genética de organismos y en la biología molecular en general, 


inicio (punta de control de inicio, punto de restricción) 

siari (start chectopoínt, restriction paint] 
Importante punto de control al final de G, del cicio celular eocariora, El hecho 
de superar este punto de inicio supone que la célula entrará en la fase S, 
Originalmente este término sólo se utilizó para definir este punto en el ciclo 
celular de las levaduras; el punto equivalente en el ciclo celular de los ma- 
miferos se denominó punto de restricción. En este libro utilizamos “inicio” 
para ambos casos. (Figura 17-14) 


inmorialización 
immnorialization 
Producción de ma línea celular capaz de dividise lun número ilimitada de 
veces. Puede serel resultado de1na rensltormación química o vírica, o de una 
sión de las células originales con células de una nea hamoral 


rumoglobulina (lg) 
bnesunoglobalin £ 


dMiolécula de 


úúcuerpo. Los vertebrados superiores tenen chaco clases de 


inmunoglobulinas —IgA, lgD, IgE, 18G e IgM-- cada una de las cuales tiene 
funciones diferentes en la respuesta inmune adaptativa. 


lamanoprecipitación 

immunoprecipitarion (1P) 
Utilización de un anticuerpo específico para separar el correspondiente an- 
tígeno proteica de una solución. Esta técnica puede idenúficar complejos de 
proteínas que interactúan a partir de extractos celulares mediante el uso 
de un anticuerpo específico de una de las proteínas, para precipitar el com- 
plejo. Véase también ineaunopracipitación de la cromatina y colnmunopre- 
cipitación, : 

inmunoprecipitación de la cromatina 

chromatin immunoprecpitation (ChIP) 
Técnica mediante la cual un fragmento de DNA cromosómico que se halla 
unido a una proteína particular puede ser aislado e identificado precipitán- 
dolo mediante un anticuerpo contra la proteína unida. (Figura 7-32) 


inmunotrausferencia — véase transferencia (análisis imamunolégico) 
immunoidoiting 
inositol 
inositol 
Molécula de azúcar en forma de anillo que forma parte de los fosfolípidos de 
inositol, 


inositol 1,4,5-trisfosfato (1P3) 

inositol 1,4,5-trisphosphate (1Py 
Pequeña molécula señal intracelular producida durante la activación de la 
vía de señalización de los fosfolípidos de inositol. Actúa liberando Ca?* desde 
el retículo endoplasmático. (Figuras 15-38 y 15-39) 

insulina 

insulin 
Hormona polipeptídica segregada por las células a del páncreas que parti- 
cipa en laregulación del metabolismo de la glucosa en los animales. (Figura 
3-35) , 


integrina 

lategrin 
Proteína de adhesión transmembrana que participa en la adhesión de las 
células entze sí y a la matriz extracelular. (Figura 19-4 y Tabla 19-2, p. 1135) 


intercambio por entrecruzamiento — véase unión de Holiday 
cross-strand exchange 


interfase 

interphase 
Largo periodo del ciclo celular comprendido entre una mitosis y la siguiente. 
Incluye las fases G1, S y Gz. (Figura 7-14) 


interferón (LEN) 

interferón (LEN) 
Miembro de una clase de citoquinas secretadas por células infectadas por 
virus y algunos tipos de células T activadas. Los interferones inducen res- 
puestas antívíricas inhibiendo la replicación vírica y estimulando los ra- 
crófagos y los linfocitos T citotóxicos para matar a las células infectadas por 
virus. (Figura 25-60) 


interleuquina (11) 

interiendán (1L) 
Citoquina segregada que principalmente media interacciones locales entre 
células sanguíneas de la serie blanca (leucocitos), durante respuestas infla- 
iatorías e inmunitarias, (Tabla 254, p. 16498) 

intrón 

intron 
Región no codificadora de un gen eucariota que se transcribe a molécula de 
RINA pero que es eliminada durante la maduración del ANA, la producción 
del mBNA o de otra estructura funcional de RNA. (Figura 4-15) 

inversión 

inversion 
Tipo de mutación en la que un segmento de un cromosoma está invertido. 
(Panel 2-1, pp. 54-555) 

jon 

íon 
Átemo que ha ganado o perdido electrones, adquiriendo una carga eléctd- 
ca; por ejemplo Na? y CH. 

ion hidrógeno 

hydrogen ion 
Un protón (49 en solución acuosa. La base de la acidez. Dado que el protón 
realmente se combina con una molécula de agua formando H30”, resulta 
más exacto denornánarlo ion hidronio, 


jon hidronio (H3107) 

hydroniumn ion 1H307) 
MMolécula de agua asociada con un protón adicional, La fórmula general que 
adquieren los protones en solución acuosa, 
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lanóforo 

lonophore 
Pequeña molécula hidrófoba que forma parte de la bicapa lipídica e incre- 
menta su permeabilidad a determinados iones inorgánicos. 

1P4 - véase inosital 1,4,S-trisfosfato 

TRES -— véase sitio interno de entrada de los ribosomas 

isla CG 

CG island 
Región de DNA con una densidad de secuencias CG superior a la media; por 
lo general estas regiones se mantienen no metiladas. 

isoforma 

isofarm 
Una variante de una proteína generada por maduración alternativa de un 
transcrito habitual o producto de genes diferentes homólogos. 

isornerasa - 

isomerase 1 
Enzima que cataliza la reordenación de enlaces en una molécula. Véase 
también topoisomerasa. 

isómerao 

isomer : 
Molécula formada por los mismos átomos y uniones que otra pero que tiene 
una conformación tridimensional diferente. (Panel 2-4, pp. 114-115) 

isoprenoide (poliisoprenoide) 

isoprenoid [polyisoprenoid) 
Molécula lipídica cuyo esqueleto carbonado está basado en varias unidades 
de isoprena, de cinco carbonos. Como ejernplos, el ácido retinoico y el do- 
licol. (Panel 2-5, pp. 114-115) 

isótopo 

isotope 
Una de entre varias formas de un átomo, con diferente peso atómico pero 


con el mismo número de protones y electrones y, por lo tanto, con las mis- 
mas propiedades químicas. Puede ser estable o radiactivo. 


julia 
joulte 


Unidad estándar de energía del sisterna métrico decimal. Un julio es la energía 


liberada en un segundo por una fuente de energía de un vatio de potencia. 
Aproximadamente equivale a 0,24 calorías, 


K-uéase constante de equilibrio 
Ka - véase constante de afinidad 


Kq- véase constante de disociación 


Ku 
Constante de Michaelis Menten. Es igual a la concentración de sustrato a la 
que la enzíma trabaja a la rmitad de su velocidad máxima. Valores elevados 
de Ky indican por lo general que la enzima se une a su sustrato con una afi- 
nidad relativamente baja. (Panel 3-3) 

inockout 

knockout 


Deleción por manipulación o mutación inactivante de un gen. 


lambda-— véase bacteriófago $ lambda 
lambda 


lamelipodio 

lamellipodiien (plural lamellipodia) 
Evaginación aplanada, en forma de lámina, sostenida por una red de fila- 
mentos de actina, que se extiende en el frente de avance de una célula animal 
en desplazamiento. (Figuras 16-86 y 16-87) 

lamina 

nuclear lamin 
Subunidad proteica de los filamentos intermedios que forma la lámina nuclear. 

lámina basal 

basal lamina (plural basal laminae) 
Fina capa de matriz extracelular que separa los epitelios y células como las fi- 
bras musculares o las cétulas adiposas, del tejido conjuntivo. (Figura 19-40) 

lámina beta (dámina P) 

beta sheet (Bshee) 
Motivo estructural común de proteínas en el que diferentes sectores de la 
cadena polipeptídica se hallan unos al lado de oros, unidos entre sí por en- 
laces de hidrógeno entre átomos del esqueleto polipeptídico. También se 
conoce corno plegamiento en lámina fi. (Figura 3-7) 

lámina nuclear 

nuclear loonina 
Entramado fibroso de proteínas que se halla sobre la superficie interna de la 


membrana nuclear inte :onsaruida por una red de filamentos in- 
termedios formados por laminas mucleares. 


laminina 

laminia 

j alámáana basal, don- 
12-43) 


lecitina — véase fosfatidilcolina 

lecithin 

lectina 

lectin 
Proteína que se une fuertemente a un azúcar específico. Muchas lectinas de 
las semillas vegetales a menudo se utilizan como reactivos de añuidad para 


purificar diversas glucoproteínas o para detectarlas sobre la superficie de las 
células. 


leptina 

leptin 
Hormona peptídica secretada por las célula adiposas. Colabora en la regula- 
ción del deseo de corner suprimiendo el apetito. 


letalidad sintética 

syntezic lethality 
Interacción entre dos genes mutantes en la que la combinación de los dos 
genes mutados da lugar a la muerte celular, pero no cada una de las muta- 
ciones por separado, 

leucemia 

leukemia ; 
Cáncer de células sanguíneas de la serie blanca. 


lévicocita — véase célula blanca de la sangre 


leucocyte 


levadura 

yeast 
Término cornún utilizado para denominar diversas familias de hongos 
unicelulares. Incluye especies utilizadas para fermmentar la cerveza y para 


hacer pan, así corno especies patógenas. Unos de los eucariotas más sen- 
cillos. j 


levadura de fisión 

fission yeast Ñ 
Nombre común que a menudo se utiliza para designar a la levadura Schi- 
zosaccharoryces porte, Se divide dando dos células de igual tamaño. 


levadura de gemación 

buddingyeast 
Nombre común dado a la levadura de panadería Saceharomyces cerevisiae, 
un organismo modelo experimental que se divide por gemación formando 
células más pequeñas. 

ligando 

ligand 
Cualquier molécula que se une a un lugar específico de una proteína o de 
otra molécula. (Dellatín figare, gar, unir.) 

ligasa 

ligase 
Enzima que une (liga) entre sí dos moléculas a través de un proceso depen- 


diente de energía. Por ejemplo, la DNA ligasa une entre sí los extremos de 
dos moléculas de DNA mediante un enlace fosfodiéster. 


lignina 
ligning 
Red de compuestos fenólicos entrecruzados que forma una estructura de 
soporte alo largo de las paredes celulares delxilema y del tejido leñoso de las 
plantas. 
límite de resolución 
lirnits of resolution ; 
En microscopía, la menor distancia a la que das objetos puntuales se pue- 
den observar individualmente. En la microscopía de campo claro se sitúa 
en torno a los 0,2 rom, límite determinado por la longitud de onda de la 
luz. 
línea celular 
cell line 
Población de células de origen animal o vegetal capaces de dividirse de for- 
ra indefinida en cultiva, 
línea germinal 
germ line 
Linaje de células germinales que dará lugar a los gametos (haploides) y a sus 
células diploides precursoras específicas. 
linfa 
bynpl 
Fluido incoloro que contiene linfocitos y que se encuentra en los vasos lin- 
fáticos. (Figura 25--3) 
linfocito 
brmphacyte 
Tipo de célula sanguínea de la serie blanca responsable de la espe 
de las respuestas incunitarias adaptativas. Hay dos tipos principale 
focitos B, que producen anticuerpos, ylos linfocitos T, q 
tamente con otras células efectoras del s 
infectadas, Los linfocitos Y se desarrolle 
a inmunidad mediada por e 
dula ósea delos maciter 
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linfocito B 

B cell (B lymphocyte) 
Tipo de linfocito que sintetiza ariticuerpos. 

lafocito T 

T cell (T Iymphocyte) 
Tipo de linfocito responsable de las respuestas inmunitarias adaptativas 
mediadas par células T; la clase incluye las células T citotóxicas, las células Y 
colaboradoras y las T reguladoras. 


linfocito T citotóxico 

£ytotoxic T cell (Iáller T cell) 
Tipo de célula T responsable de matar las células infectadas con un virus o 
con algún otro tipo de patógeno intracelular. 


linfocito T colaborador 

helperT cell 
Tipo de linfocito T que colabora estimulando la producción de anticuerpos 
en los linfocitos B y activando la destrucción de los microorganismos inge- 
ridos por los macrófagos. También colabora en la activación de las células 
dendríticas y de los linfocitos T citotóxicos. 

linfoma 

bmmphoma 
Cáncer de linfocitos, en el que las células cancerosas se encuentran princi- 
palrnente en los órganos linfoides. 

lipasa 

lipazse 
Enzima que cataliza la separación de ácidos grasos de un triacilglicerol. 


: lKpido 


tipid 
Molécula orgánica insoluble en agúa, pero que tiende a disolverse en disol- 
ventes orgánicos no polares. Los fosfolípidos constituyen la base estructural 
de las membranas biológicas. (Panel 2-5, pp. 114-115) 


lipótilo — véase hidrófobo 

lipophilic 

lipoproteína de baja densidad (LDL) 

low-density lipoprotein (LDL) 
Gran complejo formado por una sola molécula proteica y muchas moléculas 
de culesterol esterificado, adernás de otros lípidos. Es la forma en la que el co- 
lesterol es transportado par la sangre y captado por las células, (Figura 13-50) 


liposoma 

liposome 
Vesícula formada por una bicapa artificial de fosfolípidos, generada a partir 
de una suspensión acuosa de moléculas de fosfolípido. (Figura 10--9) 

lisis 

Lysis 
Pérdida masiva de la continuidad de la membrana plasmática de una célu- 
la, que conduce a la liberación del citoplasma y a la muerte de la célula, 


lisogoma 

lysosomne 
Orgánulo de las células eucariotas, rodeado por una membrana, que con- 
tiene enzimas digestivas, las cuales normalmente son más activas al pH ácido 
al que se halla el lumen de los lisosornas. (Figuras 12-2 y 13-37) 

lsozima 

lysozyme 
Enzima que cataliza la escisión de las cadenas de polisacárido de las paredes 
celulares de las bacterias. 


locus 

locus 
En genética, la posición en un cromosoma. Por ejemplo, en una célula di- 
ploíde, los diferentes alelos de un mismo gen ocupan el mismo locus, 


locus del tipo de apareamiento locus MAT) 

mating-type lacis (MAT locus) 
En las levaduras de gernación, locus que determina el tipo de apareamiento 
(000 a) de una célula haploide de levadura. (Figura 7-65) 


LIP — véase potenciación alargo plazo 


lugar activo 

active sike 
Región de la superficie de una enzima a la que se une una molécula de sus- 
trato que sufre entonces la reacción catalizada por la enzima, (Figura 1-7) 


lugaz de unión 

binding site 
Región de la superficie de una molécula (por lo general una proteína o un 
ácido nucleico) que puede interaccionar con otra molécula a través de enla- 
ces no-covalentes. 


lumen del ER 
ER lumen 
Espacio imerior de los sáculos del retículo endoplasmático (ER). 


sstabo 


macrófago 
macrophage 
. Célula fagocítica derivada de los monacitos de la sangre, residente en la ma- 
yoría de tejidos pero que también está en circulación. En las respuestas in- 
munitarias tiene la función de presentar antígenos y de fagocitar restos de 
células y de matriz (Figura 24-53) 


maduración alternativa (o ayuste alternativo) del RNA 

alternative RNA splicing 
Producción de diferentes RNA a partir de un mismo gen mediante diferen- 
tes formas de maduración del mismo transcrito. (Figura 7-94) 


maduración de la afinidad 

affinity maturation 
Aumento progresivo de la afinidad de los anticuerpos hacia el antígeno de 
inmunización, a medida que transcurre el tiempo tras la inmunización. 


maduración del KNA por corte y empalme o ayuste del RNA 

RNA splicing 
Proceso en el que se eliminan los intrones de los transcritos de RNA en el 
múcleo, durante la formación de los RNA mensajeros o de atras tipos de 
RNA. 


maligno 

malignant 
Describe tumores y células tumorales que son invasivos y/o capaces de pro- 
ducir metástasis, Un tumor maligno es un cáncer. (Figura 20--3) 


manosa 6-fosfato (M6P) 

mannose 6-phosphate (M6P) 
Marcador específico unido a los oligosacáridos de algunas glucoproteínas 
destinadas a los lisosormnas. (Figura 13-43) 


MAP - véase proteína asociada a microtúbulos 


MAP-quinasa (proteína quinasa activada por mitógeno) 

MAP-kinase (mitogen-activated protein kinase) 
Proteína quinasa situa al final de un módulo de señalización de tres compo- 
nentes, que participa en la transmisión de señales desde la membrana plas- 
mática hasta el núcleo. 


mapa de restricción 

restrichion map 
Representación en forma de diagrama de una molécula de DNA en la que se 
indican los lugares de rotura por varias enzimas de restricción. 


mapa haplotípico 

haplotype map (hapmap) 
Mapa genómico humano basado en bloques haplotípicos. Ayudan aidenti- 
ficar y catalogar la variación genética humana, 


masa celular interna 

inner cell mass 
Agrupación de células indiferenciadas de los embriones tempranos de los 
marniferos a partir de la cual deriva el cuerpo adulto, (Figura 22-88) 


matriz 

matrix space 
Espacío de medio circundante en el que se genera algo. (1) Gran comparti- 
miento central delimitado de una mitocondria. (2) El compartimiento co- 
rrespondiente de un cloroplasto, más conocido como estroma. (3) Matriz 
extracelular. Compuesto extracelular formado por proteínas y polisacáridos 
secretados, en el que están ermbebidas las células. (Figura 14-37) 


matriz extracelular 

extracelular nuatriz 
Cormnpleja red de polisacáridos (como glucosaminoglucanos o celulosa) y de 
proteínas (como colágena) secretada por las células y en la que las células 
quedan embebidas. 


M-Cdk (Cdk de la fase MO 

M-Cdk DA- phase Col) 
Complejo Cdk-ciclina que en las células de los vertebrados está formado por 
una ciclina M yla proteína quinasa Apencient de ciclina (Cdk) correspon- 
diente. (Figura 17-16 y Tabla 17-1, p. 1063) 


mediador inracelular pequeño -- véase segundo mensajero 
small intracellular inediator 


mediador local 

socal mediator 
Molécula señal secretada, que actúa localmente sobre las células adyacer- 
tes. (Figura 154) 


megacariocio 

megalcaryocyle 
Célula mieloide grande con un múcleo nuiltlobulado que permanece en 
la médula ósea roja después de madurar. For gemación libera plaquetas 
rmaedíante extensiones ctoplasmáicas. (Figuras 23-40 y 23-42) 


wmejosia 
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melanocito 

melanocyte 
Célula que produce el pigmento negro melanina. Responsable de la pig- 
mentación de la piel y del pelo. (Figura 23-1) 

menbrana 

membrane 
Bicapa lipidica y proteínas asociadas que delimita todas las células y, en las 
células eucariotas, también delimita muchos orgánulos y los comparti- 
mientos celulares, (Figura 10-1) 


menbrana plasmática 
plasma membrane 
Membrana que delimita una célula viva. (Figura 10-1) 


imemoría celular 
cell memory 
Retención por una célula y sus descendientes de patrones de expresión gé- 


nica alterados perrmanentemente, sin ningún cambio de la secuencia de 
DNA. Véase también herencia epigenética. 


memoria lamunológica 

immunological memory 
Propiedad de larga duración que sigue a una respuesta inrmunitaria prima- 
ria a muchos antígenos, en el que un encuentro posterior con el mismo an- 
tígeno provocará una respuesta inmunitaria secundaria, más rápida y más 
potente, (Figura 25-10) 

meristemnmo 

meristem 
Grupo organizado de células en división cuyos productos dan lugar alos 
tejidos y órganos de una planta en crecimiento. Por ejemplo los meristemos 
apicales de .las puntas de la raíz y de las yemas, (Panel 22--2, pp. 1404-1405 y 
Figura 22-118) 

meristemo apical 

apical meristern 
Punta de crecimiento de una rama o de una raíz de una planta, compuesta 
por células no diferenciadas que se dividen. (Panel 22-1, p. 1401) 

mesénquima 

mesenchyne 
Forraa inmadura, no especializada, de tejido conjuntivo de los animales, 
formado por células englobadas en una fina matriz extracelular. 


mesodermo 

mesoderm 
Tejido embrionario (hoja blastodérmica) que es el precursor de los múscu- 
los, del tejido conjuntivo, del esqueleto y de muchos órganos internos. 
(Figuras 22-3 y 22-70) 

metabolismo 

metabolism 
Suma total de los procesos químicos que tienen lugar en las células vivas, 
Todo el catabolismo más el anabolismo. (Figura 2-36) 

metafase 

metaphase 
Estadio de la mitosis en el que los cromosomas se hallan fuertemente uni- 
dos al huso mitótico, situados en su ecuador, pero todavía no se han separado 
hacia los polos opuestos. (Panel 17-1, pp. 1072-1073) 


metaloproteasa de la matriz 

matriz metalloprotease 
Enzima proteolítica dependiente de Ca** o de Zn** que está presente en la 
matriz extracelular y que degrada proteínas de la matriz. Incluye las colage- 
nasas. 

inetástasis 

metastasis 
Dibasión de las células cancerosas desde el lugar donde se han originado 
hasta otros lugares del organismo (Figuras 20--1 y 20-17) 


metilación del DNA 
DNA metkylation 
Adición de un grupo metilo al DNA, En vertebrados, una amplia metilación 
de nucleóudos citosina en secuencias CG mantiene los genes en estado 
inactivo. 
método didescad 
dideozy method 
Método enzimático estándar de secuenciación del DNA. (Figura 8-50) 
inicra (un o micrómetro) 
micron (pan ormicrometer) 
Unidad de medida que es igual a 10? metros o 107 milímetros. 


imicro RNA (ro IENAJ 

micro RNA (mirDiA) 
RNA corto (21-26 nucleótidos) de los eucariotas, producido por el procesa- 
miento de Gran: sentese pecializados de RENA ficados en el genorna, que > 
regulan la expresión de genes mediante su complementar d de bases 


con los A da EN función de la erens ión de la complernentariedad de ba- 
4 4 strucción de los RNA o a bloquear 
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microchip de DNA 

microarray 
Gran conjunto de cortas moléculas de DNA (cada una de ellas de secuencia 
conocida) unidas a un portaobjetos de vidrio u otro soporte adecuado. Se 
utiliza para analizar la expresión simultánea de miles de genes en una célu- 
la: el ANA aislado de las células control se transforma en cONA que, a su 
vez, se hibrida en el microchip. (Figura 8-73) 


microfilamento - véase filamento de actina 
microfilament 


microscopía electrónica de criofractura 

freeze-fracture electron microscopy 
Técnica para estudiar la estructura de las membranas, en la que la membra- 
na de una célula congelada es fracturada a lo largo del interior de la bicapa, 
separándola en dos monocapas y exponiendo las caras interiores. 


microscopio confacal 

confocal microscope 
Tipo de microscopio de fluorescencia que muestra una imagen nítida de un 
determinado plano de un objeto sólido, Utiliza un rayo láser como fuente 
precisa de iluminación y hace un rastreo de un lado al otro del plano para 
generar una “sección óptica” en dos dimensiones. 


microscopio de campo claro 

bright-field microscope 
Microscopio óptico en el que la imagen se obtiene por transmisión simple 
de luz a través del objeto observado. 


iicroscopio de contraste de fases 

phase-contrast microscope 
Tipo de microscopio Óptico que aprovecha los efectos de interferencia que 
tienen lugar cuando la luz pasa a través de materiales que tienen índices de 
refracción distintos. Se utiliza para visualizar células vivas. (Figuras 9--7 
y 22-101) 


microscopio de contraste de fases interferencial 
dijferential-interference-contrast microscope 
Tipo de múcroscopio óptico que aprovecha los efectos de interferencia que 
se producen cuando la luz atraviesa partes de una célula de índices de re- 
fracción diferentes. Se utiliza para visualizar células vivas sin teñir, 


microscopio de fluorescencia 

Jiuorescence microscope 
Microscopio que está diseñado para visualizar material teñido con colo- 
rantes fluorescentes. Tipo de microscopio óptico en el que la luz, antes de 
llegar a la muestra, pasa a través de un conjunto de filtros con el fin de se- 
leccionar aquellas longitudes de onda que excitan el colorante, y antes de 
alcanzar el ojo, pasa a través de otro conjunto de filtros para seleccionar 50- 
lamente aquellas longitudes de onda emitidas cuando el colorante emite 
fiuorescencia, 


microscopio electrónico 
electron microscope 


Tipo de microscopio que utiliza un haz de electrones para generar las imá- 
genes, 


microscopio electrónico de barrido 

scanning electron microscope 
Tipo de microscopio electrónico que genera una imagen de la superficie de 
tn objeto, 

microsormna 

micrasome 
Pegueña vesícula derivada del retículo endoplasmático quese produce por 
fragmentación cuando se homogenizan las células. (Figura 12-37) 

microtúbulo 

microtubuie c 
Estructura cilíndrica, alargada y hueca, compuesta por la proteína tubulina, 
Es uno de los tres principales tipos de filamentos que forman el citoesque- 
leco, (Panel 16-41, p. 268) 

imicrotúbulo astral 

astral microtibrule 
En el huso mitótico, cualquiera de los mierotúbulos que irradian desde el 
áster que no esté unido al cinetocoro de ningúa cromosoma. 


microtúbula cinetocórico 
finetochore microviutiude 


Enven huso mitético o meiótico, microtúbulo que conecta el polo del huso 
con el cinetocoro de Un cromosoma. 


microtíbulo imerpolar 

interpolar microtubiule 
En el luso mitótico O meiético, un microrúbulo que se interdigita en el 
ecuador con los microtúbulos que emanan del otro polo. (Figura 16-485) 


microvilles (plural miccovillo 
mirovillas (plural micromilla 
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muoblasto 

myoblast 
Célula monanucleada e indiferenciada precursora de una fibra muscular. 
Una céluja del músculo esquelético está formada por la fusión de varios 
mioblastos. (Figura 23-48) 


miofñibrilla 

myofibril 
Haz largo y organizado de actina, miosina y otras proteínas, situado en el ci- 
toplasma de las Kbras musculares y que se contrae mediante un mecanismo 
de deslizamiento de filamentos. 


miosina 

niyosin 
Cualquiera de las proteínas pertenecientes a ua gran familia de proteínas 
motoras que se desplazan a lo largo de filamentos de actina. (Figura 16-57) 


miRNA —véase micro RNA 


mitocondria 

mitochondrion (plural nitochondria) 
Orgánulo rodeado de una doble membrana, de tamaño aproximadamente 
igual al de una bacteria, que desarrolla la fosforilación oxidativa y produce la 
mayoría del ATP de las células eucariotas, (Figura 1-33) 


mitógeno 

mitogen 
Molécula señal extracelular que estimula la proliferación celular. 

mitosis 

mitosis 
División del núcleo de una célula eucariota, que conlleva la condensación 
del DNA en cromosomas visibles y la separación de los cromosomas du- 
plicados formando dos juegos idéntcos de cromesornas. Del griego mitos, 
hilo, filamento, que se refiere a la apariencia semejante a un filamento que 
tienen los cromosomas condensados. (Panel 17-1, pp. 1072-1073) 


modificación postraduccional 

post-translarional modification 
Cualquier cambio, catalizado por enzimas, que sufre una proteína tras ser 
sintetizada. Como ejemplos, la acetilación, la escisión, la glucosilación, la 
metilación, la fosforilación y la prenilación. : 


múdulo MAP-quinasa (módulo proteína quinasa activada por mitógeno) 
MAP-kinase moduie (mitogen-activated protein kinase module) 
Módulo de señalización intracelular compuesto por tres proteínas quinasa 
que actúan en serie, de las que la MAP-quinasa es la tercera. Es característi> 
co que se active por una proteína Ras en respuesta a señales extracelulares, 
(Figura 17-78) 


mol 

mole 
X gramos de una sustancia, siendo X su masa molecular relativa (peso mo- 
lecular). Un mol son 6,02 x 10% moléculas de la sustancia. 


molaridad (M) 

molarity (04) 
Número de moles de un soluto por litro de solución. Una solución “no molar” 
(1) contiene ua mol de soluto disuelto en 1 litro de solución. 


molécula de adhesión celular — véase CAM 
cell adhesion nolecule 


molécula de adhesión de las células neuronales (NCAIV) 

neural cell adhesion molecule (NCAMO 
Molécula de adhesión celular perteneciente a la superfamilia de las inmu- 
noglobulinas, expresada por muchos tipos celulares incluyendo la mayoría 
de las células nerviosas. En vertebrados, esta molécula media la unión célu- 
la-célula independiente de Ca?”. (Figura 19-20) 


molécula enjaulada 

caged malecule 
Molécula orgánica diseñada para cambiar a forma activa cuando es irradia- 
de con luz de una determinada longitud de onda. Coma ejernplo, el ATP en- 
jaulado, 

molécula señal 

signal molecule 
Molécula extracelular producida por una célula que señaliza a Otras células 
del organismo a modificar su cormportamiento celular. (Figura 151) 


amolécula señal extracelular 

extracellular signal molecule 
Cualquier señal química, secretada o de la superficie celular, que se une a 
un receptor y regula la actividad de la célula que expresa dicho receptor. 


reonocito 

manaocyte 
Tipo de célula sanguínea de la serie blanca que abandona el flujo sanguíneo 
y en los tejidos, madura transformándose en un macrófago. (Figura 23-37) 


MOnómnero 
TNONOMET 


cormponente molecular básico que puede funcionar como una 
ando se une 2 otros del mismo po formando ana gran molé- 


monosacárido 

monosaccharide 
Azúcar sencillo de fórmula general (CH20) a, siendo n entre 3 y 8. (Panel 2-4, 
po. 112-113) 


morfógeno 

morphogen 
Molécula señal que puede imponer un patrón en un campo de células, y 
provocar, an consecuencia, que células de diferentes puntos adopten desti- 
nos distintos. (Figura 22-13) 


mosaico (mosaico genético) 

mosaic (genetic mosaic) 
En biología del desarrollo, organismo individual compuesto por una mezcla 
de céhilas con genotipos diferentes pero que se desarrollan a partir de un 
mismo cigoto. Los mosaicos puede aparecer de forma natural, como resul- 
tado de una mutación en células que dan lugar a nuevos tejidos o pueden 
generarse de forma deliberada para colaborar en el análisis genético Com- 
pdrese con quimera. 


motivo 

motif 
Elemento estructural o patrón que se repite en muchos contextos, Con- 
cretamente, pequeño dominio estructural que se puede reconocer en una 
gran variedad de proteínas. 


mRNA — véase RNA mensajero 
mENA 


mENA policistrónico 

polycistronic mBNA 
mRNA individual que codifica varias proteínas diferentes. Habitualmente se 
encuentran en bacterias pero no en eucariotas. (Figura 6-73) 


MTOC - véase centra organizador de microtúbulos 


mTOR (en mamíferos, diana de la ripamicina) 

mTOR (mammalian target ofripamycin) 
En mamiferos, proteína serina/treonina quinasa que es un componente del 
final de la vía de señalización P13-quinasa/Alt. mTOR (la proteína homólo- 
ga de levaduras se denomina TOR) forma parte de dos complejos proteicos 
diferentes, uno de ellos es sensible al fármaco rifampicina y estimula el cre- 
cimiento ceíular, mientras que el otro colabora en la activación de la proteína 
quinasa Akt. (Figuras 15-64 y 15-65) 


¿muerte celular programada 

programmed cell death 
Forma de muerte cejular en la que una célula activa un programa intracelu- 
lar de muerte. 

multimérico 

multimeric 
Referente a proteínas: que tienen más de una subunidad. 


músculo cardíaco o miocardio 

cardiac muscle 
Forma especializada de músculo estriado que se encuentra en el corazón; 
consiste en fibras musculares cardíacas individuales unidas entre sí me- 
diante uniones celulares especializadas . 


músculo estriado 

striated muscle 
Músculo formado por fibras musculares estriadas. Los ejemplos mejor conoci- 
dos de músculo estriado son los músculos esquelético y cardíaco de los verte- 
brados. (Figura 16-74) 


mutación 

muratiorn 
Cambio heredable en la secuencia de nucleótidos que tiene un cromosoma. 
(Panel 8-1, pp. 554-555) 


imutación con pérdida de función 

loss ef function mmutation 
Mutación que reduce o elimina la actividad de un gen. Por lo general son re- 
cesivas. (Panel 8-1, pp. 554-555) 

mutación condicional 

conditional nustation 
Mutación que modifica una proteína o una molécula de RNA de moda que 
su función sólo se ve alterada en determinadas condiciones, coma por 
ejemplo ante una temperatura excepcionalmente elevada o excepcional- 
mente baja. (Panel 8-1, pp. 554-555) 


mutación de ganancia de función 

gain-of-funtion mutatlon 
Mutación que incrementa la acuvidad de un gen o lo ransíonma en activo 
en circunstancias no apropiadas. Habitualmente es dominante. (Panel 8-1, 
pp. 554-355) 


mutación dominante negativa 
dominant negative mulation 
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mutación homeútica 

homeotic mutation 
Mutación que hace que unas células localizadas en una región del cuerpo 
se comporten como si estuvieran situadas en otra región y generen una al- 
teración grotesca del plan corporal. (Figuras 22-42 y 22-127) 


mutación letal 
lethal muzation 


Mutación que provoca la muerte de la célula o el organismo que la contiene. 
(Panel 8-1, pp. 554-555) 


mutación nula 
null mutation 


Mutación de pérdida de función, que elimina por completo la actividad de 
un gen. (Panel 8-1, pp. 554-555) 


mutación puntual 

point mutation 
Cambio de un solo par de nucleótidos en el DNA de una parte muy peque- 
ña de un gen. (Panel 8-1, pp. 554-555) 


mutación supresora 

suppressor mutation 
Mutación que suprime el efecto fenotípico de otra mutación, de forma que 
el individuo doble mutante parece normal (Panel 8-1, pp. 554-535) 


mutagénesis dirigida (de lugar) 

site-direcied mutagenesis 
Técnica mediante la cual puede provocarse una mutación en un punto con- 
cceta del DNA. (Figura 8-63) 


mutante sensible a la temperatura (ts) 

temperature-sensitive (15) mutant 
Organismo o célula que contiene una mutación que muestra su efecto fe- 
notípico a un determinado rango de temperaturas (por lo general elevadas) 
pero no a otro rango de temperaturas (habitualmente menores). (Panel 8-1, 
pp. 554-5853 y Figura 8-55) 


Mye : 
Proteína reguladora de genes que se activa sí una célula es estimulada por 
señales extracelulares a crecer y dividirse. Activa la transcripción de muchos 
genes, incluyendo los que estimulan el crecimiento celular. (Figura 17-62) 


N terminal (amino terminal) 

N termnins (arnino termimas) 
Final de una cadena polipeptídica que se caracteriza por tener libre el grupo 
A amino. (Figura 3-1) 


NAD*/NADH (nicotinamida adenina dinucleótido! nicotinamida 

adenina dinucleótido reducido) 

NAD“/NADE (nicotinamide adenine dinucleotidelreduced nicotinamide 

adenine dinucleotide) 
Sistema transportador de electrones que participa en reacciones de oxido- 
rreducción, como la oxidación de las moléculas de alimento. El NAD* acep- 
ta el equivalente a un ion hidruro (A, un protón y dos electrones) y se 
transforma en el transportador activado NADH. El NADH formado cede sus 
electrones de alta energia al proceso generador de ATP de la fosforilación 
oxidativa. (Figura 2-86) 


NADP*/NADPH (nicotinamida adenina dinucleátido fosfato/ nicotinamida 
adenina dinucleótido fosfato reducida) 
NADPYNADPE (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate/reduced 
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) 
Sistema transportador de electrones estrechamente relacionado con el 
NAD*/NADH, pero que se utiliza casi exclusivamente en procesos de bio- 
síntesis y no en procesos catabólicos. (Figura 2-60) 
nanómetro (nm) 
nanometer (111) 
Unidad de longitud habitualmente utilizada para medir moléculas y orgá- 
nulos celulares. 1 nm= 10 micrómetros (pa) = 10m. 


anemia 
nenrite 


Larga evaginación que crece de una célula nerviosa en cultivo. Término que 
no especifica si la evaginación es axón o dendrita. (Figura 16-105) 


neuroblasto 
neuroblast 
Célkila precursora nerviosa embrionaria. (Figura 22-66) 


neurofilamento 

neurafilament 
Tipo de filamento intermedio que está presente en las células nerviosas. 
(Figura 16-22) 

neurona (fibra nerviosa) 

neuron Ínerve cell] 
Célula del sistema nervioso que conduce impulsos nerviosos, con largas 
prolongaciones especializada en recibir, conducir y transmitir señales. 
(Figuras 22-93 y 22-94) 

nemuroaa sensitiva ollatiora 

olfaciory sensory peurorn 

a célula sensorial del epitelio nasal olfativo gue detecta los olores. 
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neuwropéptido 

neuropeptide 
Péptido secretado por las neuronas como molécula señal tanto en una si- 
napsis como en otro lugar. 


neurotransmisor 

neurotransmitier 
Pequeña molécula señal secretada por la fibra nerviosa presináptica en una 
sinapsis química que transmite la señal a la fibra postsináptica. Como ejem- 
plos pueden citarse la acetilcolina, el glutamato, el GABA, la glicina y mu- 
chos neuropéptidos. 


neurotransmisor inhibidor 

inhibitory neurotransmitter 
Neurotransmisor que abre canales de Ci- o de K* regulados por transmisor, 
en la membrana postsináptica de una célula nerviosa o muscular, de forma 
que tiende a inhibir la formación de un potencial de acción. 


neutrófilo 

neutrophil 
Célula sanguínea de la serie blanca especializada en la captación por fago- 
citosis de material particulado. Penetra en los tejidos que han sido infec- 
tados o inflamados. (Figura 15-79) 


neutrón 

neutron 
Partícula pesada subatómica sin carga eléctrica que forma parte de un nú- 
cleo atómico. (Figura 2-1) 


nicho de las células madre 

stern-cell niche 
Microambiente especializado en un tejida en el que se pueden mantener 
células madre en condiciones de autorrenovación. (Figura 23-27) 


nicotinamida adenina dinucleótido - véase NAD*/NADH 
nicotinamide adenine dinucleotide 


nicotinamida adenina dinucleótido fosfato —véase NADP*/NADPH 
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 


um — véase nanómelro 


NMR (resonancia magnética nuclear, espectroscopia NMR) 

NMR (nuclear magnetic resonerice, NMR spectroscopy) 
La NMR es la absorción resonante de radiación electromagnética a una fre- 
cuencia determinada por núcleos atómicos en un campo magnético, debida a 
cambios en la orientación de sus momentos de dipalo magnético, El espec- 
tro NMR proporciona información acerca del armbiente químico del núcleo 
atómico. La NMR es ampliamente utilizada para determinar la estructura trl- 
diruensional de protsínas pequeñas y de ciras moléculas pequeñas, Los prin- 
cipios de la NMR tarnbién se utilizan en el diagnóstico médico en imágenes de 
resonancia magnética (MAI: magnetic resonante imaging). (Figura 8-29) 


NO — véase Óxido nítrico 


no polar (apolar] 

nonpolar (apolar) 
Carente de cualquier acumulación asirnétrica de cargas positivas o negativas. 
Las moléculas no polares por lo general son insolubles en agua. (Paneles 2-2 
y 2-3, pp. 108-111) 


noseparación 

nondisjunciion 
Suceso que ocasionalmente se produce durante la meiosis, consistente en 
que dos cromosomas homólogos no se separan de forma que las células ger- 
minales resultantes tienen un demasiados O pocos cromosomas. 


NO sintasa (NOS) 

NO synthase (NOS) 
Enzima que sintetiza óxido nítrico (NO) por la desaminación de la arginina, 
(Figura 15-12B) 


Notch 

WVotck 
Receptor proteico transmembrana (y proteina reguladora de genes latentes) 
implicado en muchos casos de elección del destino celular en el desarrollo 
animal, por ejemplo en la especificación de las células nerviosas a partir del 
epitelio ectodérmico. Sus ligandos son proteínas de la superficie celular como 
la proteína Delta y la proteína Serrate, (Figura 15-76) 


. 


notocorda 

notochord 
Varila rígida de células que definen el eje central de todos los embriones de 
cordado. En los vertebrados, la notocorda queda incorporada en la colurana 
vertebral. (Figura 22-97) 


- NPC-véase cosaplejo de poro nuclear 


NSE (facior sensible a N-evlmaleisida) 

NSF (Methiyimalenide sensitive factor) 
Proteína con actividad ATPasa que disocia un complejo formado por una 
v-SNARE y una -SNARE. (Figuras 13-18 y 13-22) ' 


nuclesción 
nmuclention 
Etapa erítica en el ensarat 
túbulo, en la cual 


lixmérica, COMO UN Acro- 
s se agrega en una 
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disposición adecuada e inicia una rápida polimerización. (Panel 16-2, 
pp. 978-979) En general, etapa limitante de un proceso de ensarnblaje. 
nucieasa 
nuclease 


Enzima que rompe ácidos nucleicos hidrolizando enlaces entre nucleótidos. 
Véase también endonucleasa y exonucleasa. 


nucleasa de restricción (enzima de restricción) 

restriction nuclease (restriction enzyme) 
Miernbro de una gran familia de nucleasas que pueden romper una molé- 
cula de DNA en cualquier lugar en el que se presente una secuencia corta de 
nucleótidos determinada. Se utiliza ampliamente en tecnología del DNA 
recombinante. (Figuras 8-31 y 8-32) 


núcleo 

nucleus 
Orgánulo prominente, delimitado por una doble membrana, propio de la 
célula eucariota. Contiene el DNA organizado en cromosomas, 


nucleocápside 

nucleocapsid 
Ácido nueleico vírico más su cápside proteica circundante. Si existe una en- 
vuelta vírica, ésta envuelve la nucleocápside. (Figura 13-19) 


nucleolo 

nucleolus 
Estructura del núcleo en la que se transcriben los rRNA y se ensamblan las 
subunidades ribosómicas. (Figura 4-9) 


nucleoporina 

nucleoporin 
Cualquiera de las diferentes proteínas que constituyen los complejos de poro 
nuclear. 


nuecleósido 

nucleoside 
Base púrica o pirimidínica unida de forma covalente a un azúcar ribosa o 
desoxiribosa. (Panel 2-6, pp. 116-117) 


nucleosoma 

nucleosome 
Estructura de la cromatina eucariota, senejante a una cuenta de collar. Está 
compuesto por una corta cadena de DNA enrollada alrededor de un núcleo 
octamérico de proteínas histonas. Es la unidad estructural fundamental de 
la cromatina. (Figuras 4-23 y 4-24) 


nucleótido 

nucleotide 
Nucleósido con uno o más grupos fosfato unidos al azúcar mediante enlaces 
éster, El DINA y el RNA son polímeros de nucleótidos. (Panel 2-6, pp. 116-117) 


oligodendrocito 

aligodendracite 
Célula glial del sistema nervioso central de los vertebrados, que forma una 
vaina de mielina alrededor de los axones neuronales. Compárese con célula 
de Schwann. 


oligórnero 
oligomer 
Corto polímero. 


oligosacárido 

oligosaccharide 
Cadena corta, lineal o ramificada, de azúcares unidos de manera covalente 
(Panel 2-4, pp. 112-113) 


N-oligosacárido 

N-linied oligosaccharide 
Cadena de azúcares unida a una proteina a través del grupo NA de la cade- 
na lateral de un residuo de asparagina. Compdárese con O-oligosacárido. 
(Figura 12-50 y 12-51) 

O-oligosacárido 

O-linked oligosaccharide 
Cadena de azúcares unida a una proteína a través del grupo OH de un resi- 
duo de serina o de treonina. Compdrese con N-oligosacárido. (Figura 13-32) 


oncogén 

oncogene 
Gen alterado cuyo producto puede actuar de forma dominante colaboran- 
do a que una célula se transiorme en cancerosa. Normalmente, un oncogén 
es una forma mutante de un gen normal (protooricogén) que participa en el 
control del crecimiento o de la división celular, (Figura 20-27) 


vocito 
oacyta 
Óvulo cuando complete la meiosis. Será haploide. (Figuras 21-25 y 21-26) 
oogénesis 
oagenesis 
Proceso de formación y maduración de los cocitos en el ovario. (Figura 21-23) 


operador 
OPerazor 
Cort 


operón 

operon 
En un cromosoma bacteriano, grupo de genes contiguos que se transcriben 
en una sola molécula de mRNA. (Figura 7-34) 


ORC - véase complejo de reconocimiento del origen de replicación 
ORP- véase pauta abierta de lectura 


organismo modelo 

model organism 
Especie que ha sido estudiada intensamente durante un periodo de tiempo 
muy largo y que, por lo tanto, constituye un “modelo” a partir del cual derj- 
var principios fundamentales de la biología. 


organismo transgénico 

transgenic organism 
Planta o animal que ha incorporado de forma estable uno o más genes de 
otra célula u organismo (mediante inserción, deleción y/o reemplazamien- 
10) y que puede transmitirlos a las generaciones sucesivas. El gen que se ha 
añadido se denomina transgén. (Figuras 8-64 y 8-65) 


Organizador (organizador de Spemann) 

Organizer (Spermansis Organizer) 
Tejido especializado del labio dorsal del blastómero de un embrión de un 
anfibio; fuente de señales que ayudan a orquestar la formación del eje cor- 
poral del embrión. (Denominado asíen honor de H. Spemann y H. Mangold, 
sus codescubridores). (Figura 22-74) 


organizador nucleolar 

nucleolar organizer 
Región de un cromosoma que contiene un grupo de genes de rRNA que dan 
lugar a parte del nucleolo. (Figura 6-47) 


órgano linfoide 

lymphoid organ 
Órgano implicado en la producción de los linfocitos. Los linfocitos se pro- 
ducen en los órganos linfoides primarios y responden a los antígenos en los 
órganos linfoides periféricos. (Figura 25-3) 


órgane linfoide periférico (órgano linfoide secundario) 

peripheral lymplhoid organ (secondary lymphoid orgar) 
Órgano linfoide en el que tanto los linfocitos T corno los linfocitos B interac- 
cionan con los antígenos extraños. Como ejemplos pueden citarse el bazo, 
los nódulos linfáticos y el tejido linfoide que está asociado a mucosas. 
(Figura 25-3) j 

órgano linfoide primario 

central tymplhoid organ (primary lynphoid orgas) 
Órgano linfoide en el que se forman los linfocitos a partir de células 
precursoras. En niamiferos adultos estos órganos son el tirao y la médula 
ósea. 


orgánulo 

organelle 
Compartimiento celular o gran complejo macromolecular, a menudo ro- 
deado por una membrana, que tiene una estructura, wa composición ma- 
cromolecular y una función distintas. Como ejemplos pueden citarse el nú- 
cieo, el nucleola, las mitocondrias, el complejo de Golgi y el centrosoma. 
(Figura 1-30) 

origen de replicación 

origin of replication, replicatior origin 
() Lugar de un cromosoma donde se inicia la replicación del DNA. (2) 
Región de una molécula de DNA en la que se inicia la duplicación del DNA. 
(Figuras 4-21 y 5-25) 


ortólogos 

orthologs 
Genes o proteinas de diferentes especies cuya secuencia es similar debido a 
que son descendientes de un mismo gen de un ancestro común de ambas 
especies, Compdárese con parálogos, (Figura 1-25) 


ósmosis 

Osmasis 
Desplazamiento neto de moléculas de agua a través de una membrana se- 
mipermeable, dirigido por la diferencia de concentración de un soluto a 
ambos lados de dicha membrana. La membrana debe ser permeable al agua 
pero ro las moléculas de soluto. (Panel 11-1, p. 664) 


osteoblasto 

osteoblast 
Célula que segrega la matriz del hueso y que dará lugar al osteocito. (Figura 
23-33) 

osteocita 

osteocyle 
Célula del hueso, que no se divide y que se desarrolla partir de un osteoblas- 
10 y está embebida en el interior de la matriz del hueso (osteína). (Figura 
23-55) 


osteorcilasto 

osteociast 
Célula plurinucdiea 
Baciendo posible s 
a lesiones durante 


sasta el hueso, 
y ea la respuesta 


da semejan 
semodelación durante el 
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ovulación 
ovulation 
Liberación de un óvulo del ovario. (Figura 21-26) 


óvulo 
ovumn 
Cocito maduro. Gameto fernenino 


oxidación foxidar) 

oxidation (oxidize) 
Pérdida de electrones de un átomo, como ocurre cuando a una molécula se 
le añade un oxígeno o se le elimina un hidrógeno. Lo opuesto a la reducción. 
(Figura 2-43) 


oxidasa 

oxidase 
Enzima que cataliza una reacción de oxidación, especialmente si el aceptor 
de electrones es el oxígeno molecular. 

óxido nítrico (NO) 

nitric oxide (NO) 
Molécula señal gaseosa presente muy utilizada en la comunicación célula- 
célula tanto en animales como en plantas. (Figura 15-12) 


p33 

po3 
Gen supresor de tumores que se encuentra mutado en cerca de la mitad de los 
cánceres humanos. Codifica una proteína reguladora de genes que se activa 
cuando se produce daño en el DNA y que participa en el bloqueo de la progre- 
sión de la célula a través del ciclo celular. (Figuras 20-37 y 20-40) 


par de bases 

base pair 
Dos nucleótidos de una molécula de RNA o de DNA que se mantienen uni- 
dos entre sí mediante enlaces de hidrógeno, por ejemplo G con € y A con T 
ocon U. 


parredox 

redox pair 
Pareja de moléculas una de las cuales actúa corno dadora de electrones y la 
otra corno aceptora de elecirones, en una reacción de oxidación-reducción: 
por ejemplo, NADH (dador de electrones) y NAD* (aceptor de electrones). 
(Panel 14-1, p. 830) 


Par3, Part 

Par3, Part 
Proteínas de armazón que participan en la especificación de la polaridad en 
células animales individuales; Par3 y Paró forman un compiejo con una pro- 
teína quinasa C atípica (aPKC). (Figura 19-31) 


parálogos 

paralogs 
Genes o proteínas cuya secuencia es similar debido a que son el resultado 
de un suceso de duplicación génica ocurrido en un organismo ancestral. 
Compárese con ortólogos. (Figura 1--25) 


pared celular 

cell wall 
Matriz extracelular mecánicamente resistente depositada por una célula en 
el exterior de su membrana plasmática. Es prominente en la mayoría de 
plantas, bacterias, arqueas, algas y hongos. No está presente en la mayoría 
de células animales. 


pared celular primaria 

primary cell wal 
Primera pared celular producida por una célula vegetal en crecimiento; nor- 
malmente es delgada y flexible, dando espacio para el crecimiento de la 
célula. (Figura 19-79) 


pared celular secundaria 

secondary cell wall ! 
Pared celular rígida y permanente que se sintetiza debajo de la delgada pa- 
red celular primaria en algunas células vegetales que han completado su 
cxecimiento. (Figura 19-770) 


partienogénesis 

parthenogenesís 
Producción de un nuevo individuo a partir de un óvulo sin que éste haya sido 
fecundado por ningún espermatozoide, 


partícula de reconocionento de la señal (SRP) 

signat-recognition particle (5R.P) 
Partícula ribonuceoproteica que se ne a la secuencia señal de secreción 
del ER de una cadena polipeptídica parcialmente sintetizada y dirige al po- 
lipéptido, junto con el ribosoma que tene unido, hacia el retículo endoplas- 
imático. (Figura 12-39) 


patógeno (adjetivo patogénico) 
pathogen (adjecúve pathogenic) 


Organismo, célula, virus o prión que catisa una enferine 
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pauta abierta de lectura (ORF) 

Open reading frame (ORF) 
Secuencia continua de nucleótidos libre de codones de paro al menos en 
una de las tres pautas de lectura, y, por tanto, con el potencial de codificar 
una proteína. 


pauta de lectura 

reading frame 
Fase en que son leídos los nucleótidos en grupos de tres para codificar una 
proteína. Una molécula de RNA mensajero puede ser leída siguiendo tres 
pautas de lectura diferentes, pero sólo una de ellas dará la proteina adecua- 
da. (Figura 6-51) 


PCR (reacción en cadena de la polimerasa) 

PCR (polymerase chain reaction) 
Técnica que permite amplificar de forma específica determinadas regiones 
de DNA, mediante la utilización de cebadores de secuencia específica y 
varios ciclos de síntesis de DNA, a cada uno de los cuales le sigue un breve 
tratamiento de incremento de calor para separar las cadenas complernen- 
tarias. (Figura 8-45) 


pectina 

pectin , 
Mezcla de polisacáridos rica en ácido galacturónico, que forma tina matriz 
muy hidratada en la que está embebida la celulosa de las paredes vegetales. 
(Figura 19-79) 


pentosa 
pentose 
Azúcar de cinco carbonos. 


peptidasa señal 

signal peptidase 
Enzima que escinde la secuencia señal terminal de na proteína cuando se 
ha completado el proceso de clasificación. (Figura 12-25) 

péptido 

peptide 
Corto polímero de aminoácidos. 


permeasa - véase transportador 
permease 


peroxisoma 

peroxisome d 
Pequeño orgánulo celular delimitado por una única membrana, que utiliza 
oxígeno molecular para oxidar moléculas orgánicas. Contiene algunas enzi- 
mas que producen peróxido de hidrógeno (H204) y otras que lo degradan. 
(Figura 12-30) 


peso molecular (masa molecular relativa) 

molecular weight (relazive molecular nuass) 
Masa de una molécula relativa a la masa del átomo de hidrógeno, estricta- 
mente, relativa a 1/12 de la masa de un átomo de *C, es decir, un dalton. 


pH 

Pag 
Medida común de la acidez de una solución: “p” se refiere a la potencia de 
10, y "H” se refiere al hidrógeno. Se define como el logaritno negativo de la 
concentración de iones hidrógeno en moles por litro (VJ. pH =-log (H*]. Así 
una solución de pH 3 contendrá 10% M de iones Hidrógeno. Un pH inferior 
a7esácido y un pH superior a 7 es alcalino. 


pl- véase punto isoeléctrico 


Pi 3-quinasa-- véase fosfoinosítido 3-quinasa 
Pl3BAdnase 


pinocitosis 


- pinacytosis 


Literalmente significa “bebida cehular”, Tipo de endocitosis en la que todo 
tipo de materiales solubles son captados continuamente del medio, incor- 
porados en pequeñas vesículas y transportados en el interior de endosomas 
con las moléculas unidas a membrana. Compárese con fagocitosis, (Figura 
13-48) 

pirimidina 

pyrimidine 
Compuestos con anillos que contienen nitrógeno, que se encuentran en el 
DINA y en el RNA; la citosina, la timina y el uracilo. (Panel 2-6, pp. 116-117) 


Picuvato (CH300C00r) 

piruvate (CH3COCOO) 
Producto final de la vía glucolítica, Entra en la ruitocondria y alimenta el ciclo 
del ácido cítrico y otras vías biosintéticas. 

PLA véase protetna quinasa dependiente de AMP cíclico 

PRB véase Ala 

PKC - véase proteína quinasa € 


Placa celular 
cell plate 


por la fusión. 
isión y que es la 
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placa metafásica 

metaphase plate 
Plano imaginario perpendicular al huso mitótico equidistante de ambos polos 
en el que se sitúan los cromosomas en la metafase, (Panel 171, pp. 1072-1073) 


plaqueta 

platelet 
Fragmento celulaz, sin núcleo, que se produce en la médula ósea roja por 
rotura de un megacariocito y que se halla en grandes cantidades en la san- 
gre. Colabara en el inicio de la coagulación de la sangre cuando los vasos 
sanguíneos son dañados. 

plásruido 

plasmid 
Pequeña molécula de DNA circular extracromosómica que se replica de forma 
independiente del genoma. Los plásmidos modificados son ampliamente 
utilizados como vectores en la clonación de DNA. 


plasmadesmo 

plasmodesma (plural plasmodesmata) 
Equivalente a una unión comunicante en vegetales. Unión comunicante cé- 
hua-célula en plantas en la cual un canal de citoplasma limitado por mem- 
brana plasmática conecta dos células adyacentes a través de un pequeño 
poro presente en sus paredes celulares. 

plastidio 

plastid 
Orgánulo citoplasmático propio de células vegetales, rodeado por una doble 
membrana, que contiene su propio DNA y que a menudo está pigrnnentado. 
Los cloroplastos san plastidios. 


PLC - véase fosfolipasa € 


ploidía 

ploidy 
Número de juegos homólogos completos de cromosomas que hay en un ge- 
noma. Los organismos diploides tienen dos juegos completos de cromoso- 
mas en sus células somáticas; los organismos haploides tienen un solo 
juego; los organismos poliploides tienen más de dos. 


polar 

polar 
En sentido eléctrico, el término polar describe una estructura (por ejemplo, 
un enlace químico, un grupo químico o una molécula) con una concentra- 
ción de cargas positivas hacia un extremo y de cargas negativas hacia el otro, 
como resultado de una distribución desigual de los electrones. Las molécu- 
las polares normalmente son solubles en agua. (Figura 2-10 y Panel 2-2, pp. 
108-109) 


polaridad celular planar 

planar cell polarity 
Tipo de asimetría celular que puede observarse en algunos epitelios, tal que 
cada célula tiene un vector de polaridad orientado en el plano del epitelio. 
(Figura 19-32) 


poliadenilación 

polyadenilation 
Adición de una larga secuencia de nucleótidos A (la cola poli A) al extremo 3” 
de una molécula naciente de mBNA. (Figuras 6-21 y 6-38) 


polimerasa 

polynerase 
Enzirna que cataliza reacciones de polimerización, como la síntesis de DNA 
o de RNA. Véase también DNA polimerasa, RNA polimerasa. 


polímero 

poliner 
Molécula grande generada mediante la unión covalente de varias subuni- 
dades idénticas o similares (monómeros) entre sí. 


polimórfico 

polyuorphic 
Describe un gen con dos o más alelos distintos que coexisten con elevadas 
frecuencias en una población. 


polimorfismo de tun único nucleótido (SNP) 

single nucleotide polymorpliisa: (SP) 
Variación, entre individuos de una población, en un nucleótido de una. 
determinada posición del DNA. 

polipéptido 

polypeptide 
Polímero lineal de aminoácidos. Las proteínas son polipéptidos de gran ta- 
maño y ambos términos pueden utilizarse de forma indiferente. (Panel 3-1, 
pp. 128-129) 


polipinide 

poiyploid ñ ; 
Célula u organismo que contiene más de dos juegos de cromosomas homó- 
logos. 


polirribosorma (polisoma] 
potyribosome [potysome) 


sajero a la que se han unido varios ibosornas que es- 
sis de proteínas. (Figura 6-76) 


polisacárido 

polyssacharide 
Polímero lineal o ramificado de monosacáridos. Como ejemplos pueden ci- 
tarse el glucógeno, el almidón, el ácido hialurónico y la celulosa. (Panel 2-4, 
p. 113) 


polo animal 

animal pole 
En huevos con yema, el extremo opuesto a la yema. Las células derivadas de 
la región animal envolverán a las derivadas de la región de la yema (vegetal). 
(Figura 22-68) 


palo vegetativo 

vegetal pole 
En un huevo de animal, extremo en el que se localiza la mayoría de la yema. 
El extremo opuesto al polo anirnal, (Figura 22-68) 

porina 

porin 
Proteína formadora de canal de la merbrana externa de las bacterias, de las 
mitocondrias y de los cloroplastos. 


potenciación a largo plazo 

long-term potentiation 
Incremento de larga duración (días o semanas) de la sensibilidad de deter- 
minadas sinapsis del cerebro. lnducido por una corta ráfaga de descargas 
repetitivas de las neuronas presinápticas. (Figura 11-42) 


potenciador 

enhancer 
Secuencia de DNA reguladora a la que se unen proteínas reguladoras de ge- 
nes, incrementando la velocidad de transcripción de un gen estructural que 
puede estar a miles de pares de bases de distancia. 


potencial de acción 

action potential 
Excitación eléctrica rápida, transitoria y autopropagativa, de la membrana 
plasmática de una célula como una neurona o una fibra muscular, Los po- 
tenciales de acción, o impulsos nerviosos, hacen posible la señalización a 
largas distancias en el sistema nervioso. (Figura 11-30) 


potencial de membrana 

membrane potential 
Diferencia de voltaje a través de una membrana debida a un ligero exceso 
de iones positivos en un lado y de lanes negativos en el otro lado, Un poten- 
cial de membrana típico de la membrana plasmática de una célula animal 
es de -60 mV (negativo en el interior respecta al fluida circundante). 
(Figura 11-22) 


potencial de reposo de la membrana 

resting membrane potential 
Potencial de la mernbrana en condiciones de equilibrio, en las que no hay 
un flujo neto de jones a través de la membrana plasmática. Véase también 
potencial de merubrana. 


potencial redox 

redox potential 
Afinidad de un par redox por los electrones, por lo general se cuantifica co- 
mo la diferencia de voltaje entre una mezcla equimolar de los miembros del 
par y una referencia estándar, El par NADHINAD” tiene un potencial redox 
bajo y el par 07/H2 tiene un potencial redox alto (alta afinidad por los elec- 
tones). (Panel 141, p. 830) 


pre-mENA 

pre-mBNA 
Precursor del RNA mensajero. En los eucariotas incluye todos los estadios 
intermedios del procesamiento del RNA, 

prenilación 

prenylation 
Unión covalente de un grupo lipídico isoprenoide a una proteína, (Figura 
10-20) 

presión de turgencia 

ÍUTgOT pressure 
Gran presión hidrostática que se desarrolla en el interior de una célula vege- 
tal como resultado de la entrada de agua por ósmosis; es la fuerza que did- 
ge la expansión de las células en el crecimiento de los vegetales y que 
mantiene la rigidez de los tallos y de tas hojas. 


pxrimasa — véase DNA primasa 

primase 

prión 

prion 
Un prión es un agente infeccioso constituido por una proteína plegada de 
forma anormal, que se replica en el huésped induciendo a que las proteínas 
normales del mismo tipo adopten su misma estructura aberrante, (Figuras 
6-95 y 6-98) 


—procariota 


procaryote (prolcaryote) 
Un precariota es un microorganismo unic 
bien definido sodeado de membrana. Tanto 
Figura 121 
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procespasa 

procaspase 
Precursor inactivo de una caspasa, una enzima proteolítica que habitual- 
mente participa en la apoptosis. (Figura 18-S) 

procesamiento del RNA 

RNA processing 
Térraino general utilizado para describir las diferentes modificaciones que 
sufre un transcrito de RNA hasta que alcanza su forma madura. Puede in- 
ciuir la formación de la caperuza en 5”, poliadenilación en 3”, fagrnenta- 

: ción en 3”, ayuste y edición. 

profase 

prophase 
Primera etapa de la mitosis durante la cual los cromosomas están con- 


densados, pero todavía no se hallan unidos al huso mitótico. (Panel 17-1, 
pp. 1072-1073) 


progresión tumoral 
tumor progression s 
Proceso mediante el cual un desorden inicialmente benigno del compor- 
tamiento celular evoluciona de forma gradual hasta dar lugar a un verdade- 
ro cáncer. (Figuras 20--9 y 20-11) 
prometafase 
prometaphase 
«Fase de la mitosis, que precede a la metafase, en la que la envoltura nuclear 
- se descompone y los cromosomas se unen por primera vez al huso mitótico. 
(Panel 171, pp. 1072-1073) 
promotor 
promoter 
Secuencia de nucleótidos de un DNA a la que se une la RNA polimerasa para 
iniciar la transcripción. Véase también promotor inducible. (Figura 7-44) 


promotor inducible 
inducible promoter 
Secuencia de DINA reguladora que permite que la expresión de un gen aso- 


clado se active mediante un estímulo molecular o físico particulares (p. ej., 
un estrés térmico). (Figura 22-49) 


proteasa (proteiuasa, enzima proteolítica) 
protease (proteinase, proteolytic enzyme) 
Enzirna que degrada proteínas hidrolizando algunos de sus enlaces peptídicos, 


proteína 
protein 
Principal constituyente macromolecular de las células. Polímero lineal de 


aminoácidos unidos entre sí mediante enlaces peptídicos, siguiendo una se- 
cuencia determinada. (Figura 3-1) 


proteína activadora de gen - véase activador 
gene activator protein 


proteína activadora de GTPasa (GAP) 

GlPase-activaling protein (GAP) 
Proteína que se une a una GTPasa inactivándola por la estimulación de su 
actividad GTPasa, la cual hidroliza el GTP unido hasta GDP (Figura 3-71) 


proteína adaptadora 

adaptor protein 
Término general que se refiere a proteínas que sólo actúan uniendo dos 
o más proteínas diferentes en un proceso intracelular de señalización 
o complejo proteico. (Figura 15-22) 


proteína APC: proteína del gen causante de la poliposis adenomatosa familiar 
adenomatoss polyrosis coll (APC) protein 
Proteína supresora de timores que forma parte de un complejo proteico en 


la vía de señalización Wnt, que recluta a catenina citoplasmática libre y la 
degrada, 


proteína asociada a microtiíbulos (MAP) 

microtubule- associated pratein (DAAP] 
Cualquier proteína que se une a los microtúíbulos y modifica las propieda- 
des de éstos. 5e han encontrado muchos Upos diferentes, incliyendo pro- 
teínas estructurales, como la MAP-2, y proteínas motoras, como la dineína, 
¡No debe confuadise con la “MAP” (la proteína quinasa activada por mitó- 
geno; muogen-activated protein kinaze) de la “MAP-quinasa”] 


proteína con secuencias repetidas ricas en leucins [proteína LEE) 

leucine-rich repeat protein (LER protein) 
Tipo de receptor con actividad serina/ reonina quinasa, común en plantas, 
Se caracteriza por una formación en tándem de las secuencias repetidas ri- 
cas en leucina, en la parte extracelular. 


proteína de armezón lo de agregación) 

scajfotd proteína 
Proteína que une grupos de proteínas de señalización intracelular forman- 
do un complejo proteica, a menudo anclando el compleja en una localiza- 
ción especifica de la cébula. (Figura 15-17) 


proteína de canal 
chaanel protein 


anspore de membrana que forraa 3n poro acuoso en la mern- 
. puede pasar un soluro determinado, habitualmente 
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proteína de estrés por calor (Hsp, proteína de respuesta al estrés) 

heatshock protein (HPS, stress-response protein) 
Proteína perteneciente a la gran familia de proteínas chaperonas molecula- 
res, muy conservadas, denominadas así porque se sintetizan en cantidades 
crecientes en respuesta a un incremento de la temperatixa o de otro trata- 
miento estresante. Las Hsp desempeñan papeles importantes colaborando 
al plegamiento correcto. Como ejeraplos destacados pueden citarse la 
Hspe8s y la Hsp70. 


proteína de fusión 

fusión protein 
Proteína modificada de forma artificial que combina dos a más polipépti- 
dos que normalmente se encuentran separados entre sí. Producida a partir 
de un gen recombinante. 


proteína de resistencia a múltiples drogas (proteína MDR) 

multidrug resistance protein (MDR protein) 
Tipo de proteína transportadora ABC capaz de bombear fármacos hidro- 
fóbicos (como algunos fármacos anticancerígenos) hacia el exterior del ci- 
toplasma de las células eucariotas. 


proteína de señalización intracelular 

intracellular signaling protein 
Proteína que participa en las vías de señalización intracelular. Habitual- 
mente activa la siguiente proteína de la vía o genera un mediador intracelu- 
lar pequeño. (Figura 15-1) 

proteína de transporte de membrana 

membrane transport protein 
Proteína de membrana que medía el paso de lones o de moléculas a través 
de una membrana. Las dos clases principales son los transportadores (tam- 
bién amados permeasas) y los canales. (Figuras 11-3 y 11-4) 


proteína de unión a la actína 

actin-binding proteín 
Proteína que en las células se asocia tanto con monómeros de actina como 
con filamentos de actina, modificando sus propiedades. Como ejemplos, pue- 
den citarse la miosina, la f) actinina y la profilina. (Panel 16-3, pp. 994-995) 


proteína de unión a DNA de cadena sencilla 
single-strand DNA-binding protein 
Proteína que se une a las cadenas sencillas de la doble hélice de DNA abierta 


y evita que vuelvan a formarse estructuras helicoidales durante la replica- 
ción del DNA, (Figura 5-16) 


proteína de unión a GT? — véase GTPasa 
GTP- binding protein 


proteína E2F 

E2F protein 
Proteina reguladora de genes que activa muchos genes que codifican pro- 
teínas necesarias para que la célula entre en la fase S del ciclo celular. 


proteína Buerescente verde (GFP) 
green fluorescent protein (GFP) 


Proteína Auorescente aislada a partir de una medusa. Ampliamente utiliza- 
da corno marcador en biología celular. 


proteína G (proteína trimérica de unión a GTP) 
G proteín (trimeric GTP-binding protein) 
Proteína tuimérica que se une a GT? con una actividad GTPasa intrínseca, 


que acopla GPCR a enzimas o a canales iónicos enla merbrana plasmática 
(Tabla 153, p. 919) 


proteína G estimuiladora (GyJ) 

Siinudatory G proteína (G) 
Proteína G que, cuando está activada, activa la enzima adenilato ciclasa y 
por consiguiente estimula la producción de AMP cíclico. (Véase también 
proteína G y Tabla 153, p. 919 

proteína € inhibidora (Gp 

inhíbitory G protein (Gj 
Proteína G trimérica que puede regular canales iónicos e inhibir a la enzima 
adenilato ciclasa de la membrana plasmática. (Véase ¡ambién proteína G. 
(Tabla 15-3, p. 919) 

proteína 6 trimérica (proteína trimérica de unión a GTP) — véose proteína G 

trimerio O protein (irimerio GTP binding protein) 


proteína Hedgehog 

Hedgehog proicin 
Molécula señal extracelular secretada que desempeña muchos papeles dife- 
rentes controlando la diferenciación celular y la expresión de genes en los 
embriones animales y en los tejidos adultos. Una señalización Hedgehog ex- 
cesiva puede conducir al cáncer. 


proteína haRWNP (proteína ribenuciear nuclear heterogénea) 

hnRNP protein (heterogeneous nuclear ribonucleas protein] 
Cualquiera de los miembros de un grupo de proteínas que se ensamblan 
sobre el RNA recién sintetizado y lo cormmpactan. (Figura 6-33) 

proteína inhibidora de Cdk (CKD 

Cdk inhibitor protein (CE) 
Proteína que se une a complejos : 


a implicada princi- 
palmente en el conuvol de las 
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proteína integral de raembrana 

integral membrane protein 
Proteína que es retenida en una membrana a través de uno o más dorni- 
nios que se extienden o están embebidos en la bicapa lipídica. (Figu- 
ra 10-19) 


proteína MDR — véase proteína de resistencia a múitiples drogas 
MDR protein 


proteína MHC 

MAC protein 
Elernento de una gran familia de glucoproteínas de superficie celular de los 
vertebrados que son miembro de la superfamilia de las Ig. Las protefmas 
MEC se unen a fragmentos de péptido de antígenos no propios y los pre- 
sentan a las células T induciendo una respuesta inraunológica adaptativa. 
Véase también proteínas MHC de clase 1, proteínas MHC de clase 11. (Figuras 
25-49 y 25-50) 

proteína MEC de clase 1 

class ¿MEC protein 
Una de las dos clases de proteínas MHC. Está presente en la superficie de 
casi todos los tipos celulares de los vertebrados, donde pueden presentar 


péptidos derivados de un microbio intracelujar que las infecta (como p. ej., 
un virus) a las células T citotóxicas. (Sigura 25-50) 


proteína MHC de clase ll 

class MAC protein 
Una de las dos clases de proteínas MEC. Está presente en la superficie de 
varias células presentadoras de antígenos, donde presenta péptidos no pro- 
pios a las células T colaboradoras. (Figura 25-50) 


proteína motora 

motor protein 
Proteína que utiliza energía derivada de la hidrólisis de nucleósidos trifosfa- 
to para autopropulsarse a lo largo de una vía lineal (un filamento proteico o 
de otra molécula polimérica). 


proteína NFsB 
NFKB protein 
Proteína reguladora de genes latentes que es activada por varias vías de 
señalización intracelular cuando las células son estimuladas durante res- 
puestas inmunitarias, inflamatorias o de estrés. También deserapeña im- 
portantes papeles durante el desarrollo animal. (Figura 15-79) 


proteína periférica de meribrana 

peripheral membrane protein 
Proteína que está unida a una cara de una membrana sólo a través de inte- 
racciones no-covalentes con otras proteinas de membrana y que puede se- 
pararse mediante tratamientos relativamente suaves que dejan intacta la 
bicapa lípidica. (Figura 10-19) 

proteína quinasa 

protein kinase 


Enzima que transfiere el grupo fosfato terminal del ATP a uno o más amino- 
ácidos determinados (serina, treonina o tirosina) de una proteína diana. 


proteína quínasa A (PICA) — véase proteína quinasaA dependiente de AMP cíclico 
protein kinase A (PKA) 


proteína quinasa activada por mitógeno - véase MAP-quinasa 
mitogen-activated protein ldnase 


proteína quinasa atípica (aPKC) 

atypical protein kinase (aPKC) 
Una forma atípica de la proteína quinasa (PKC) que no requiere ní calcio 
tú fosfatidilserina para ser activa. Una de estas ÍaPKC participa en la especi- 
ficación de la polaridad de algunas células animales individuales. 


proteína quinasa B (PIB) —- véase Aka 
protein lcdnase B (PKEB) 


proteína quinasa £ (PKC) 

protein kinase C (PKC) 
Proteína quinasa dependiente de Ca** que, cuando es activada por dia- 
cilglicero! y por un incrernento de la concentración citosólica de Ca?», fos- 
forila proteínas diana en determinados residuos de serina y treonina. (Figura 
15-39) 


proteína quinasa dependiente de AMP cíclico (proteína quinasa A, PKA) 
cyclicAMP-dependent protein kinase (protein kinase A, PKA) 
Enzima que fosfora proteínas diana en respuesta a un incremento de los 
niveles intracehilares de AMP cíclico. (Figura 15-38) 


proteína quinasa dependiente de Ca?*/calzmmodulina — véase CaM-quinasa 
Ca? calmodailin-dependent protein kinase 


proteína quinasa dependiente de cCaMP - véase proteína guinasa A 
cAMP-dependent protein idnase 


proteína reguladora de genes 

gene regulatory protein 
Mombre genénco pa 
minada de DN 


proteína represora de genes 
gene repressor protein 


proteína residente del ER 

ER resident protein 
Proteína que permanece en el retículo endoplasmático (ER) o en sus mern- 
branas y lleya a cabo su función; en contraposición a las proteínas que sólo 
se encuentran en el ER transitorjarnente. 


proteína retinoblastoma (Rb) 

retinoblastorma protein (Hb) 
Proteína supresora de tumores que participa en la regulación de la división 
celular. Se halla mutada en retinoblastomas cancerosos así como en Imu- 
chos otros tumores, Su actividad normal consiste en regulaz el ciclo celular 
eucariota uniéndose (e inhibiendo) a las proteínas E2F bloqueando así la 
progresión de la replicación del DNA y le división celular, (Figura 17-62) 


proteína Smad 

Smad protein 
Proteína reguladora de genes latentes que es fosforilada y activada por un 
receptor serina/ treonina quinasa y que transporta la señal desde la superfi- 
cie celular hasta el núcleo. (Figura 15-69) 


proteína firosina fosfatasa 

protein tyrosine phosphtase 
Enzima que elimina grupos fosfato de residuos tirosina fosforilados de pro- 
teínas (Figura 25-71) 


proteína transmembrana 

transmentbrane protein 
Proteína de membrana que se extiende a través de la bicapa lipídica y que 
tiene parte de su masa a ambos lados de la membrana. (Figura 10-19) 


proteína transmembrana de multipaso 

multipass transmembrane protein 
Proteína de membrana cuya cadena polipeptídica cruza la bicapa lipídica 
más de una vez. (Figura 10-19) 


proteína transmembrana de paso único 

single-pass transmertbrane protein 
Proteína de membrana cuya cadena polipeptídica cruza la bicapa lipídica 
una sola yez. (Figura 10-19) 


proteína transportadora -— véase transportador 
cartier protein 


proteínas Mem 

Mem proteins 
Proteínas de la célula eucariota necesarias para el inicio de la replicación del 
DNA: parece que forman la helicasa de la horquiila de replicación del DNA. 


proteínas transportadoras ABC 

ABC transporter proteins 
Gran familía de proteínas transportadoras de membrana que utilizan la 
energía de hidrólisis del ATP para transferir péptidos y una gran variedad de 
pequeñas moléculas a través de las membranas. (Figura 117) 


proteoglucano 

proteoglycan 
Molécula formada por una o más cadenas de glucosaminoglucano unidas a 
un núcleo proteico. (Figura 19-58) 


proteolisis 
proteolysis 
Degradación de una proteína por la hidrólisis de sus enlaces peptídicos. 


proteómica 

proteomi2cs 
Estudio de todas las proteínas, incluyendo todas las formas modificadas cova- 
lentermente, producidas por una célula, un tejido o un organismo, A raenudo 
la proteómica estudia los cambios en este gran conjunto de proteínas del "pro- 
teorna" causados por cambios en el ambiente o por señales extracelulares. 


protessoma 

proteasome 
Gran complejo proteico del citosol, con actividad proteolítica, que es respon- 
sable de la degradación de las proteínas que están marcadas para ser destrui- 
das mediante ubiquitinación o mediante otros sis: 


protista 
prokist 
Eucariota imicelular. incluye los protozoos, las algas y levaduras. (Figura 1-41) 


proto-oncogén 

proto-oncogen 
Gen normal, porlo general relacionado con la regulación de la proliferación 
celular, que mediante mutación puede ser transformado en un oncogén 
promotor de cáncer. (Figura 20-34) 


protón 

proton 
Partícula subatómica cargada positivamente del núcleo atómico, El hidró- 
geno tiene un núcleo compuesto por un solo protón (H*), (Figura 2-4) 
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pseudogén 

pseudogerne 
Secuencia de nucleótidos de DNA que ha acumulado diversas mutaciones 
que lo han convertido en un gen inactivo y no funcional. 


pseudépado 

pseudopodium (plural pseudopodia) 
Evaginación grande y fina de la superficie celular que forman las células 
ameboidales cuando se desplazan, De forma más general, cualquier eva- 
ginación dinámica rica en actina de la superficie de una célula animal. 
Compárese con Glopodío y con larnelipodio. (Figura 16-94) 

punto de control 

checkpoint 
Punto del ciclo de división de las células eucariotas en el cual la progresión 
a través del ciclo puede ser interrumpida hasta que se den las condiciones 
adecuadas para que la célula prosiga hasta la fase siguiente. 


punto de control de la unión al huso (punto de control de la transición de la 
metafase a la avafase) 


spindle assembly checkpoint (metaphase to anaphase transition 

checkpoint) 
Punto de control que actúa durante la mitosis asegurando que todos los cro- 
mosomas están unidos adecuadamente al huso antes de que seinicie la sepa- 
ración de las cromátidas hermanas. (Figura 17-14 y Panel 17-1, pp. 1072-1073) 


: purito de control de Ga/M 


GyM checkpoint 
Punto del ciclo celular de las células eucariotas en el que la célula determina 
si la replicación del DNA se ha completado antes de disparar los sucesos 
termpranos de la mitosis que conducirán al alineamiento de los cromoso- 
zas sobre el huso. (Figura 17-14) 


punto de restricción — véase inicio 
restriction point 


punto isoeléctrico (PD 

isoelectric point (P) 
El pH al que una molécula en solución no presenta carga eléctrica neta, y 
por lo tanto, no se desplaza en un campo eléctrico. (Figura 8-22) 

purina 

purine 
Compuestos con anillos que contienen nitrógeno, que se encuentran en el 
DNA y en el RNA: la adenina y la guavina. (Panel 2-6, pp. 116-117) 


quelante 

chelate 
Que se combina de forma reversible, normalmente con gran afinidad, con 
un lon metálico corao el hierro, el calcio o el magnesio. 


queratina 

keratin 
Proteína que forma Blamentos intermedios de queratina, características de 
las células epiteliales. Las queratinas especializadas se encuentran en el pelo, 
en las uñas y en las plumas. 


quiasma 
chiasma (plural chiasimata) 
Conexión visible en forma de X entre cromosomas homólogos apareados 


durante la melosis, Representa un punto de entrecruzamiento del cromo- 
soma, una fonna de recombinación genética. 


quimera 

chimera 
Organismo completo formado a partir de un agregado de dos o más pobla- 
ciones de células genéticamente diferentes (dos o más genotipos), origina- 
das a partir de cigotos diferentes. (Compdárese con aosaico.) 

quimioguiaa 

chemokine 
Citoquiña quimiotáctica. Pequeña proteína secretada que atrae algunas Cé- 
balas, como los leucocitos, hacia el lugar de origen de esta proteína. Es lm- 
poriante el papel que desempeña en el funcionamiento del sistema 
inmunicado, 

quirsiotads 

chemotaxis : 
Desplazamiento dirigido de una célula u organismo hacia o en contra de 
una sustancia química difusiva. 

quinasa 

kinase 
Enzima que cataliza la adición de grupos fosfato a moléculas. Véase también 
proteína quinasa. 

auinasa activadora de Cdk (CAKO 

Cdicactivating kdrase (CAL) 
Proteína quinasa que fosforila Cdk de los complejos ciclina-Cdk y activa 


resente enla Ggiones célula-raataiz (adhe- 
áncas de las integrinas. 
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quinasa dependiente de ciclina (Cdi) 

cyclin-dependent kinase (CAE) 
Proteína quinasa que para ser activa tiene que formar un complejo con una 
ciclina. Diferentes complejos ciclina-Cdk ponen en funcionamiento di- 
ferentes etapas del ciclo de división celular y fosforilan proteínas diana es- 
pecíficas. (Figura 17-15) 


quinesina 

kinesin 
Miembro de una de las dos clases principales de proteínas motoras que uti- 
lizan la energía de hidrólisis de ATP para desplazarse a lo largo de los micro- 
túbulos, (Figura 16-58) : 


quinona (Q) 

quinone (Q) 
Pequeña molécula transportadora de electrones, móvil y liposoluble, que se 
encuentra en las cadenas transportadoras de electrones respiratoria y foto- 
sintética. (Figura 14-24) 

quitina 

chitin 
Abundante polisacárido polimérico orgánico de N-acetilglucosarnina. Corm- 
ponente mayoritario del exoesqueleto de los insectos y de las paredes celu- 
lares de los hongos. 


Rab (proteína Rab) 


- Rab (Rab protein) 


GTPasa monomérica de la superfamilia Ras presente en la membrana plas- 
raática y en las membranas de los orgánulos. Participa en conferir la especi- 
fcidad en la unión de las vesículas. (Tabla 15-5, p. 926) 


radical libre 

free radical 
Átomo o molécula que es extremadamente reactiva debido. a que tiene por 
lo menos un electrón desapareado. Son responsables de una gran parte de 


las alteraciones del DNA. 
Ran (proteína Ran) 
Ran (Ran protein) 


GTPasa monomérica de la superfarnilia Ras que está presente tanto en el ci- 
tosol corna en el núcleo, Es necesaria para que se dé el transporte activo de 
macromoléculas hacia dentro y hacia fuera del núcleo a través de los com- 
plejos de poro nuclear. (Tabla 15--5, p. 926) 


Ras (proteína Ras) 

Ras (Bas proteis) 
GTPasa monomérica de la superfarnilia Ras que colabora en la transmisión 
de señales desde receptores ETX de la superficie celular hasta el núcleo, fre- 
cubrterente en respuesta a señales que estimulan la división celular. Se de- 
nomina así por el gen ras, identificado por primera vez eu virus que causan 
sarcoras en rata (1 l sSarcomas,. 


rasgo complejo 

complex trait 
Característica heredable cuya transmisión a la progenie no abedece a las 
reglas sencillas de las leyes de Mendel. Estos rasgos complejos son debidos 


ala interacción de varios o de muchos genes y/o a interacciones con el en- 
torna. 


Rb — véase proteína retinoblastoma 


reacción acoplada 
coupled reaction 


Par de reacciones químicas relacionadas en las que la energía liberada por 
una de ellas impulsa la otra, (Figura 2-51) 


reacción de condensación (reacción de deshidratación) 
condensation reaction (delydratation recction) 
Reacción química en la que dos moléculas se hallan unidas covalenternen- 
ten través de grupos -OH con la elizninación de una molécula de agua. 
reacción de Bjación del carbono 
carbon fication reactton 
Proceso mediante el cual el carbono inorgánico (como COz atmosférico) es 
incorporado a moléculas orgánicas. Es la segunda etapa de la fotosíntesis. 
Figura 14-39) $e 
reacción en cadegaa de la polimerasa - véase POR 
polymeraze chain reaction 
reacción redox 
redos reaction 
Reacción enla que uno de los componentes se oxida y el otro se reduce; una 
reacción de oxidación-reducción. (Panel 14-1, p. 830) 
BecA (proteina BecA) 
RecAÁ (Recá protein) 
Prototipo dea clase de proteínas de unión a DNA que catalizan la sinap- 
sis dde las cadenas de DNA durante la recombinación genética. (Figura 5-58) 
recarablo rotatorio 
treadimilling 
Pp: so porel 
longitad, mediant 


$ proteicas 
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receptor 

receptor 
Cualquier proteína que une de forma especifica moléculas señal (ligandos) 
2 inicia una respresta en la célula, Algunos se hallan en la superficie celular 
mientras que otros se hallan dentro de la célula, (Figura 15-3) 


receptor acoplado a canal lónico— véase canal iónico regulado por transmisor 
ion-channel-coupled receptor 


receptor acoplado a enzinaa 

enzyme-couplead receptor 
Principal dpo de receptor de la superficie celular en el que el dominio cito- 
plasmático ene actividad catalítica propia o está asociado a una enzima in- 
tracelular. En arabes casos, la actividad enzimática está estimulada por la 
unión del ligando al receptor. (Figura 15-16) 


Teceptor acoplado a proteína G 

G-protein-coupled receptor (GPCR) 
Receptor de superficie celular, que atraviesa la membrana siete veces que, 
cuando es activada por su ligando extracelular, activa a una proteína G 
la cual, a su vez, activa una enzima o un canal iónico de la membrana plas- 
mática. (Figuras 15-16 y 15-30) 


receptor asociado a histidina quinasa 

histidine-lcinase-associated receptor 
Tipo de receptor transmembrana que se encuentra en la membrana plas- 
mática de bacterias, de levaduras y de células vegetales, y que está impli- 
cado, por ejemplo, en la percepción de los estímulos responsables de la 
quimiotaxis bacteriana, Está asociado a una proteína histidina quinasa por 
su cara citoplasmádca. 


receptor de acetilcolina 

acetylcholine receptor (ACHR) 
Canal iónico que se abre en respuesta a la unión de acetilcolina y transduce 
asíuna señal química en una eléctrica. Se trata del ejemplo mejor conocido 
de canal iónico regulado por ligando. A veces denominado receptor nicotí- 
nico de la acevlcolina, para diferenciarlo del receptor muscarínica de la ace- 
tilcolina, que es un receptor de la superficie celular asociado a proteína G. 


receptor de citoquina 

cytoldne receptor 
Receptor de la superficie celular que se une de forma específica a citoquinas 
u hormonas y que actúa a través de la vía de señalización Jak-STAT. (Figura 
15-49) 

receptor de JP3 (canal liberador de Ca** regulado por IPa) 

1P3 receptor (IP3-gated Ca?*-release channel) 
Canal regulado por Ca?* situado en la membrana del ER, que se abre cuan- 
da se une a él 1P3 del citosal, liberando al citosol Ca?* almacenado en el ER. 
(Figura 15-39) j 


receptor de muerte 

death receptor 
Proteína receptora trausmembrana que cuando se une a algún ligando ex- 
tracelular puede señalizar a la célula a sufrir apoptosis. (Figura 18-8] 


receptor de reconocimiento de patrón 

pattern recognition receptor 
Recepiar presente sobre o en el interior de las células del sistema inmuni- 
tario innato que reconoce y responde a patrones moleculares asociados 2 
patógenos (PAMEP: parhogen- associated molecular patterns), como los car- 
bohidratos de la superficie de las bacterias y de los virus y secuencias GC no 
metiladas del DNA bacteriano. 


receptor de transporte nuclear (carioferina) 
nuclear transport receptor (aryopherin)] 


Proteína que acompaña a otras proteínas tanto hacia dentro como hacia 


fuera del núcleo: los receptores de importación nuclear o de exportación 
nuclear. (Figura 12-13) 


receptor Eph 

Eph receptor 
El receptor de tipo tirosina quinasa (RT) más numeroso, Reconoce las efri- 
nas. (Figura 15-52) 


receptor Ec 

Fe receptor 
Miembro de una familia de receptores de superficie celular que se unen a la 
región Fe de un anticuerpo inmunoglobulina]. Diferentes receptores Fc sen 
específicos de las diferentes clases de anticuerpos, como las [3G, las Igá o 
las IgE. 

receptor serina/treonine quinasa 

receptor serineltiueonine kinase 
Receptor de supericie celular con un dominio de unión extracelular y un 
dominio quinasa intracelular que fosforila proteínas de señalización en ze- 
siduos serina o reonina, en respuestas a la unión de ligandos. Como por 
ejemplo, el receptor TGES. (Figura 15-69) 


recepror fírosina quinass (RTE) 
receptor tyrosine lcnase (RT 
Receptor de super 


dormá 


q 


cie celular con un dorminio de unión extracelular y un 
lar que fosfori s de señalización en 


recesivo 

recessive 
En genética, se refiere al miembro de un par de alelos que no se expresa en 
el fenotipo de un organismo cuando está presente el alelo dominante. 
También se refiere al fenotipo de un individuo que únicamente tiene alelos 
recesivos. (Panel 8-1, pp. 554-555) 


recombinación (recombinación genética) 

recombination (genetic recombination) 
Proceso en el que las moléculas de DNA se rompen y los fragmentos se vuel- 
ven a soldar siguiendo combinaciones nuevas. Puede ocurnir de forma natu- 
ral en la célula viva, por ejemplo, por entrecruzamiento durante la meiosis, o 
in vitro utilizando DNA purificado y enzimas que rompen y unen cadenas 
de DNA. Existen tes amplias clases de recombinación: la homóloga (gene- 
ra), la conservadora de sitio específico y la transposicional. 


recombinación específica de lugar 

site-specific recombination 
Tipa de recombinación que ocurre en secuencias específicas de DNA y que 
se leva a cabo por proteinas específicas que reconocen estas secuencias. 


Puede tener lugar entre dos moléculas de DNA diferentes o dentro de una 
misma molécula de DNA, 


recombinación general, recombinación genética general — véase recombinación 
homóloga 


general recombination, general genetic recombination 


recombinación genética — véase recombinación 
genetic recombination 


recombinación horaóloga (recombinación general) 

homologous recombination (general recombination) 
intercambio genético entre un par de secuencias de DNA idénticas o muy 
similares, típicamente las quese hallan en las dos copias del mismo cromao- 
soma. (Figuras 5-51, 5-53, 5-59 y 5-64) 

recombinación VD)] 

V(DJ! recombination 
Proceso de recombinación somática mediante el cual se unen segmentos de 
un gen formando un gen funcional de una cadena polipeptídica de una in- 
munoglobulina o de un receptor de célula T. (Figuras 25-35, 25-37 y 25-38) 


recuperación de fluorescencia tras fotoblanqueado (FRAP) 

fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) 
Técnica que permite seguir parámetros cinéticos de una proteína analizando 
de qué forma las moléculas fluorescentes de la proteína se desplazan hacia el 
interior de un área de la célula que ha sido blanqueada por un haz de luz láser. 


reducción (reducir) 

reduction (reduce) 
Adición de electrones a un átomo, coma ocurre cuando a una molécula bio- 
lógica se le añade hidrógeno o se le elimina oxígeno. Lo opuesto a la oxida- 
ción. (Figura 2-43) 


redundancia genética 
genetle redundancy 
Presencia de dos o más genes similares cuyas funciones están solapadas. 


regeneración por intercalación 

intercalary regeneration 
Tipo de regeneración que rellena el tejido que se ha perdido cuando se in- 
jertan juntas las células de dos partes de una misma estructura que no se 
corresponden. (Figura 22-56) 


región de control del gen 

gene control region « 
Conjunto de secuencias de DNA que regulan la expresión de un gen deter- 
minado. Enve ellas se incluyen el promotor y las secuencias necesarias para 
iniciar la transcripción del gen y controlar la velocidad de iniciación, [Figu- 
ras 7-37 fprocariotas) y 7-44 (eucariotas).] 

región hipervariable 

hypervariable region 
Cuaiquiera de las res pequeñas regiones contenidas en la región variable de 
una cadena lígera o de una cadena pesada de una inmunoglobulina o de un 
receptor de un linfocito T, que muestran la mayor variabilidad de una molé- 
cula a otra. Estas regiones determinan la especificidad del lugar de unión al 
antígeno. (Figura 25-31) 

región señal 

signal patch 
Señal de clasificación de una proteína que consiste en una determinada dis- 
posición tridimensional de los átomos de la superficie de la proteína ple- 
gada. (Figura 13-45) j 

región variable 

variable region 
Región de la cadena ligera o pesada de una inmunoglobulina que es dife- 
rente de una molécula a otra, y que constituye el lugar de unión al antígeno. 
(Figuras 25-30 y 25-31) 


registro dezona 
patrchalamp recording 
Técnica ro gica en la cual la Ena punta de un electrodo se sella 


una rmembrana celular; de este modo es ¡ble medir el 
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flujo de corriente a través de los canales iónicos individuales de la zona. 
(Figura 11-33) 


regulador 

regulative 
De embriones o de partes de embriones; autoajuste, de forma que, aunque 
las condiciones iniciales se modifiquen, la estructura que resulta es normal. 


regulador de la señalización de proteínas G (RGS) 
regulator of G protein signaling (RGS) 
Proteína GAP que se une a una proteína G trimérica y aumenta su actividad 


GTPasa, colaborando así a limitar la señalización mediada por la proteína G. 
(Figura 15-19) 


regulador del crecimiento vegetal (hormona vegetal) 

plans growth regulator (plant hormone) 
Molécula señal que participa en la coordinación del crecimiento y el desa- 
rrollo, Como ejemplos pueden citarse el etileno, las auxinas, las giberelinas, 
las citoquininas, el ácido abscísico y los brasinoesteroides. 


reloj circadiano (ritmo circadiano) 
circadian clock (circadian rhythm) 
Proceso cíclico interno que produce un determinado cambia en una célula 


u organismo con un periodo de unas 24 horas, por ejemplo el ciclo de sueño 
y vigilia en humanos. 


reparación de apareamientos incorrectos 

mismatch repair 
Proceso de reparación del DNA que corrige los nucleótidos, introducidos 
durante la replicación del DNA, que se aparean erróneamente. Se elimina 
un pequeño fragmento del DNA recién sintetizado que incluye el nucleótido 
mal apareado y se reemplaza por la secuencia correcta que se sintetiza 
tomando como patrón la otra cadena. (Figura 5-20) 


reparación de la escisión de bases 

base excision repair 
Vía de reparación del DNA mediante la cual una base individual es elimina- 
da de una dable hélice de DNA y remplazada. Compárese con reparación 
por escisión de nucleótidos. (Figura 5-48) 


reparación por escisión de nucleótidos 

mucleotide excision repair 
Tipo de reparación del DNA que corrige los daños producidos en la doble 
hélice del DNA, como los causados por alteraciones químicas o UV, cortando 
la región dañada de una cadena y resintetizándola utilizando como patrón 
la cadena no dañada. Compdárese con reparación por escisión de bases. 
(Figura 5-48) 

replicación de DNA 

DNA replication 
Proceso por el cual se genera una copia de una molécula de DNA. 


represor (proteína represora de genes, represor transcripcional) 
repressor (gene repressor protein, transcriptional repressor) 


Proteína que se une especificamente a una región del DNA e impide la 
transcripción de un gen adyacente. 


reproducción asevaral 

asexual reproduction 
Cualquier tipo de reproducción (como la gemación en Hydra, la fisión bina- 
ría en bacterias o la división mitótica en microrganismos eucariotas) que no 
implique la mezcla de dos genomas diferentes. Da lugar a individuos gené- 
ticamente idénticos al progenitor. 


resonzacia de plasmóa superficial 

surface plasmon resonance (SPR) 
Técnica utilizada para caracterizar interacciones moleculares, como la 
unión antígeno-anticuerpo, el acoplamiento entre un receptor y su ligando 
y la unión de proteínas al DNA. Las interacciones de unión se detectan si- 
guiendo la reflexión de un haz de luz desde la interfase entes uma solución 
acuosa de moléculas que potencialmente se pueden unir y una superficie 
de un biosensor que transporta la proteína "cabo” inmovilizada. 


resonancia magnética nuclear — véase NVIR 
nuclear magnetic resonance 


respiración 

respiration 
Término general que designa un proceso celular productor de energía, que 
conlleva la degradación oxidativa de azúcares O de otras moléculas orgáni- 
cas y que requiere la captación de Oz mientras se producen CO» y H20 corno 
productos de degradación. (Figura 2-41) 


respuesta a las proteínas mal plegadas 

unfolded protein response 
Respuesta celular que se pone en funcionamiento cuando se produce una 
acumulación de proteínas mal plegadas en el retículo endoplasmático. 
Supone un incremento de la transcripción de las chaperonas del ER y de en- 
zimas de degradación. (Figura 12-55) 

respuesta inflaraatoria 

inflammatory response : 
Respuesta local de un tejido a una lesión o a una infección, caracterizada 
porque el tejido está enrojecido, hinchado, caliente y doloroso. Causada por 
la invasión de células sanguíneas de la serie bianca, que liberan varios me- 
diadores locales como la histamina. 
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respuesta inmunitaria 

immune response 
Respuesta del sistema inmunitario que tiene lugar cuando una sustancia 0 
un microorgasúsmo extraños entran en el organismo; por lo general se refiere 
a la respuesta inmunitaria adquirida. Véase también respuesta inmunita- 
ría innata, respuesta inmunitaria adquirida, respuesta inmunitaria prima- 
ría, zespuesta inmnunitaria secundaria. 

respuesta inmunitaria adquirida 

adaptive immune response 
Respuesta del sistema inmunitario de los vertebrados a un antígeno deter- 


minado que de forma característica genera memoría inmunológica. 
(Figuras 25-1 y 25-2) 


respuesta inmunitaria imnata 

innate immune response 
Respuesta inmunitaria (tanto de animales como de plantas) a un patógeno 
en la que intervienen las defensas preexistentes en el organismo (el sisterna 
inmunitario innato) que incluye las moléculas antimicrabianas y las células 
fagocíticas. Una respuesta de este tipo no es especifica de patógeno, a dife- 
rencia de una respuesta inmunitaria adquirida. 


respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T 
P.ecell mediated imnune response 


Respuesta inmunitaria adquirida mediada por linfocitos T específicos de 
antígeno. 


respuesta inmunitaria primaria 

primary immune resporise 
Respuesta inmunitaria adquirida a un antígeno que tiene lugar en el primer 
encuentro con este antígeno. (Figura 25-10) 


respuesta inmunitaria secundarla 

secondary imimnune response 
Respuesta inmunitaria adquirida a un angena que tiene lugar cuando se 
produce un segundo o posterior encuentro con un determinado antígeno, 
Esta respuesta es más fuerte, más específica y se inicia más rápidamente 
que la respuesta inmunitaria primaria. (Figura 25-10) 


retículo endoplasmático (ER) 

endoplasmic reticulim (ER) 
Compartimiento laberíntico formado por sáculos, localizado en el citoplas- 
ma de las células eucariotas, donde se sintetizan lípidos, proteínas unidas a 
membrana y proteínas de secreción. (Figura 12-36) 


retículo endoplasmático liso (ER liso) 

smooth endoplasmic reficulum (sinooth ER) 
Región del retículo endoplasmático no asociada a ribosomas. Participa en 
la síntesis de lípidos. (Figura 12-38) 


retículo endeplasmático rugoso (RER) 
rough endoplasmie reticulum (rough ER) 
Retícuio endoplasmático con ribosomas en su superficie citosólica, Parti- 


cipa en la síntesis de proteínas de secreción y de proteínas asociadas a 
membrana. 


retículo sarcoplasmático 

sarcoplasmic retículuin 
Tipo especializado de retículo endoplasmático liso localizado en el citoplas- 
ma de las fibras musculares, que contienen elevadas concentraciones 


de Ca?* secuestrado, el cual es liberado al citosol durante la excitación del 
músculo, (Figura 16-77) 


retroalimentación negalya 
negative feedback 


Mecanismo de control en el que el producto final de una reacción o de una 
vía inhibe una etapa inicial de esta misma vía. 


retroalimentación positiva 

pasitive feedback 
Mecanismo de control en el que el producto final de una reacción o de una 
vía estimula su propia producción o activación. 

retroinhibición 

feedback inhibition 
Tipo de proceso en el cual el producto de una reacción inhibe una reacción 
previa de la misma vía. (Figuras 3-56 y 3-57) 

retrotransposón 

retrotransposon 
Tipo de elemento transponible cuyo desplazamiento consta de una primera 
etapa en la que se transcribe el elemento, produciéndose una copia de RINA. 
que posteriormente es convertida de nuevo en DONA mediante la transcrip- 
tasa inversa e insertada (rerrorranspuesta) en cualquier punto del genoma. 
Existen dos Uipos: los retrotransposones retrovíricos y los retrotransposones 
no reurovíricos, (Tabla 5-3, p. 318) : 

retrotransposón no retrovírico — véase retrotransposón 

nonretroviral retrotransposon 


retroviras 
retrowirias 
aen una célula sintesizando p 


ro una doble 
xs de doble ca- 
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RGS - véase regulador de la señalización de proteínas G 


Eho (ferallia de proteínas Rho) 

Rho (Rho protein family) 
Familia de GTPasas monoméricas perteneciente a la superfamilia de Ras, 
involucradas en la señalización de la reordenación del citoesqueleto. Ln- 
cluye Rho, Rac y Các42. (Tabla 15-5, p, 926) 


ribonucleasa 
ribonuclease 


Enzima que corta una molécula de RNA hidrolizando uno o más de sus en- 
laces fosfodiéster. 


ribonucleoproteína nuclear pequeña (snRNP) 

small nuclear ribonucleoprotein (snRNP) 
Cornplejo de un saRNA y proteínas que forman parte de un espliceosoma. 
(Figura 6-29) 


ribosa 

ribose z 
£l monosacárido de cinco carbonos, componente del RNA: Cs5H1905. Com- 
párese con desoxirribosa. 


ribosoma 
ribosome 
Partícula compuesta de moléculas de rRNA y de proteínas ribosómicas, que 


cataliza la síntesis de proteínas utilizando la información proporcionada por 
los mANA. 


ribosoma libre 
free ribosome 


Ribosoma que se encuentra libre en el citosol sin estar unido a ninguna 
membrana. 


ribosoma unido a membrana 

membrane-bound ribosome 
Ribosoma unido a la cara citosótica del retículo endoplasmático rugoso. Es 
el lugar de síntesis de las proteínas que entran en el retículo endoplasmá- 
tico. (Figura 12-41) 

rbozima 

ribozyme 
RNA con actividad catalítica. 

RNA (ácido ribonucleico) 

RNA (ribonucleic acid) Ñ 
Polímero formado a partir de monómeros de ribonucleóridos unidos cova- 


lentemente entre sí. Véase también RNA mensajero, RNA ribosómico, RNA 
de transierencia. (Tabla 6-1, p. 336 y Panel 2-6, pp. 116-117.) 


RNA antisentido 

antisense RNA 
RNA complementario de un transcrito de RNA de un gen determinado. 
Puede hibridarse con el RNA determinado y bloquear su función. 


RENA de interferencia (RNAD 

RNA interference (RNA) 
Corno se describió originalmente, mecanismo por el cual un RNA de doble 
cadena, introducido de manera experimental, induce la destrucción especí- 
fica de secuencias de mRNA complementarios. El mecanismo, que está 
conservado en gran medida en los eucariotas, se produce mediante la ac- 
ción de conas moléculas de RNA de interferencia (siRNA: small interfering) 
de doble cadena producidos por el fraccionamiento endonucleolítico. A me- 
nudo el término RNA se utiliza de forma general incluyendo también la 
inhibición de la expresión génica por microRNA (miRNA), que están codifi- 
cados en el propio genoma de las células. El RNA de interferencia se utiliza 
arnpliamente en experimentación para estudiar los efectos de la inactiva- 
ción de determinados genes. (Figura ?-115) e 


ENA de interferencia pequeño (siRNA) 

small interfering RIVA (síRNA) 
Pequeño (de 21 a 26 nucleótidos) RNA de doble cadena que inhibe la expre- 
sión de genes destruyendo de forma directa los mANA complernentarios. La 
producción de siRNA se inácia por RNA de doble cadena exógenos invrodu- 
cidos en la célula. (Figura 7-115) 


RNA de transferencia ((RNA) 

transfer EDÍA (RNA) 
Conjunto de pequeñas moléculas de RNA utilizadas en la síntesis de proteínas 
como elementos de interacción (adaptadores) entre el mANA y los aminoá- 
cidos. Cada tipo de molécula de tRNA está unida de forma covalente a un 
aminoácido determinado. (Figuras 1-9 y 6-52) 


RNA mensajero (mENA) 

messenger ENA (mRNA) 
Molécula de RNA que determina la secuencia de arninoácidos de una pro- 
teína. En los eucariotas se produce por el procesamiento de una molécula 
de ENA por la RNA polimerasa corno un la complementaria de un frag- 
mento de DNA. E s de un proceso catalizado 
por ribosoma 


small rmacioear BRL 
Moléculas pequ 


wmnen complejos con proteinas, consti- 
otel NP) que están implicadas 


RNA nucieolar pequeño (snmoaRNA) 

small nucteolar RNA (snoRMNA) 
Pequeños RNA presentes en el nucléolo, que tienen varias funciones, como 
guiar las modificaciones de los precursores de los rRNA. (Tabla 6-1, p. 336 y 
Figura 6-43) 

RNA polimerasa 

RNA polymerase 
Enzima que cataliza la síntesis de una molécula de RNA sobre un patrón de 
DNA, a partir de precursores nucleósido trifosfato. (Figura 6-8) 


RNA ribosómico (rRNA) 

ribosomal RNA (rRNA) 
Cualquiera de las moléculas específicas de RNA que forman parte de la estruc- 
tura de un ribosoma y que participan en la síntesis de proteínas. A menudo se 
diferencian por su coeficiente de sedimentación (como rRNA 2835 o RNA 58). 


rodopsina 

rhodopsin 
Proteína de la familia GPCR que atraviesa siete veces la membrana y que ac- 
túa como sensor de luz en las células fotorreceptoras en forma de bastón de 
la reina de los vertebrados. Contiene el grupo prostético retinol. Sensible a la 
luz. (Figura 15-49) 


RNA — véase RNA ribosómico 
RTK- véase receptor tirosina quinasa 


RT-PCR (reacción en cadena de Ja polimerasa por transcripción inversa) 
RT-PCR [reverse transcription-polymerase chain reaction) 
Técnica mediante la cual una población de moléculas de mRNA se convier- 
ten en cONA por transcripción inversa, y estos cDNA se amplifican por PCR, 


S- véase fase S 
S. cerevisiae— véase Saccharomyees 
S. pombe-— véase Schizosaccharoryces 


sacárido 
saccharide 
AZÚCAar. 


sacarosa 

SHCTOSe 
Disacárido cormpuesto por una unidad de glucosa y una de fructosa. Es la 
principal forma de transporte de glucosa entre las cébuas vegetales. (Panel 
2-4, pp. 112-113) 


Saccharomyces 
Cénero de levaduras que se reproducen asexualmente por gemación a 
sexualmente por conjugación. Económicamente son importantes en cerve- 
cería y panadería, Saccharomyces cerevisias se utiliza armpliamente y como 
organismo modelo sencillo en el estudio de la biología celular de los euca- 
rotas. Véase 1ambién Schizosaccharomyces. 


sarcoma 
sarcoma 
Cáncer del tejido conjuntivo. 


sarcómero 

sarcomere 
Unidad repetitiva de una miofibrilla en una fibra muscular, compuesta de 
un conjunto de filamentos gruesos (miosina) y finos (actina) superpuestos 
entre dos discos Z adyacentes. (Figura 18-74) 


S-Cdk< 

S-Cdk 
Complejo cíclina-Cdk que se forma en las células de vertebrado y que está 
constituido por una ciclina S y por la correspondiente quinasa dependiente 
de ciclina (Cdi. (Figura 17-16 y Tabía 171, p. 1063) 


SCF (proteína 32F) 

SCF(SCF protein) 
Familía de ubiquitina ligasas formadas como un complejo de varias proteí- 
nas. Una de ellas participa en la regulación del ciclo celular eucariota y diri- 
ge la destrucción de inhibidores de las $-Cdk al final de Gy, estimulando la 
activación de las Cák y la replicación del DINA. (Figuras 3-79 y 17-20) 


Schizosaccharomyces 
Género de levadura en forrna de bastón, que se reproduce por fisión binaria. 
S. pombe, janto con la levadura de gemación Saccharomyces cerevisine, es 
un organismo modelo utilizado en muchos tipos de estadios diferentes. 


secuencia Consenso 

Consensus sequence 
Forma más típica o promedio de una secuencia que se reproduce con pe- 
queñas variaciones en un grupo de moiéculas de DNA, de RNA 0 de proteínas, 
relacionadas entre sí. La secuencia consenso muestra el nucleótido o arni- 
noácido encontrado con frecuencia en cada posición. La conservación 
de una secuencia cons plica que se trata de una secuencia funcio- 
nalmente importante. (Figura 6-12] 


secuencia homenbox 
hemeobox 
Corta secuenxl 
que codifica 1 


ius), muy conservada, 
dominio) famoso 
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por estar presente en los genes que participan en la orquestación del desa- 
rrollo de un amplio abanico de organismos. 


secuencia palindrómica 
palindromic sequence 
Secuencia de nucleótidos que es idéntica a su cadena complementaria 


cuando cada una de ellas es leída en el mismo sentido químico, por ejemplo, 
GATC. (Figura 8-31) 


secuencia reguladora 

regulatory sequence 
Secuencia de DNA a la cual se une una proteína reguladora de gen para con- 
trolar la frecuencia con la que el complejo transcripcional se ensambla sobre 
el promotor. (Figura 7-44) 


secuencia replicativa autónoma (ARS) 
autonomousty replicating sequence (ARS) 
Origen de replicación del DNA en levaduras. 


secuencia RGD 

RGD sequence 
Secuencia de los tres péptidos arginina-glicina-ácido aspártico que forma 
in hugar de unión para las integrinas; está presente en la fibronectina y en 
otras proteínas extracelulares (Figura 19-72C) 


secuencia señal 

signal sequence : 
Pequeña secuencia continua de aminoácidos que determina la localización 
final de una proteína en la célula. Un ejemplo lo constituye la secuencia 
N-terminal de 20 aminoácidos que dirige las proteínas nacientes de secre- 
ción o transmembrana hacia el retículo endoplasmático. (Tabla 12-3, p. 702) 


secuencia señal del ER 

ER signal sequence 
Secuencia señal N-terminal que conduce a las proteínas a entrar en el re- 
tículo endoplasmático (ER). Después de esta entrada, la secuencia es escin- 
dida mediante una peptidasa señal. 


secuenciación 

sequencing 
Determinación del orden de los nucleótidos o de los aminoácidos de una 
molécula de ácido nucleico o de proteina, (Figura 8-50) 


securina 

securin 
Proteína que se une a la proteasa separasa e impide la rotura de las uniones 
proteicas que unen las cromátidas hermanas al inicio de la mitosis. La secu- 
rina es destruida en la transición de la metafase a la anafase. (Figura 17-44) 


segmentación 

clenvage 
(1) División física de una célula en dos, (2) Tipo especializado de división ce- 
lular observado en muchos embriones tempranos mediante la cual una 
célula de gran tamaño se divide en muchas células pequeñas sin que haya 
habido crecimiento. 


segmento génica V 

V gene segment 
Segraento génico que codifica la mayor parte de la región variable de las ca- 
denas polipeptídicas de las inrmunoglobulinas y de los receptores de las 
células T 

segundo mensajero (mediador intracelular pequeño) 

second messenger (small intracelular mediator) 
Pequeña molécula señalizadora intracelular que se libera o se forma en el 
citosol en respuesta a una señal extracelular y que participa en la transmi- 
sión de la señal al interior de la célula. Como ejemplos, el AMP cíclico, el 
GMP cíclico, el IP, el Ca? y el diaciiglicerol. (Figura 15-17) 


selección purificadora 

purifying selection 
Selección natural que actúa retardando la divergencia de genes en una po- 
blación durante el curso de la evolución, mediante la eliminación de los 
individuos que transportan mutaciones deletéreas. 

selectina 

selectin 
Una de las proteínas de la superficie celular, que se unen a carbohidratos y 
que median las adhesiones célula-célula dependientes de Ca** que se dan 
transitoriamente en el torrente sanguíneo entre las células sanguíneas de la 
serie blanca y el endotelio de los vasos sanguíneos. (Figura 19-19) 

sernilla 

seed 
En vegetales, la estructura que contiene el embrión aletargado junto con una 
reserva de alimento dentro de una cubierta protectora. (Panel 22--1, p. 1401) 


senescencla 
Senescenoe 
Envejecimiento de un organismo. 


senescencia celular replicativa 
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señal de clasificación 

sorting signal 
Secuencia de aminoácidos que dirige el destino de una proteína hacia una 
localización específica, como un compartimiento intracelular determinado. 


señal de exportación nuclear 

nuclear export signal 
Señal de clasificación presente en la estructura de moléculas y complejos, 
como el RNA y las nuevas subunidades ribosómicas, que son transportadas 
desde el núcleo hasta el citosol a uavés de los complejos de poro nucleares, 
(Figuras 12-15) : 


seña! de inicio de transferencia 

start-transfer signal 
Secuencia corta de aminoácidos que permite que una cadena polipeptídica 
empiece a ser translocada a través de la membrana del retículo endoplas- 
mático mediante un translocador proteico. Las proteínas transmembrana 
de multipaso denen tanto la secuencia N-terminal (secuencia señal) como 
señales de inicio de transferencia internas. (Figuras 12-45 y 12-48) 


señal de localización nuclear (INLS) 

muclear localization signal (NLS) 
Secuencias señal o regiones señal que se encuentran en las proteínas desti- 
nadas al núcleo y que permiten su transporte selectivo desde el citosol hasta 
el núcleo a través de los complejos de poro nuclear, (Figuras 12-11 y 12-15) 


señal de paro de transferencia 

stop-transfer signal 
Secuencia hidrófoba de aminoácidos que detiene la translocación de una 
cadena polipepúdica a través de la membrana del retículo endoplasmático 
anclando así la cadena proteica a la membrana. (Figuras 12-48 y 12-49) 


señal de retención en el ER 

ER retention signal 
Pequeña secuencia de aminoácidos de una proteína que evita que ésta salga 
del retículo endoplasmático (ER). Se encuentra en proteínas residentes del 
ER. 

señalización autocrina 

autocrine signaling 
Cuando una célula segrega moléculas señal que actúan sobre la propia 
célula, 


señalización celular 

cell signaling 
Proceso por el cual las células son estimuladas o inhibilas por señales ex- 
tracelulares producidas por otras células. 

señalización endocrina 

endocrine signaling 
Señalización mediante hormonas liberadas por las glándulas endocrinas a 
la circulación sanguínea y transportadas hasta células diana lejanas. Estas 
célujas tienen receptores que unen a la hormona específica. (Figuras 154 
y 153 

señalización peracrina 

paracrine signalling 
Comunicación célula-célula, can un radio de acción corto, que está media- 
da por moléculas señal segregadas que actúan sobre las células adyacentes, 
[Figura 15-4) 

separasa 

separase 
Proteasa que rompe las uniones proteicas de cohesina que mantienen uni- 
das a las cromátidas hermanas, Acrúa durante la anafase, permitiendo la 
separación y la segregación de las cromátidas. (Figura 17-44) 


serina proteasa 

seríne protease 
Tipo de proteasa que tiene una serina reactiva en el centro activo, (Figuras 
3-12 y 3-38) 

serinaftreonina quinasa 

serinelthreonine kinase 
Enzima que fosforila específicamente proteínas en serinas o treoninas. (Fi- 
gura 15-70) 

simbiosis 

symbiosis 
Una simbiosis es la asociación íntima entre dos organismos de especies di- 
ferentes, de la cual ambos obtienen a largo plazo una ventaja selectiva. 
(Figura 1-16) 

simporiador 

syinporter 


Proteína que transporta dos tipos de soluto a través de una membrana en el 
mismo sentido, (Figura 11--8) 


sinapsis 
synapse 


Ca, se produce una conexión 
través de uniones de ip: 


ee 


mg 
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sinapsis 

syriapsis 
(1) En la recombinación genética, formación inicial de pares de bases entre 
cadenas de DNA complementarias de diferentes moléculas de DNA, que tie- 
ne lugar en los puntos de entrecruzamiento entre cromosomas. (Figura 
558) (2) En la meiosis, la formación de un complejo sinaptonémico entre 
das cromosomas homólogos íntimamente alineados. (Figura 21-9.) 

sincitio 

syncytiumn 
Masa de citoplasma que contiene muchos núcleos, rodeada por una sola 
membrana plasmática. Habitualmente es el resultado de la fusión de células 
o de una serie de ciclos de división incompletos en los que los núcleos se di- 
viden pero la célula no. 


Sintenia 

synteny 
Presencia, en diferentes especies, de regiones cromosómicas que contienen 
los mismos genes y en el mismo orden. 


siRNA — véase RNA de interferencia pequeño 


sistema de control del ciclo celular 

cell-cycle control system 
Entramado de proteínas reguladoras que dirige la progresión de una célula 
eucariota a lo largo del ciclo celular. 


sistema de doble híbrido en levadura 

yeast iwo-hybrid system 
Técnica de genética molecular que permite identificar interacciones pro- 
telna-proteína y proteina-DNA. (Figura 8-24) 


sistema de secreción de tipo IM 

type il secretlon system 
Sisterna bacteriano que permite liberar proteínas tóxicas en el interior de las 
células del huésped. (Figura 24-8) 


sisterma del complemento 

complement system 
Sistema de proteínas séricas activado por complejos antígeno-anticuerpo o 
por microorganismos. Colabora en la eliminación de microorganismos pa- 
tógenos causando directamente su lisis o facilitando su fagocitosis. 


sistema inmunitario 

imnune systern 
Sistema de linfocitos y de otras células del cuerpo que proporcionan defensa 
contra una infección. En los vertebrados existen dos tipas de sistemas in- 
munitarios: el innato y el adquirido. 


sistema libre de células 

cell-free system 
Homogenado celular fraccionado que conserva una determinada función 
biológica de la célula intacta, y en el que se pueden estudiar más fácilmente 
las reacciones bioquímicas y los pracesos celulares. 


sitio interno de entrada de los ribosomas (RES) 

internal ribosomne entry site ([RES) 
Sitio específico de un mRNA eucariota diferente del extremo 5”, en el que 
pueda iniciarse la traducción. (Figura 7-108) 


SNARE 

SNARE 
Miembro de una gran familia de proteínas transmembrana que están pre- 
sentes en la membrana de los orgánules y en las vesículas que se derivan de 
ellos. Catalizan la mayoría de sucesos de fusión de membrana que se pro- 
ducen en las células. Se presentan por parejas: una v-SNARE situada en la 
membrana de una vesícula se une especificamente con una -SNARE com- 
plementaria simada en la meribrana diana (targed. 


SNP - véase polisnorfismo de un único nucleóido 
SARNA - véase RINA nuclear pequeño 


sobreenrollada 

coiled-coil 
Estructura proteica cilíndrica, especialmente estable, formada por dos héli- 
ces q enrolladas una alrededor de la otra. (Figura 3-9) 


soluto 

solute 
Cualquier molécula que está disuelta en un lHquido, Al líquido se le denomi- 
na disolvente o solvente. 

somita 

somite 
Miembro de una serie de pares de bloques de mesodermao, que se forman 
muy precozmente durante el desarrollo embrionario y se hallan a ambos la- 
dos de la notocorda de un embrión de verrebrado, Dan lugar a segmentos 
del eje corporal incluyendo las vértebras, los anúsculos y el tejido conjuntivo 
asociado, (Figura 22310) 


sonda 
probe 
Fragmento definido de BA O 
izar 


sde DNA, marcado de forma radiactiva o quími- 
tenmminadas secuencias de ácidos nucleicos 


Sre (familia de proteínas Sra) 

Src (Src protein family) 
Familia de tirosinas quinasa citoplasmáticas (se pronuncia “sarc”)] que se 
asocian a los dominios citoplasmáricos de algunos receptores asociados a 
enzima que carecen de actividad tirosina quinasa propia (p. el, el receptor 
de antígeno de una célula T). Estas quinasas transmiten una señal median- 
te la fosforilación del propio receptor y de otras proteínas de señalización. 
(Figuras 3-10 y 15-70) 


SRP- véase partícula de reconocimiento de la señal 


STAT (transductor de señal y activador de la transcripción) 

SIAT (signal transducer and activator of transcription) 
Proteína reguladora de genes latente que es activada por fosforilación por 
JAX quinasas y entra en al núcleo en respuesta a señales procedentes de los 
receptores de la familia de receptores de citoquinas. (Figura 15-68) 


subunidad proteica 
protein subunit 


Cadena proteica individual de una proteína compuesta por más de una 
cadena. 


sulfhidrilo (tial, -SH) 

sulfkydryl (thiol, -SE) 
Grupo químico que contiene azufre e hidrógeno; se halla en el aminoácido 
cisteína y en otras moléculas. Dos grupos sulfhidrilo pueden unirse entre sí 
formando un enlace disulfuro. (Panel 2-1, pp. 106-107 y Figura 2-28) 


superfamilia de las lg 

Igsuperfamily 
Gran y diversa familia de proteínas que contienen dominios de inmunoglo- 
bulina o dominios sernejantes a inmunoglobulina. La mayoría de eilas están 
implicadas en interacciones célula-célula o en el reconocimiento de antíge- 
nos. (Figura 25-74) 


superfamilia de receptores nucleares 

nuclear receptor superfamily 
Receptores intracelulares de moléculas señal hidrófobas, corno los esterai- 
des y el ácido retinoico. El complejo ligando-receptor actúa como factor de 
transcripción en el núcleo. (Figura 15-14) 


superfamilia Ras 

Ras superfamily 
Gran superfamilia de GTPasas monoméricas (también amadas proteínas 
pequeñas de unión a GTP) de las cuales Ras es el miembro prototípico. (Tabla 
15-5, p. 926) 


superfamilia TGF-f (superfamilia del factor de crecimiento transformante (3) 

TGF-P superfamily (transforming growth factor-B-superfarnily) 
Gran familia de proteínas relacionadas estructuralmente que actúan corno 
hormonas y mediadores locales controlando un amplio rango de funciones 
en los animales, incluso durante el desarrollo. Incluye las subfamilias TGF- 
B/activina y proteína morfogénica del hueso (BMP: bone morphogenic pro- 
teín). (Figura 15-59) 

sustrato 

substrate, substratum 


(1) Molécula sobre la que actúa una enzima. (2) Superficie sólida a la que se 
adhiere tina célula. 


tap-tagging (purificación por afinidad en tándena al etiquetado) 

tap-tagging (tandem ajfinity purification tagging) 
Método muy eficiente para purificar proteínas, basado en la construcción 
de una proteína de fusión en la que la proteína de interés se me a dos do- 
minios proteicos en tándem que actúan como etiquetas para la purificación 
por cromatografía de afinidad, Si se realizan dos rondas de purificación por 
afinidad, utilizando primero una etiqueta y después la atra, se obtiene una 
preparación muy pura. 


tecnología del DNA recombinante -— véase ingeniería genética 
recombinant DNA technology 


tejido conjuntivo 

cennective tissue 
Cualquier tejido de soporte que se halla situado entre orros tejidos y que está 
formado por células englobadas en una cantidad de matriz extracelular relati- 
vamente abundante. Entre ellos se encuentran: el hueso, el cartílago y el tejido 
conjuntivo laxo. 

telofase 

telophase 
Estadio final de la mitosis en el que los dos juegos de cromosomas, ya sepa- 
rados, se descondensan y empiezan a quedar delimitados por la envoltura 
nuclear. (Panel 171, pp. 1072-1073) 


telomerasa 

telomerase 
Enzima que alarga las secuencias telorméricas del DNA, que se hallan en los 
extremos de los cromosomas eucariotas. 


telómera 
telomere 
Pinal den be £ roo sana 


tendencia del cromo- 
telos, Anal, 


AS 


| 
| 


GLOSARIO 


teoría de la selección clonal 

clonal selection theory 
Teoría que explica cómo el sistema inmunitario adquirido puede responder 
a múllones de antígenos distintos de forma altamente específica. A partir de 
una población de linfocitos con un enorme repertorio de especificidades 
antigénicas generadas al azar, un determinado antígeno activa (selecciona) 
sólo aquellos clones de linfocitos que expresan un receptor que se une al an- 
Ugeno. (Figura 25-8) 


terminador 
terminator 
En el DNA bacteriano, señal que detiene la transcripción, 


tilacoide 

thylakoid 
Vesícula aplanada que se halla en un cloroplasto, que contiene clorofila y 
otros pigmentos, y en la que se llevan a cabo las reacciones de captación de 
la luz de la fotosíntesis. Los tilacoides apilados forman los grana de los clo- 
roplastos. (Figura 14-35 y 14-36) 


tiol - véase sulfhidrilo 
thial 


tipo salvaje (o silvestre) 

wild type 
Forma normal, no mutada, de un organismo; la forma en la que se encuen- 
tra en la naturaleza (en estado salvaje). 


tirosina quinasa 

tyrosine idinase 
Enzima que fosforila proteínas específicas sobre tirosinas. Véase también 
tirosina quinasa citoplasmática. (Figura 15-70) 


tixosina quinasa citoplasmática 

cytoplasinic tyrosine kinase 
Enzimas activadas por ciertos receptores de superficie celular (receptores 
asociados con tirosina quinasas) que transmiten la señal hacia el interior de 
la célula fosforilando proteínas diana citoplasmáticas sobre cadenas latera- 
les de rirosina. 


tomografía electromicroscópica (tomografía EM) 

electro-microscope tomography (EM tomography) 
Técnica que permite visualizar muestras en tres dimensiones en el microsco- 
pio electrónico, mediante la cual se toman muchas imágenes desde diferentes 
direcciones ladeando ligeramente la muestra. Las diferentes imágenes se 
combinan con la ayuda de im ordenador obteniendo una imagen tidimen- 
sional. 

topoisomerasa (DNA topolsomerasa) 

topoisomerase (DNA topolsomerase) 
Enzima que se une al DNA y corta de forma reversible enlaces fosfodiéster 
en una de las dos cadenas. La topoisomerasa ] genera roturas transitorias de 
una sola cadena, permitiendo que la doble hélice se desenrolle, eliminando 
tensión superhelicoidal, La topoisomerasa HU genera roturas transitorias de 
ambas cadenas y permite que una dable hélice pase a través de otra y desen- 
rede los enrollamientos excesivos. (Figuras 5-22 y 5-23) 


totipotente 
totipotent 


Describe una célula que da lugar a todos los tipos celulares de un organis- 
mo. 


traducción (traducción del RNA) 

translation (RNA translation) 
Procesa mediante el cual la secuencia de nucleótidos de una molécula de, 
TENA dirige la incorporación de aminoácidos a una proteína. Este proceso 
tiene lugar en un ribosoma. (Figuras 6-66 y 6-67) 

trans 

trans 
Situado en el otro lado (lejano). 


transcitosis 

transcytosis 
Proceso que comprende la captación de material en una cara de la célula 
mediante endocitosis, la transferencia de este material a través de la célula 


en vesículas y finalmente su liberación en otra cara mediarite exocitosis. 
(Figura 13-60) 


transcripción (transcripción del DNA) 
transcription (DIA transcription] 


Copiado de una hebra de DNA a una secuencia complementaria de RNA, 
mediante la enzima RNA polimerasa. (Figura 6-21) 


transcripción inversa (o reversa) 

reverse transcription 
Transcripción de RNA a DINA. Este sentido es el opuesto a! que prescribe el 
dogma central, ya que asegura que el DINA se transcribe a RNA y el RNA se 
traduce a proteína. 

iranscriptasa dovecsa (o reversa) 

reverse transoriptase 
Enzima que se d 
ble cadena de DNA a y 
cilla. 


los retrovirus y ql 
na molécula y 


simtetiza una copia de do- 
arón de ENA de cadena seri- 
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transcrito 
transcript 
RNA resultante de la transcripción de un DNA. (Figura 6-21) 


transcrito primario (transcrito primario de RNA) 

primary transcript (primary RNA transcript) 
Transcrita acabado de sintetizar, antes de que sufra la maduración par cor- 
te y empalme u otras modificaciones. (Figura 6-21) 


transducción de señal 

signal transduction Ñ 
Conversión de una señal de una forma física o química en otra (p. ej. la conver- 
sión de luz en una señal química o de una señal extracelular en una intracelular). 


transfección 

transfection 
Introducción de una molécula de DNA ajena en una célula eucariota. 
Babitualmente va seguida de la expresión de uno o más genes del DNA que 
se acaba de introducir. ; 


transferencia (análisis inmunológico) 

blotting 
Técnica bioquímica en la que unas macromoléculas separadas sobre un gel 
de agarosa a de poliacrilamida son transferidas a una membrana sintética 
quedando así inmovilizadas para posteriores análisis. [Véase análisis de tipo 
Northern, análisis de tipo Southern o análisis de tipa Western.] (Figura:8-38) 


transferencia de energía fluorescente por resonancia (FRET) 

fluorescent resonance energy transfer (ERET) 
Técnica para hacer un seguimiento en las células de la proximidad (y por 
consiguiente de la interacción) entre dos moléculas marcadas con un colo- 
rante fluorescente. (Figura 8-26) 


transferencia fotosintética de electrones 

photosynthetis eleciron-transfer 
Reacciones de la fotosíntesis impulsadas por la luz, en las cuales los electro- 
nes se desplazan a lo largo de uma cadena transportadora de electrones, ge- 
nerando ATP y NADPH, (Figura 14-38) 


transformación 

transformation 
Inserción de un nuevo DNA (fp. ej, un plásmido) en una célula o en un orga- 
nismo, como en una E. coli competente. (2) Conversión de una célula normal 
en otra que se parece en muchos aspectos a una célula cancerosa (p. ej., proli- 
feración desregulada, crecimiento en cultivo independiente de adhesión, etc.) 


transformación celular - véase translormación 
cell transformation 


transición metafase-anafase 

metaphase-to-anaphase transition 
Punto de control del ciclo celular eucariota que precede a la separación de 
las cromátidas hermanas en la anafase, Si la célula no está preparada para 
proceder a la anafase, el ciclo celular se detiene en este punto de control. 
(Figura 17-14 y Panel 17-1, pp. 1072-1073) 


translocación 

translocation 
(1) Tipo de mutación en la cual se escinde una porción de un cromosoma y 
se une a otro cromosoma. (Panel 8-1, pp. 554-555, y Figura 20-50).(2) Pro- 
ceso de transferencia de una proteína a través de una membrana. 


translocador proteico 
protein translocator 


Proteína unida a membrana que dirige el transporte de otra proteína a través 
de una membrana. (Figura 12-23) 


transmaduración (bransayuste) 

trans-splicing 
Tipo de maduración del RNA que presentan algunos organismos eucariotas 
en el que 5e unen entre sí exones de dos moléculas de RNA distintas for- 
mando un solo mENA. (Figura 6-34) 


trausportador (proteína transportadora, permeasa) 

transporter (carrier protein, permease) 
Proteína de membrana que se une a un soluto y lo transporta a través de la 
membrana, sufriendo una serie de cambios conformacionales. Los trans- 
portadores pueden transportar iones o moléculas de forma pasiva, a favor 
de gradiente electroquímico, o pueden vincular los cambios de confor- 
mación a una fuente de energía metabólica, como la hidrólisis de ATP para 
impulsar el transporte activo. Véase también proteína de transporte de mexn- 
brana (Figura 11--3) 


transportador activado 

activated carrier 
Molécula pequeña y difusible que, en la célula, almacena energía fácilmen- 
te intercambiable, en forma de uno o más enlaces covalentes ricos 
gía. Coro ejemplos, pueden mencionarse el ATR el acetil CoA, el FADH»a, el 
NADA y el NADPH. (Figura 2-35) 


transportador de electrones 

electron carrier 
Molécula, corno el citocromo 
portan electrones y 3 
ra de electrones. 
Figura 2-60. 
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transporte activo 

active transport 
Desplazamiento de una molécula a través de una merbrana o de otra ba- 
rrera, impulsado por una forma de energía diferente de la almacenada en el 
gradiente electroquímico de la molécula transportada. 


transporte axónico 

axonal transport 
Transporte dirigido de orgánulos y moléculas a lo largo de un axón de una 
célula nerviosa. Puede ser anterógrado (desde el cuerpo celular) o retrógrado 
(hacia el cuerpo celular). 


transporte de membrana 

membrane transport 
Desplazamiento de moléculas a través de una membrana, mediado por una 
proteína de transporte de membrana. (Figuras 11--4 y 11-4) 


transporte pasivo (difusión facilitada) 

Passive transport (facilitated diffusion) 
Transporte de un soluto a través de una membrana a favor de su gradiente 
de concentración o de su gradiente electroquímico, utilizando únicamente la 
energía almacenada en el gradiente. (Figura 11-4) 


transporte transcelular 

transcellular transport 
Transporte de solitos, como los nutrientes, a través de un epitelio, mediado 
por las proteínas de transporte a través de membrana que hay en las super- 
ficies apical y basal de las células epiteliales, (Figura 11-11) 

transporte vesicular 

vesicular transport 
Transporte de proteínas, de un compartimiento celular a otro, mediante inter- 
mediarios rodeados de membrana, corno vesículas o fragmentos de orgánulos. 


transposasa 

transposase 
Enzima que puede cortar una secuencia transposón de un cromosoma, pro- 
vocando que dicha secuencia se inserte en un nuevo lugar diana, Por lo ge- 
neral, las transposasas están codificadas por los transposones. (Figura 5-69) 


transposición (recombinación transposiciona)) 

transposition (transpositional recombination) 
Desplazamiento de una secuencia de DNA de un lugar del genoma a otro, 
(Tabla 5-3, p. 318) 


transposición por corte e inserción 

cut-and-paste transposition 
Tipo de desplazamiento de un elemento transponible en el que este ele- 
mento es escindido del DNA e insertado en un nuevo lugar mediante una 
transposasa especial, (Figura 5-69) 


hransposón - véase elemento transponible 
transposon 


transposón sólo de DINA 

DNa-oniy transposon 
Elemento transponible que existe como DNA a lo largo de todo su ciclo de 
vida. Muchos de ellos se desplazan mediante transposición por corte e in- 
serción. Véase también elernento transposible. 


trasplante nuclear 

nuclear transplantation 
Transferencia de un núcleo de una célula a otra mediante micrainyección. 
(Figura 8-6) 


triacilglicarol (triglicérido) 

triacylglycerol (trigliceride) 
Molécila formada por tres ácidos grasos esterificados con un glicerol, Es 
el principal constniyente de las gotas lipídicas de los tejidos animales 
(con ácidos grasos saturados) y delos aceites vegetales (mayoría de ácidos 
grasos insarurados). (Panel 2-5, pp. 114-415) 


URNA - véase RIVA de transferencia 

(RNA iniciador 

initictor LENA 
tBNA especial que inicia la traducción, Siempre transporta el aminoácido 
metonina, formando el complejo Met-4RNA1i. (Pigura 6-72) 


tSNAREÉ - véase SNARE 


tubo neural 

neural tibe 
Tubo del ectodermo que formará el cerebro y la médula espinal en un ermn- 
brión de vertebrado. (Figura 22-78) 


humor 

furor 
Masa anormal de células producto de un defecto del control de la prolifera- 
ción celular, Un tamor puede ser no invasivo (benigno) o invasivo (canceroso 
o maligno). (Figura 20-3) 


tumor primado 
prinuary bamor 


parecido TUInores $8- 


ubiquitina 

ubiquitin : 
Proteína pequeña y altamente conservada de las células eucariotas, que se 
une de forma covalente a las lisinas de otras proteínas. La unión de una ca- 
dena corta de ubiquitinas a una de estas lisinas puede marcar a la proteína 
para degradarla por proteolisis intracelular en un proteosorna. (Figura 6-92) 

ubiquitina ligasa 

ubiquitin ligase 
Miembro de un grupo de enzimas que unen ubiquitina a una proteína, a me- 
nudo marcándola para que sea destruida en un proteosoma, El proceso que 
cataliza una ubiquitina ligasa se denomina ubiquitinación. (Figura 3-79) 

unión adherente 

adherens junciion 
Unión intercelular en la que la cara citoplasmárica de la membrana plasmá- 
úúca está unida a filamentos de actina. Como ejemplos, las bandas de adhe- 
sión que unen entre sí células epiteliales adyacentes. , 


unlón de anclaje 

anchoring junction 
Tipo de unión celular que ancla las células a sus vecinas o a la matriz extra- 
celular. (Figura 19-2 y Tabla 19-1, p. 1133) 


unión de Holiday (batercambio cruzado de cadenas) 

Holiday junctión (cross-strand exchange) 
Estructura en forma de X que se puede observar en un DNA que está su- 
friendo un proceso de recombinación, en la que las dos moléculas de DNA 
se mantienen unidas en el punto de entrecruzamiento. También se deno- 
mina intercambio cruzado de cadenas, (Figura 5-61) 


unión de tipo gap 

gap junction 
Canal de comunicación entre dos células, presente en la mayoría de tejidos 
epiteliales animales, que permite que iones y pequeñas moléculas pasen del 
citoplasma de wa de ellas al de la otra. 


unión estrecha 

tight junction 
Unión célula-célula que sella entre sí células epiteliales adyacentes, impi- 
diendo que la mayoría de moléculas disueltas pasen de un lado de la lárninia 
epitelial al otro, (Figuras 19-3 y 19-26) 


unión formadora de canal o unión de tipo gap 

channel forming junction 
Unión célula-célula que pone en contacto los citoplasmas de células adya- 
centes y constituye un lugar de paso de una célula a otra a pequeñas molé- 
culas e iones, En tejidos animales, está compuesto por proteínas conexinas 
o inexinas. En vegetales, una función similar a ésta la realizan los plasrno- 
desmos. (Figura 19-2 y Tabla 19-1, p. 11399) 


unión heterofílica 

heterophilic binding 
Unión entre moléculas de diferente tipo, especialmente entre las que parti- 
cipan en la adhesión célula-célula. (Figura 19-48) 


unión homofílica 

homophilie binding 
Unión entre moléculas del mismo tipo, especialmente las que participan en 
la adhesión célula-célula. (Figura 19--8) 

wión newrorsuscular 

neuromascular junction 
Sinapsis química especializada entre un terminal del axón de una neurona 
motora y una célula del músculo esquelético. (Figura 11--39) 

unión oclusiva 

occluding junciion 
Tipo de unión celular entre células epiteliales que hace que un epitelio que- 
de sellado, formando una barrera a través de la cual no pueden pasar ni las 
moléculas pequeñas; el resultado es una lámina de células impermeable (o 
permeable selecovamente). (Figia 19-2 y Tabla 19-1, p.1133) 


unión septada 
septate junctior 
£o invertebrados, principal tipo de uruón celular estanca; su estructura es 
distinta ala de las uniones estrechas de los vertebrados. (Figura 19-28) 
unión transonisora de señal 
signalrelaying junction . ] Ñ 
Tipo cormplejo de unión célule-célula que permite que las señales sean 
transmitidas de una célula a otra a través de zonas de contacto de sus 
membranas plasmáticas. Incluye proteínas de anclaje y proteínas que me- 
dian la rransducción de la señal (Figura 19-2 y Tabla 19-1, p. 1133) 
usiporiador 
uniporier 
Proteína que transporta un soluto de un lado a otro de la membrana. (Figura 11-89) 


OIR (región no traducida) 
UTR (untransiated región) 
Región no codificanite 
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vacuola 
vacuole 
Vesicula muy grande y llena de líquido que se encuentra en la mayoría de 


células de los vegetales y de los hongos. Habitualmente ocupa más de una 
tercera parte del volumen celular. (Figura 13-39) 


vaina de mielina 

myelin sheath 
Capa aislante de la membrana celular especializada que envuelve los axones 
de muchas neuronas de vertebrados, Producida por oligodendrocitos del 
sistema nervioso central y por las células de Schwann del sistema nervioso 
periférico. (Figura 11-32) 

valencia 

valence 
Número de electrones que puede ganar o perder un átomo (tanto compar- 
tiéndolos corno par transferencia) para llenar su orbital externo. La valencia 


de un átomo es igual al número de enlaces sencillos que puede formar este 
átorno, 


variación antlgénica 

antigenio variation 
Capacidad de cambiar los antígenos expuestos en la superficie celular; se 
trata de una propiedad de algunos microorganismos patógenos que les per- 
maite evadir el ataque del sistema inmune, 


variación de energía libre (AG) 

free-energy change (AG) 
Cambio de la energía libre durante una reacción: la energía libre de los 
productos menos la de los sustratos. Un valor muy negativo de AG in- 
dica que la reacción tiene una gran tendencia a producirse. (Panel 2-7, 
pp. 118-119) : 


variación de energía libre estándar (AG?) 

standard free-energy change (AG") 
Variación de energía libre que sufren dos rnoléculas que reaccionan en con- 
diciones estándar de presión y temperatura, cuando todos los componentes 
se encuentran a una concentración de 1 mal por litro. (Tabla 2-4, p. 77 y 
Figura 14-18) 

vector 

vector 
En biología celular, DNA de un agente (un virus o un plásmido) utilizado pa- 
ra transmitir material genético a una célula o a un organismo. Véase tarmn- 
bién vector de clonación, vector de expresión. (Figura 8-39) 


vector de clonación 

cltoning vector 
Pequeña molécula de DNA, por lo general derivada de un bacteriófago o un 
plásmido, que es utilizada para transportar el fragmento de DNA que se 
quiere clonar a una célula receptora, y que hace posible la replicación del 
Fragmento de DNA. 


vector de expresión 

expression vector 
Vinas o plásmido que transporta yna secuencia de DNA al interior de una 
célula huésped y allí dirige la síntesis de la proteína codificada por la se- 
cuencia. (Figura 8-48) 


VEGE - véase factor de crecimiento endotelial vascular 


vesícula 
vesicie 


Orgámaio pequeño, esférico y rodeado de membrana, del citoplasma de una 
célula eucariota. (Figura 11-35) 


vesícula acrosómica 

acrosomal vesicle 
Región del extremo de la cabeza del espermatozoide que contiene una ve- 
sícula llena de enzimas hidrolíticas utilizadas para digerir la capa protec- 
tora que rodea el oocito. Cuando un espermatozoide empieza a entrar en 
un oocito, libera el contenido de la vesícula (la reacción acrosómica) per- 
mitiendo al espermatozoide atravesar la zona pelúcida. (Figuras 21--13 y 
21-27) 


vesícula de secreción 

secretory vesicle 
Orgánulo rodeado de membrana en el que se almacenan las moléculas des- 
tínadas a ser segregadas. Á veces se denominan gránulos de secreción debi- 
do a que sus contenidos teñidos de oscuro hacen que el orgánulo pueda 
verse corao Un pegueño objeto sólido. (Figura 13-63 y 13-86) 

vesícila revestida : 

coated vesicle 
Vesícida delimitada por una mernbrana con una zed de proteínas (el reves- 
tiráento) en su superficie citosólica. Se forma por el estrangulamiento de 
una región revestida de la membrana (depresión revestida). Algunos reves- 
frnientos son de clatrica mientras que otros son de otras proteínas, 

vesícula sináptica 

synajptic vesicle 
Pequeña vesículo 
las terminaci 


eurotransiásor que se forma en 
ax le envia , liberado 

tica rmediante exocito: eacción 
axón. 
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vía de secreción constitutiva (vía por defecto) 

constitutive secretary pathuway (default pathway) 
Vía presente en todas las células mediante la cual moléculas corno las pro- 
teínas de la membrana plasmática son liberadas continuamente hacia la 
membrana plasmática desde el complejo de Golgi en vesículas que se fusio- 
pan con dicha membrana. (Figura 13-63) 


vía de señalización de los fosfolípidos de inositol 

inosital phospholipid signaling pathway 
Vía de señalización intracelular que se inicia con la activación de la fosfoli- 
pasa C y la generación de 1P3 y diacilglicerol (DAG) a partir de fosfolípidos de 
inositol de la membrana plasmática. El DAG colabora a activar la proteína 
quinasa €. (Figura 15-38 y 15-39) 


vía de señalización de Wnt 
Wntsignaling pathway 
Vía de señalización activada por la unión de una proteína Wnt a receptores 
de su superficie celular. La vía riene diferentes ramas. En la principal (la ra- 
ma canónica), la activación hace que los aumentados niveles de f-catenina 
entren en el núcleo, donde regulan la transcripción de genes que controlan 
la diferenciación y la proliferación celular. La sobreactuación de la vía 
Wnt/B-catenina puede producir cáncer. (Figura 17-55) 
vía de señalización Jak-STAT 
Jak-STAT signaling pathway 
Vía de señalización activada por citoquinas y por algunas hormonas que es 
una vía rápida que va desde la membrana plasmática hasta el núcleo para 
alterar la ranscripción génica. En ella participan quinasas citoplasmáticas 
Janus (alo y transductores y activadores de transcripción (STAD), 
vía secretora por defecto - véase vía de secreción constitutiva 
defawult secretory pathway 
virión 
virion 
Una única partícula de virus (Figura 24-13) 
virus 
virus 
Partícula formada por una cubierta proteica que contiene ácido nucleico 
(RNA o DNA) en su interior. Es capaz de replicarse dentro de una célula 
huésped y de propagarse de una célula a otra. (Figura 24-13) 
virus de DNA tumorogénico 
DNA tumor virus 
Término general que designa diferentes virus de DNA que pueden causar 
tumores. (Figura 20-43) 
virus no recubierto 
nRonenveloped virus 
Vins formado únicamente por una molécula de ácido nueleico y una cápsi- 
de proteica. (Figura 24-24C y D) 
virus recubierto 
enveloped virus 
Virus con una cápside rodeada por wa membraga lipídica la cubierta), de- 
rivada de la membrana plasmática de la célula huésped y que es adquirida 
cuando el virus abaudona esta célula por gemación. (Figura 24-15) 
virus tumoral 
tumor virus 
Virus que puede transformar en cancerosa la célula que infecta. 


Veraz 

Vena: 
Velocidad máxima de una reacción enzimática. (Figura 3-45 y Panel 3-3, 
pp. 162-163) 

v-SNARE — véase SNARE 


weel 

weel 
Proteína quinasa que inhibe la actividad Cdk al fosforilar determinados 
aminoácidos del centro activo de Cdk. Es importante en la regulación de la 
entrada en la fase M del ciclo celular, 

Vat (proteína Wat) 

Wat (Wnt protein) 
Miernbro de una familia de proteínas señal secretadas que desempeñan 
papeles nauy diferentes en el control de la diferenciación y la proliferación ce- 
lular y de la expresión génica en tejidos ernbrionarios y adultos de los animales. 

Xenopaus laevis (sapo de uñas sudrafricano) 

Xenopus laevis (South African clawed toad) 
Especie de rana (ao de sapo) utilizada frecuentemence en estudios del desa- 
rrollo temprano de los vertebrados. 

X1C- véase centro de inactivación del cromosoma X 

yema 

yolk 
Reserva pubicional de los huevos de muchos animales. 


zona pelúcida 

zona pelhiucido 
Capa glucoproteica de la supe 
ciundados. Esuna barrera para 


ros todavía no le- 
s. (Figura 21-22) 
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natural y alelo ventajoso 562 
natural y mutación 16 
negativa en el timo 1587, 1588f 
positiva en el timo 1588f 
purificadora 247 
reproducción sexual 1271 
Selectina(s) 1145-1146, 1177t, 1550f 
adhesión dependiente de 1550f 
estructura 1146f 
función 1145, 1146f 
L-Selectina 1145 
P-Selectina 1145, 1146f 
Selectividad, filtro 672, 673f, 674f 
iónica de canales 568, 669 
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